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Abreviaturas
DC.- del inglés “Dendritic Cells”. Traduccion “Celulas Dendriticas”

APC. - del inglés “Antigen Presenting Cells”. Traduccion “Células Presentadoras de

Antigeno”

OSDI. - del inglés “Ocular Surface Disease Index”. Traducciéon “Indice de enfermedad de

la superficie ocular”

MGD. - del inglés “Meibomian Gland Disfuncion”. Traduccion “Disfuncion de las

glandulas de meibomio”

MIF. - del inglés “Macrophage Migration Inhibitory Factor”. Traduccion “Factor Inhibidor

de la Migracion de Macrofagos”
BUT. - del inglés “Break Up Time” . Traduccion “Tiempo de Ruptura Lagrimal”

DAMP. - del inglés “Damage Associated Molecular Patterns. Traduccion ‘“Patrones

moleculares asociados a dafio”.

PAMP. - del inglés “Patogen Associated Molecular Patterns. Traduccion ‘“Patrones

moleculares asociados a patégenos”
ROS. - del inglés “Reactive Oxygen Species. Traduccion “Especies reactivas de 0xigeno”
NOS.- del inglés “Nitric Oxygen Synthase”. Traduccion “Oxido nitrico sintasa”

IBD. - del inglés “Inflamatory Bowel Disease”. Traduccion “Enfermedad inflamatoria del

intestino



1.- Resumen

El factor inhibidor de la migracion de macréfagos (MIF) es una molécula de la
respuesta inmune (R1) ampliamente reconocida por su participacion en diversas patologias
autoinmunes e inflamatorias. Sin embargo, existen pocos estudios sobre la participacion de
MIF en el desarrollo y curso de enfermedades inflamatorias oculares como ojo seco (OS).
Con el fin de contribuir a establecer la participacion de esta molécula en el desarrollo de OS
empleamos ratones silvestre (MIF**) y deficientes para MIF (MIF™) a los cuales se les
indujo OS durante 21 dias. Posterior a la induccion de OS, los ratones fueron monitoreados
a fin de evaluar los signos caracteristicos de esta patologia y analizar la respuesta inmune a
los 0, 7, 14 y 21 dias post-induccién de OS y a los siete dias de la suspensién del modelo.

Ratones & fondo genético Balb/c MIF** y MIF”, se les indujo OS mediante la
inyeccidn de 0.5 mg de escopolamina via subcutanea (SC), tres veces al dia por 21 dias, se
observaron siete dias mas tras la suspension del modelo (fase de recuperacion). Una vez
inducido el modelo de OS, los ratones fueron monitoreados a fin de evaluar la estabilidad
de la pelicula lagrimal, a través de la determinacién del volumen lagrimal, el patron de
arborizacion de mucinas y el nimero de células caliciformes. Se obtuvo suero a las 0, 7, 14
y 21 dpi, y a los siete dias de haber suspendido el modelo (fase de recuperacion) para
determinar (IL-1B, TNF-o e IL-10) por ELISA-sandwich. Los resultados obtenidos
revelaron que los ratones MIF” tuvieron menor pérdida del volumen lagrimal en
comparacion con los ratones MIF** (15.5% y 43.5%, respectivamente), mostraron un
patron de arborizacion de mucinas tipo Il y Ill. Interesantemente, estos resultados
correlacionaron con una menor pérdida de células caliciformes en comparacién a los
ratones control MIF** (31.4% y 52.5%, respectivamente). Ademas, los ratones MIF”
tuvieron una menor produccion delL-1p e TNF-a en suero en comparacion con los ratones

control MIF**,

Por otro lado, el analisis de la produccion de TNF-a e IFN-y, en sobrenadante de
cultivos de ganglio cervical y bazo a los 5dpi, solo mostro resultados estadisticamente

significativos en la produccion de TNF-a en células de ganglio cervical estimuladas con 1
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ug de CoA. Finalmente, el ensayo de citometria de flujo de poblaciones celulares en
ganglio cervical, revelo que los ratones MIF” presentaron un menor porcentaje de
macréfagos CCR5"/MHC" y células T CD4", pero no de CD8%a los 7 y 14 post-induccién
de OS.

En conjunto estos resultados, nos permitieron observar que los ratones MIF™
mostraron una mayor recuperacién una vez suspendida la induccion de ojo seco con
escopolamina, ya que presentaron incremento en el volumen lagrimal, un mayor nimero de

celulas caliciformes y un patron de arborizacion de mucinas tipo I considerado fisioldgico.



2.- Introduccién

El sistema inmune es un conjunto de 6rganos y células, las cuales se encargan de
distinguir entre lo propio de lo no propio, contribuyendo de esta manera a mantener la
homeostasis del organismo y proteger al cuerpo ante agentes externos. Ademas, se encarga
de reparar los tejidos cuando sufren algun tipo de dafio. Con fines de estudio, la respuesta
inmune se divide en: respuesta inmune innata y adaptativa las cuales estan diferenciadas
principalmente por el tipo de receptores, células y proteinas involucradas en cada una, entre
otros [1, 2].

La inmunidad innata es considerada la primera linea de defensa del organismo, cuenta
con componentes celulares y humorales, entre los cuales se destacan barreras epiteliales,
proteinas del sistema de complemento, células fagociticas como: macréfagos (Mo),
neutrofilos y células dendriticas (DC), ademas de la secrecion de citocinas

pro-inflamatorias, anti-inflamatorias, supresoras y quimiocinas [1, 2].

Uno de los mecanismos centrales de la respuesta inmune innata es la inflamacion.
La inflamacion es considerada un componente complejo y necesario en respuesta a
estimulos bioldgicos, quimicos o fisicos capaces de producir dafio, por lo que se inducen
diversos eventos celulares y moleculares, los cuales se encargan de iniciar y regular dicho
proceso. Durante la fase aguda las células migran al sitio de lesion gracias a la liberacion de
citocinas, quimiocinas y proteinas de fase aguda [1, 2].

La inflamacion aguda es considerada suficiente para resolver el dafio e iniciar los
procesos de reparacion tisular. Sin embargo, un proceso inflamatorio persistente (crénico)
como resultado de una exposicion prolongada a un estimulo 0 a una reaccion inapropiada
contra autoantigenos, puede inducir dafio tisular y fibrosis. Diversos grupos de
investigacion han reportado que la inflamacion cronica contribuye a numerosas
enfermedades locales y sistémicas, como artritis, asma, aterosclerosis, enfermedades

autoinmunes, diabetes, cancer entre otras [1, 3-6].



2.1.- Estructura de SO y regulaciéon inmune

La superficie ocular (SO) esta conformada por cornea, conjuntiva y pelicula
lagrimal, es la parte anterior del ojo y la méas expuesta al medio ambiente, por lo que
también la parte mas susceptible a sufrir dafio por traumatismos o infecciones causadas por

virus, bacterias y hongos [7-9]. (Figura 1)

Se ha descrito a la superficie ocular como un sistema, es decir, un conjunto
dindmico de estructuras las cuales ayudan a mantener la homeostasis en la superficie
ocular, entre ellas se encuentran: epitelio corneal y conjuntival, glandula lagrimal principal,
glandulas de meibomio, pelicula lagrimal, ductos nasolagrimales, irrigacion, inervacion, y
tolerancia inmunoldgica. Todos estos componentes forman el sistema de la superficie
ocular encargados de nutrir, lubricar, humectar, proteger y mantener a las estructuras

transparentes, permitiendo el paso de la luz hacia la retina [10-13].

El ojo tiene la particularidad de ser un 6rgano inmunolégicamente privilegiado, es
decir, debido a la exposicion constante que tiene la SO con el medio ambiente, cuenta con
mecanismos de tolerancia inmunoldgica, entre los que se destaca la presencia de linfocitos
T reguladores (Tregs) encargados de secretar citocinas antinflamatorias y supresoras, como
interleucina 10 (IL-10) y factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) los cuales
evitan que a la menor interaccion de un antigeno con Me o DC, se desencadene una
respuesta inflamatoria [14-17]. Sin embargo, diversos estudios han reportado que
enfermedades inflamatorias oculares de origen infeccioso y no infeccioso como:
conjuntivitis, uveitis, queratitis, retinitis, vasculitis y ojo seco (OS), pueden afectar el
nervio Optico, los vasos sanguineos, la cdrnea, la conjuntiva, parpados y musculos
extraoculares [8, 9, 12, 17].

Una de las caracteristicas centrales de la mayoria de estas enfermedades es que la
etiologia va acompafada de procesos inflamatorios cronicos, que de no ser tratados de
manera correcta podria dafiar de manera irreversible estructuras como: cornea, cristalino,

humor vitreo o retina, causando baja vision o ceguera en casos mas graves [8, 9, 18-20].
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Figura 1. Imagen de la superficie ocular, tomada de “Rodriguez, M. B., & Argieso, P. (2018). Glycosylation
pathways at the ocular surface. Biochemical Society transactions, 46(2), 343-350.” Traducida y editada por

Hernandez Emilio.
2.2 Estructura y funcién de la pelicula lagrimal

La pelicula lagrimal es considerada la primera barrera de defensa del ojo frente al
ambiente externo, ya que, ademas de funcionar como barrera fisica, contiene componentes
del sistema inmune, entre los que se destaca la presencia de inmunoglobulinas,
especificamente IgA e IgM [7]. Ademas, cuenta con una amplia variedad de péptidos
antimicrobianos, entre los que destaca la presencia de beta-defensinas, lisozima,
lactoferrina y lipocalina, que en conjunto se encargan de neutralizar y eliminar
microorganismos potencialmente patdgenos, que de no ser eliminados pueden inducir de

procesos inflamatorios cronicos [21].



Estructuralmente la pelicula lagrimal es un fluido trilaminar, no newtoniano, dindmico y
complejo conformado por tres capas: la capa lipidica, es la porcion més externa, esta capa
deriva de las glandulas de meibomio y se extiende por toda la SO por accion del parpadeo,
su funcion es estabilizar y brindar tension superficial a la pelicula lagrimal para evitar su
rapida evaporacion [18, 20, 22]. La capa acuosa, es producida por la glandula lagrimal
principal, representa el 90% del volumen lagrimal, entre sus funciones se encuentran: el
transporte de oxigeno, la lubricacién de la SO, la neutralizacion y eliminacién de patdgenos

a través de produccion de IgA e 1gG, lipocalina, lactoferrina y lisozima [8, 23, 24].

Finalmente, la capa interna o porcion mucinica se encuentra en contacto con el epitelio de
la cornea y la conjuntiva. Esta es producida principalmente por las células caliciformes de
la conjuntiva bulbar, ademas estas células se encargan de secretar diferentes tipos de
mucinas (MUC) en particular MUC1, 2, 4, 5AC, 16 y 20 (ver tabla 1). Estas mucinas estan
clasificadas en 3 tipos, las asociadas a membrana, formadoras de gel y solubles. En
particular las mucinas asociadas a membrana son los principales constituyentes del
glicocalix, contribuyendo a mantener la estabilidad y adherencia de la pelicula lagrimal a la
superficie ocular [8, 15, 23, 25].

MUCINA TIPO LOCALIZACION

MUC1 Asociada a membrana Pelicula lagrimal, conjuntiva, epitelio corneal

MUC?2 Secretora formadora de gel Pelicula lagrimal, conjuntiva, células caliciformes

MUC4 Asociada a membrana Pelicula lagrimal, conjuntiva, epitelio corneal

MUCS5AC Secretora formadora de gel Pelicula lagrimal, epitelio conjuntival/células caliciformes
MUC5B Secretora formadora de gel Glandula lagrimal

MUC7 Secretora y soluble Glandula lagrimal

MUC16 Asociada a membrana Pelicula lagrimal, conjuntiva y epitelio corneal

MUC20 Asociada a membrana Conjuntiva y epitelio corneal

Tabla 1.- Tabla de mucinas presentes en la superficie ocular de humano. Traduccion de Ablamowicz, A. F., &

Nichols, J. J. (2016). Ocular surface membrane-associated mucins. The ocular surface, 14(3), 331-341.



Ademas de las funciones previamente descritas las células caliciformes, tienen un
papel inmunoldgico central, ya que contribuyen a mantener un ambiente tolerogénico en la

superficie ocular a través de la secrecion TGF-$ [17].

En conjunto estas tres capas contribuyen a mantener una superficie opticamente lisa,
humectada, lubricada y transparente que permite el paso de la luz hacia la retina para
preservar la calidad de la vision, ademas de brindar estabilidad a la superficie ocular [21,
26]. Sin embargo, diversos estudios han reportado que una répida evaporacion, alteraciones
en el parpadeo o patologias asociadas a las glandulas de meibomio, glandula lagrimal
principal o células caliciformes, asi como factores ambientales como la temperatura,
humedad, contaminacion y aire acondicionado, pueden influir en la cantidad y calidad de la
pelicula lagrimal, trayendo como consecuencia la pérdida de la homedstasis de la superficie
ocular por incremento de la osmolaridad (cantidad de solutos dentro y fuera del espacio
extracelular) contribuyendo al desarrollo de patologias inflamatorias de la superficie ocular
como Ojo seco (OS) [27, 28].

2.3 Definicidn y clasificacion de ojo seco

Dentro del grupo de enfermedades inflamatorias oculares de origen no infeccioso se
encuentra OS. En su ultimo informe el DEWS conformado por 150 expertos de 23 paises,
define a OS como una enfermedad inflamatoria de origen multifactorial de la superficie
ocular, caracterizada por pérdida de la estabilidad de la pelicula lagrimal, acompafiada por
hiperosmolaridad e inflamacion de la superficie ocular y alteraciones neurosensoriales
(DEWS 2017) [27].

El TFOS DEWS Il en 2017, menciona dos categorias principales de esta patologia,
OS de tipo acuodeficiente y evaporativo, aungue, el acuodeficiente fue redefinido como
“deficiente acuoso” de tipo autoinmune primario asociado a sindrome de Sjogren y
secundario no asociado a sindrome de Sjogren y no autoinmune, en el que se incluye
deficiencia lagrimal, obstruccion de los conductos lagrimales y bloqueo reflejo asociado a

uso de farmacos (Figura 2) [27].
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Figura 2 Clasificacion ojo seco. Tomado de “The TFOS Dry Eye Workshop Il: Executive Summary. The

ocular surface [9]” traducida por Herndndez Emilio.

2.4 Prevalencia e incidencia de 0jo seco

La prevalencia mundial de OS, oscila entre el 5% y el 50% de la poblacion [27].
Estudios epidemioldgicos recientes en Estados Unidos reportan que alrededor de 5 millones
de personas mayores a 50 afios presentan sintomas graves de esta patologia y
aproximadamente 20 millones mas comienzan a presentarlos. Estos estudios también
destacan una mayor indecencia en mujeres, la cual asciende a 3.2 millones, mientras que
en hombres es de 1.6 millones [7-10] [14, 27]. Ademas, Estados Unidos reportd que el
gasto anual aproximado destinado al tratamiento de OS, es de 3.84 billones de dolares, por

lo que OS es considerado un problema de salud publica [29].

Aun cuando OS ha sido considerado una patologia inflamatoria ocular de adultos y
personas de la tercera edad, un estudio reciente en poblacion asiatica ha reportado que
nifios y adolescentes principalmente de sexo femenino manifiestan signos de esta patologia
[30].




En México un estudio realizado en la Universidad de Monterrey, reportd que el
70.4% de los estudiantes presentan signos y sintomas de OS, ademas reportaron que existe

una mayor prevalencia en mujeres [31].

Recientemente la clinica de optometria de la Facultad de estudios superiores
Iztacala, reporto mediante un analisis lagrimal de Ferning y Schirmer en pacientes, que la
poblacién mas afectada por esta patologia se encuentra entre los 21 y 40 afios de edad,

demostrando que ya no solo es una enfermedad exclusiva de adultos mayores [32].
2.5 Signos y sintomas de 0jo seco

Como previamente se menciond OS es considerada una enfermedad inflamatoria
cronica de la superficie ocular, caracterizada por presentar sintomas como: prurito
(comezon), sensacion de cuerpo extrafio, irritacion, fotofobia (sensibilidad a la luz),
hiperemia (0jo rojo) y signos como: descamacion de la superficie corneal (pérdida de
células caliciformes), disfuncién de las glandulas de meibomio (MGD), rapida evaporacion
de la pelicula lagrimal y pérdida de la sensibilidad corneal, que en casos graves puede
causar ulceracion, opacidad corneal y ceguera [20, 22, 30, 33].

2.6 Diagnodstico

El diagndstico de OS se realiza mediante pruebas subjetivas, especificamente a
través del cuestionario de indice de enfermedad de la superficie ocular (OSDI) con el que
se busca evaluar la sintomatologia. Por su parte, las pruebas objetivas consisten en la
aplicacion de diferentes técnicas que permiten evaluar el cuadro clinico caracteristico de
OS [7]. Brevemente, el volumen lagrimal se determina por Schirmer, el patron de
arborizacion de mucinas por Ferning, el tiempo de ruptura lagrimal mediante (BUT) y la
determinacion del nimero de células caliciformes a través de citologia de impresion [30,
34-37]. En conjunto estas técnicas permiten evaluar la calidad, cantidad y estabilidad de la

pelicula lagrimal.

2.7 Tratamiento

El tratamiento se basa principalmente en el uso de lagrimas artificiales y corticoesteroides

por largos periodos, sin embargo, el uso prolongado puede conllevar al desarrollo de



multiples complicaciones locales y sisttmicas como inmunosupresion y aumento de la
presion intraocular [27, 28]. Ademas de estos tratamientos convencionales para 0jo seco,
también existe la aplicacion de suero autlogo para casos méas graves y la reparacion del
tejido, ademas de la suplementacion alimenticia con Omegas 3 y 6, asi como también el uso

de inmuno reguladores como la ciclosporina [27].

2.8 Inflamacion y ojo seco

La inflamacion de la superficie ocular es causada por factores ambientales,
enddgenos, microbianos, hormonales o factores genéticos, dicho estrés promueve la
liberacion de patrones moleculares asociados a dafio (DAMP), los cuales producen la
expresion de citocinas proinflamatorias, metaloproteinasa 3 y 9, asi como la secrecién de
quimiocinas, que en conjunto inducen la maduracién de células presentadoras de antigeno
(APC) que residen en la superficie ocular, una vez activadas las APC, viajan al ganglio
linfatico mas cercano (cervical), donde llevan a cabo la presentacion antigénica a los
linfocitos T, promoviendo su diferenciacion hacia los subtipos T helper tipo 1y 17 (Thl o
Th17) principalmente [38].

Una vez que la diferenciacion de linfocitos se lleva acabo, estos migran hacia la
superficie ocular, donde comienzan a liberar citocinas proinflamatorias como: factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a), interleucina 6 (IL-6), interferon gamma (IFN-y),
interleucina 1 beta (IL-1B), interleucina 17 (IL-17) y factor inhibidor de la migracion de
macrofagos (MIF) perpetuando un ambiente inflamatorio sobre la superficie ocular
(Figura 3) [14, 25, 33, 39, 40].
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Figura 3.- Representacion grafica de las vias aferente y eferente de la respuesta inmune en ojo seco “Rhee, M.
K., & Mah, F. S. (2017). Inflammation in Dry Eye Disease: How Do We Break the Cycle?. Ophthalmology,
124(11), S14-S19.”

2.9 Factor inhibidor de la migracién de macréfagos (MIF)

El factor inhibidor de la migracion de macrofagos (MIF) es una citocina
inflamatoria descrita en 1960, estructuralmente estd conformada por 3 subunidades
idénticas con un peso molecular de 12.5 KDa. Esta citocina es secretada por células del
sistema inmune como: macrofagos, monocitos, células dendriticas, células B, neutréfilos,

eosinofilos, mastocitos y basofilos [41, 42].

Ademas, se sabe que puede ser producida por la glandula pituitaria, miocitos
cardiacos, hepatocitos, fibroblastos, células del rifion y péancreas, confiriéndole otra

caracteristica importante como lo es su actividad enzimatica [41-44].

Diversos estudios han reportado su participacion en la respuesta inmune innata,
promoviendo la expresion de citocinas proinflamatorias como TNF-a, IL-1p. También se
sabe que tiene actividad quimiotactica y es capaz de inhibir el efecto de los
corticoesteroides [41, 43].
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Estudios mas recientes reportaron que MIF es capaz de activar la via de sefializacion
de las cinasas (MAPKinasas) a través de su receptor CD74 el cual promueve la quimiotaxis
de células del sistema inmune, ademés de CD74, recientemente se reportd que MIF es
reconocido por otros receptores para quimiocinas especificamente (CXCR2/4) y que dicha
unién resulta expresion de algunos mediadores inflamatorios como TNF-a, 6xido nitrico y
ciclooxigenasa tipo 2 (COX-2). Interesantemente, se demostrd que MIF tiene la capacidad
de inhibir a la proteina proapototica p53 [41-44].

f od op
J Oq ic
5 WEAT
Pro-inflammatory
mediators

Peripheral circulation

Figura 5.- Representacion grafica de la sefializacion de MIF imagen obtenida de Barnes, M. A,
Roychowdhury, S., & Nagy, L. E. (2014). Innate immunity and cell death in alcoholic liver disease: role of
cytochrome P4502E1. Redox biology, 2, 929-935.

2.1.1 Funcion de MIF en la respuesta inmune en enfermedades infecciosas
Dado que MIF posee funcién tanto de citocina como quimiocina, tiene la capacidad
de potenciar la respuesta inmune innata sobre todo ante microorganismos promoviendo la

presentacion de antigeno y diferenciacion de los linfocitos T robusteciendo la respuesta

inmune haciéndola més efectiva y rapida [41].

Otra caracteristica importante de MIF es que de manera natural se encuentra

preformada en el organismo, permitiendo su répida liberacion en el momento que sea
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necesario y responder de manera rapida a moléculas provenientes de la pared celular de

bacterias gram-negativas como el lipopolisacarido (LPS) [42, 45].

Diversos estudios han demostrado el papel protector de MIF al conferir resistencia
frente a infecciones causadas por bacterias como: Salmonella typhimurium, Escherichia
coli y Streptococcus pneumoniae [42]. A través de la activacion de APC, produccion de
citocinas inflamatorias, especies reactivas del oxigeno (ROS) y oxido nitrico (NOS) [42,
45].

2.1.2 Participacion de MIF en enfermedades inflamatorias y autoinmunes

Investigaciones recientes reportaron que MIF contribuye al desarrollo o
agravamiento del cuadro clinico de enfermedades autoinmunes e inflamatorias como:
artritis reumatoide, aterosclerosis, lupus eritematoso sistémico y enfermedad inflamatoria
del intestino (IBD), principalmente a través de la secrecion de mediadores inflamatorios y

el reclutamiento de poblaciones celulares [4, 5, 43].

Ademas, se ha observado que MIF inhibe la apoptosis de células tumorales, y
favorece la secrecion de factores angiogénicos, promoviendo la proliferacion y

supervivencia de algunos tumores [5].

De manera interesante, se ha demostrado que la inhibicién de MIF reduce los signos de
patologias como: lupus, esclerosis multiple y cancer en estudios in vivo con ratones. En
particular un estudio del instituto de reumatologia en Sedl propuso que MIF pudiera ser
considerado un blanco terapéutico en enfermedades inflamatorias como artritis, ya que su
inhibicion en modelos murinos ha sido asociada con la atenuacion del cuadro clinico de

artritis reumatoide [4].
2.1.3 Expresion de MIF en tejidos oculares

Estudios pioneros realizados por diferentes grupos alrededor del mundo, han
reportado niveles basales de MIF en tejidos como retina, cornea y glandula lagrimal de
ratones [46]. Otros estudios demostraron que incluso puede llegar a tener implicaciones en
procesos de embriogénesis de algunos tejidos oculares, tal es el caso del estudio realizado

por Winston G.J y colaboradores en 1993, quienes reportaron que MIF podria participar en
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la diferenciacion de células del cristalino [47]. También se demostré que MIF y otras
citocinas como: TNF-a, IL-1B, IL-6, IL17 e IFN-y se encuentran presentes en tejidos de la
SO y en tejidos como cornea, conjuntiva, glandula lagrimal y lagrima de pacientes con

dermatitis atopica, retinopatia diabética, uveitis y vitreoretinopatia [46, 48-52].

En 2016, Elise Warcoin y colaboradores reportaron una mayor expresion de
transcritos y la proteina MIF en cultivos celulares de cérnea y conjuntiva de humano
expuestos a un ambiente hiperosmolar [52]. En este mismo afio Yang. H et al reportaron
un incremento en la expresion de transcritos de TNF-o, IL-1p, IL-6, 1L17, IFN-y y MIF y
sus receptores (CD74, CD44 y CXCR2/4) en un modelo de uveitis, ademas
interesantemente demostraron que la inhibicion de MIF atenua la respuesta inflamatoria de

tipo Thly Th17 y en consecuencia el dafio a estructuras oculares [53].

Finalmente, Wang J. y colaboradores observaron que el uso de un inhibidor de MIF
(ISO-1) redujo la pérdida de células neurosensitivas (conos Yy bastones) y el
desprendimiento de retina en un modelo murino de retinopatia diabética [54].

Aun cuando son claras las evidencias del papel patogénico de MIF en enfermedades
autoinmunes e inflamatorias, es escasa la informacion que se tiene en enfermedades
inflamatorias oculares. En particular se desconoce si MIF contribuye al reclutamiento y
activacion de poblaciones celulares inflamatorias en tejidos oculares como cdérnea

conjuntiva y glandula lagrimal.

Considerando los antecedentes antes expuestos y el hecho de que OS es una
enfermedad inflamatoria cronica de la superficie ocular el presente trabajo busca contribuir

a comprender si MIF participa en el desarrollo y/o agravamiento de los signos de ojo seco.
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3.- Justificacion

Los antecedentes mencionados muestran que el proceso inflamatorio es un factor
clave en el agravamiento de patologias autoinmunes e inflamatorias y que MIF tiene la
capacidad de promover dicho proceso y contribuir a exacerbar dichas patologias. Sin
embargo, aun cuando se sabe que MIF se expresa constitutivamente en la superficie ocular,
la informacion en cuanto a su participacion en 0jo seco es escasa Y no se ha investigado el

impacto que pudiera tener su inhibicion en el desarrollo de esta enfermedad.

Para contribuir al conocimiento, proponemos analizar las caracteristicas patoldgicas
de ojo seco, asi como las posibles alteraciones en el contexto de la respuesta inmune,
utilizando el modelo experimental inducido con escopolamina en ratones deficientes del

gen funcional de MIF (MIF") y ratones silvestres (MIF**).

15



4.- Objetivo general

Definir la participacion de MIF, en los signos de 0jo seco, a través del andlisis de la

respuesta inmune en ratones silvestres y deficientes para MIF.
4.1.-ODbjetivos particulares

» Evaluar y comparar la estabilidad de la pelicula lagrimal, es decir, el volumen
lagrimal, patron de arborizacion de mucinas y nimero de células caliciformes en ratones

con 0jo seco experimental.

* Determinar si MIF contribuye a exacerbar el cuadro inflamatorio caracteristico de
0jo seco, a traves de la evaluacion del perfil de citocinas inflamatorias y anti-inflamatorias

en suero de ratones experimentales.
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5.- Hipotesis

El factor inhibidor de la migracion de macrofagos favorece la produccion de
mediadores pro-inflamatorios e infiltracion de poblaciones celulares inflamatorias que en

conjunto agravan el cuadro clinico de ojo seco.
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6.- Metodologia
6.1.- Genotipo de los animales experimentales por PCR
6.1.1.- Extraccion de DNA

Para determinar el genotipo de los grupos experimentales MIF** y MIF’- se empled
el método descrito por Laid P.W. [55]. Brevemente, se utilizaron ratones macho fondo
genético Balb/c, entre 6.9 semanas de edad, se utilizaron guantes, material nuevo y estéril,
libre de DNAsas y RNAasas. Se obtuvieron aproximadamente 0.5 cm de la porcion final de
la cola de cada uno de los ratones experimentales, el tejido se transfirié a tubos (Eppendorf)
de 1.8 ml, para llevar acabo la digestion del tejido se agregaron 500 ul de buffer de lisis

(Apéndice 1) y 20 ul de proteinasa K (In vitrogen) se dejo incubar toda la noche a 55° C.

Posteriormente, se centrifugo a 11000 rpm durante 10 min, se recuperd el
sobrenadante con micropipeta y se colocd en tubos Eppendorf con 500ul de isopropanol
frio, invirtiéndolos de manera suave hasta hacer evidente la precipitacion del DNA. Se
centrifugo nuevamente a 11000 rpm durante 1 min para precipitar el DNA, se decant6 el
sobrenadante para proceder a lavar el boton de DNA con etanol frio al 75% en el mismo
tubo se resuspendiendo la pastilla y centrifugando nuevamente a 11000 rpm durante 5
minutos. El sobrenadante fue desechado, dejando evaporar el etanol del tubo a temperatura

ambiente durante 1 hora. Posteriormente se resuspendié en 200 pl de H20 miliQ (mQ).
6.1.2.- Amplificacion del gen

Se utilizaron primers especificos (Apéndice 2) para el reconocimiento del gen MIF.
Se utilizaron tubos nuevos libres de DNAsas y RNAsas de 0.2 ml, la reaccién se realiz6 con
un volumen final de 25 pl con los siguientes reactivos (R Taq DNA Polymerase 2x Master
Mix RED 1.5, Ampligon) en el siguiente orden.
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Reactivo Vo6lumen

Master mix 12.5 ul
FMIF 1l
RMIF 1l
FNEO 1l
RNEO 1l
Muestra 1pl
H20 1l

Los tubos se colocaron en el termociclador (Thermo fisher) con la temperatura de
alineacion de 58°C.

6.1.3.- Electroforesis

Se utiliz6 un gel de agarosa (ICN Biochermicals) al 1% en buffer TBE 1x (Apéndice
1) y 0.1% de bromuro de etidio sobre una camara molde y un peine de 12 pozos, que se

mantuvo a 4°C por 15 minutos para que se solidificara.

A cada uno de los tubos les agrego 5 ul de buffer de carga blue juice con Sybr-
Green (Cleaver) una vez mezclados se tomaron 8 pl de la muestra y se colocaron en el gel a
partir del segundo pozo, dejando el primero para colocar 3 ul del marcado de peso

molecular 100 pb (Amplicon).

Las muestras fueron colocadas en la camara hacia el extremo positivo y se corri6 a 90 volts
200 mA durante 40 minutos. Se capturo la imagen con el equipo Gel Doc EZ Imager
(BIORAD).
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6.1.4.- Evaluacion de la calidad de la pelicula lagrimal por las técnicas de Schirmer,

Ferning y citologia de impresion

Antes de induccion del modelo de ojo seco se evalud la cantidad y calidad de la
pelicula lagrimal a ambos grupos experimentales, con el fin corroborar que todos los

ratones presentaran estabilidad de la pelicula lagrimal.
6.3.- Induccidn de ojo seco

Una vez determinado el genotipo de los ratones control MIF** y deficientes para
MIF’- (donados por la Dra. Miriam Rodriguez Sosa responsable del laboratorio 5 de la
Unidad de Biomedicina UBIMED-FESI) se les inyecto via subcutanea (s.c) con 0.5 mg de
escopolamina (SIGMA-Aldrich), cada 4 horas 3 veces al dia durante 21 dias.

6.4.- Evaluacion de los signos clinicos de ojo seco en ratones MIF**y MIF”- a través de
las técnicas Schirmer, Ferning y Citologia de impresion en ratones de con 0jo seco

6.4.1.- Determinacion del volumen lagrimal por la técnica de Schirmer

Esta prueba fue descrita y reportada por Otto Schirmer en 1961 y permite
determinar el volumen lagrimal en milimetros [34]. Para realizar esta prueba se colocaron
las tiras de Schirmer (schirmer strips) sobre el parpado inferior en la region temporal de
cada uno de los ratones durante 5 min- Una vez transcurrido este tiempo se utilizé un
vernier digital para medir el volumen lagrimal a los 0, 7, 14 y 21 post-induccion de OS y a
los 7 dias de haber suspendido la induccion del modelo (fase de recuperacion).

6.4.2.- Determinacion del patron de arborizacion de mucinas

El patron de arborizacion de mucinas se determind a través de la técnica de Ferning en los
grupos control y experimentales. Para colectar la lagrima se utiliz6 una pipeta de
trasferencia de 3 ml a la cual se le adapto una punta 0.5-10 pl, se colectaron 2 ul de lagrima
y se coloco en un portaobjetos. Las muestras se observaron y analizaron utilizando un
microscopio electronico (Motic), el tipo de patron de arborizacion se determiné utilizando
la clasificacion de Rolando donde el patron tipo 1 se caracteriza por presentar

arborizaciones uniformes y sin espacios entre ellas, el tipo 2 presenta arborizaciones
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pequefias y menos ramificadas, con algunos espacios entre ellas, en el tipo 3 se observan
arborizaciones pequefias con muy pocas ramificaciones y numerosos espacios vacios,
finalmente patron tipo 4 se caracteriza por ausencia de arborizaciones y se pueden presentar

cumulos de moco [35].
6.4.3.- Cuantificacion del numero de células caliciformes

El nimero de células caliciformes se determino utilizando la técnica de citologia de
impresion. Brevemente, de las tiras de Schirmer utilizadas para determinar el volumen
lagrimal se corto la porcion que estuvo en contacto con la conjuntiva palpebral y se fijo en
alcohol al 96%, posteriormente se tifieron con PAS-Hematoxilina (Apéndice 1). Una vez
teflidas las membranas se colocaron en portaobjetos, se observaron para determinar su

morfologia y contaron para determinar el nimero de células/mm?,

Para determinar el grado de metaplasia escamosa de utilizo la clasificacion de
Nelson, donde el grado 0 es considerado normal con abundantes células caliciformes (>500
células/mm?) presencia de células epiteliales pequefas, sin espacios entre ellas. el grado 1,
ligeramente alterado, con células epiteliales mayores, poligonales con espacios, se observa
disminucion en las células caliciformes (350-500 células/mm?), mientras que el grado 2 se
considera alterado, presenta células epiteliales de mayor tamafio y pérdida de células
caliciformes (100-350 células/ mm?), finalmente el grado 3 se observa una marcada
alteracion, las células epiteliales son muy grandes y poligonales con diversas alteraciones
(células binucleadas, nucleos picnéticos o ausentes, queratinizadas o no, las células

caliciformes estan marcadamente disminuidas (<100 células/mm?) [36, 37, 56].

6.5.- Determinacién de los niveles de citocinas empleando la técnica de ELISA

(sandwich) en suero
6.5.1.- Obtencién de suero

De los ratones con 0jo seco se obtuvo sangre realizando una incisién en la vena caudal, a
los 0, 7, 14 y 21 post-induccion de OS y a los 7 dias de haber suspendido la induccion del
modelo (fase de recuperacion).
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La sangre se centrifugo en tubos Eppendorff de 1.8 ml de 2 a 3 veces a 3500 rpm
por 10 min hasta la obtencion pura del suero, este se mantuvo en congelacion a -70°C hasta

Su uso.

La concentracién de citocinas (IL-13, IFN-y, TNF-a, IL-1p ¢ IL-4) se evalu6 por
medio de la técnica de ELISA sandwich y de acuerdo con las instrucciones del fabricante
(Prepotech). En todos los casos el procedimiento fue similar, siguiendo las especificaciones
del proveedor y como previamente se reportd. A continuacion, una descripcion general y

breve del procedimiento.
6.5.2.- Sensibilizacién de la placa

El anticuerpo de captura se diluyé a una concentracion de 2ug/ml de buffer de
fosfatos, pH 9 (0.1M NaH2PO4 pH 9 J.T Baker) para cada una de las citocinas adicionando
50ul/pozo en placa de 96 para ELISA (Nunc Maxisorp). Las placas se incubaron toda la

noche a4 °C.
6.5.3.- Muestras y curva

Al dia siguiente las placas se mantuvieron a temperatura ambiente y se lavaron 3
veces con solucion de lavado (PBS tween- 20, al 0.05% Sigma). Se les adiciono 200ul de
buffer de bloqueo (10% FCS en PBS) y se incubaron a temperatura ambiente por 2 h.
Posteriormente las placas se lavaron 2 veces con solucion de lavado y se colocaron 25
ul/pozo de las muestras a determinar por duplicado, usando como control una curva de
citocinas recombinante correspondiente a cada una de las citocinas de nuestro interés,
empezando con una concentracién inicial de 12000 pg/ml (PreproTech) y siguiendo
diluciones a la mitad de buffer de bloqueo. Las placas se incubaron a 4°C durante la noche.

6.5.4.- Revelado

Las placas se llevaron a temperatura ambiente, se lavaron 4 veces con buffer de lavado y se
secaron por aspiracion, se les adiciono el anticuerpo de deteccion marcado con biotina
correspondiente para cada citocina a una concentracion de 2ul/ml en buffer de blogueo
(Apéndice 1), las placas se incubaron a temperatura ambiente por 1 h posteriormente se

lavaron 5 veces con solucion de lavado. Se adiciono 6pl/pozo (Apéndice 1) del conjugado
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de estreptoavidina peroxidasa (PreproTech) a una dilucion de 1:2000 en buffer de bloqueo
y se incubo a temperatura ambiente por 45 minutos. Posteriormente, las placas se lavaron 6
veces con buffer de lavado y se adiciono 100pl/pozo del sustrato ABTS recién preparado
(Sigma) (0.5% ABTS en 0.1M acido citrico anhidro, pH 4.35 con NaOH mas 1% H;O al
3%, todos los reactivos marca Sigma). La densidad Optica se determind durante los
primeros 30 min de iniciada la reaccién en un lector de placas de ELISA (SperctraMax 250,
Molecular Devices) a 405nm.

6.6.- Andlisis de macrofagos, neutrdfilos y linfocitos T (CD4, CD8) por citometria de
flujo

Ratones MIF** y MIF- control y experimentales fueron sacrificados en condiciones
de esterilidad, a los dias 0, 7 y 14 dia a fin de analizar las células reclutadas en los ganglios
linfaticos cervicales y el bazo. En la campana los 6rganos se maceraron en 5 ml de buffer
uno (ver apéndice 1) y se recuperé el sobrenadante en tubos conicos de 15 ml estériles. Las
células se centrifugaron a 2000rpm durante 10 min, se decanto el sobrenadante y el botdn
celular se resuspendid en 1 y 5 ml de buffer de FACS (Apéndice 1) se homogeneizo la
suspension y se contd en cdmara de Neubauer. Las células se ajustaron con buffer de FACS
a 1 millén por ml y se pasaron a tubos Eppendorf de 1.8 ml para su analisis por citometria
nuevamente se concentraron las células centrifugando 10 min a 2000 rpm para decantar y
resuspender con 200 ul del mismo buffer. Por dltimo, se agregaron los anticuerpos
conjugados con los distintos marcadores de fluorescencia y un anticuerpo isotipo (IgG2a)
como control para pegado inespecifico, a una concentracion de 0.2 pg marcados de la

siguiente manera.
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F480 (PE- Cyanine 7) Marca eBioscience
CCRS5 (PErCP —eFluor 710) Marca eBioscience
MHC Il (FITC) Marca eBioscience

Ly-6G (APC-Cy) Marca BD Pharmigen

CD4* (APC)

CD8* (PE)

Una vez agregados los anticuerpos se incub6 durante 30 minutos a 4°C, se lavaron
las células dos veces mas con buffer de FACS a 2000 rpm por 10 minutos para eliminar los
anticuerpos no adheridos, finalmente se les agrego 500 pl para su lectura utilizando el
programa Cell Quest y el citometro ATTUNE NXT (Marca Thermofhisher) para la captura
y andlisis de cada muestra.

6.7.- Andlisis del perfil de citocinas en cultivos de linfocitos obtenidos de bazo y

ganglios linfaticos cervicales
6.7.1.- Obtencion de células de ganglio linfatico cervical y bazo

A los 5 dias post-induccion de ojo seco, se sacrificaron ratones MIF** y MIF”. En
condiciones de esterilidad, se obtuvo el bazo y el ganglio linfatico cervical, se colocaron en
cajas Petri con 1 ml de buffer 1, posteriormente los 6rganos fueron macerados y las células
separadas usando separadores celulares marca (B.D Falcon, cell strainer) con émbolos
esteriles de jeringas, finalmente se colectaron en tubos Falcon estériles de 15ml (Nalgen,
Nunc Int).

Para concentrar las células se centrifugé a 1500rpm por 10 min, posteriormente fueron
tratadas con 3 ml de solucién hemolizante (Apéndice 1) durante 5 minutos a fin de eliminar
los eritrocitos, posteriormente se agregaron 3 ml de buffer 1 a fin de detener la reaccion y
se centrifugaron por 5 minutos y se decantaron. Las células libres de eritrocitos se les
agrego 5 ml de medio D-MEM (Gibco suplementado con D-glucosa y libre de L-

Glutamina, 10% SFB vy estreptomicina) para homogeneizar. Para contar las células viables
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se empleo la prueba de exclusion con azul tripano, se adicionaron 10ul de la muestra y 10ul
de azul tripano (Sigma Chermicals co). En la cdmara de Neubauer se colocaron 10ul con
micropipeta estéril del homogeneizado y se contaron 5 cuadrantes para obtener el niumero
de células por mililitro, después se ajustaron a 5x10° células/ml con medio D-MEM. Se
colocaron 100 ul por pozo en una placa de 96 pozos (B.D. Falcon), para obtener una
concentracion final de 3x10° células/pozo. Una vez sembradas las células en la placa, se
estimularon con 2.5 pg de concanavalia A (CoA) y se incubaron a 37°C con 5% de CO>
durante 48 horas, posteriormente el sobrenadante fue colectado y congelado a -70°C hasta

su uso para cuantificar la produccion de citocinas por ELISA-sandwich.
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7.- Resultados

7.1 Determinacion del genotipo de ratones control (MIF**) y deficientes para MIF
(MIFT).

Con el objetivo de asegurarnos que los ratones experimentales cumplian con la condicion
de silvestre (MIF**) o deficientes para el gen que codifica para MIF (MIF'), todos los
ratones se genotiparon por la técnica de PCR. La Figura 6 muestra una electroforesis en gel
de agarosa del amplificado del gen funcional para MIF, con un peso de 200pb en los
carriles 6 a 8 utilizado como control y para el gen de neomicina (NEO), gen de insercion en
los ratones deficientes para MIF con peso de 500pb, en los carriles 2 a 5. La secuencia de

los primers utilizados se muestra en el (Apéndice 1).

2 4 5 6 7 8

AL gl et

Deficientes de MIF--

Silvestres MIF++

Figura 6. Genotipo de ratones deficientes (MIF") carriles 2 a 5 y ratones silvestres (MIF**) carriles 6 a 8

utilizando PCR. En el carril 1 se muestra el marcador de peso molecular de 100pb.
7.2-. Evaluacion de la pelicula lagrimal (Schirmer, Ferning y citologia de impresion)

A fin de confirmar la estabilidad de la superficie ocular en los ratones control y
experimentales previo a la induccién de ojo seco se decidio evaluar a través de las pruebas
de Schirmer, Ferning y citologia de impresion la cantidad y calidad de la pelicula lagrimal.
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7.2.1 Determinacion del volumen lagrimal por la tecnica de Schirmer

Con el propésito de determinar el volumen lagrimal producido en ambos grupos de
ratones silvestres y deficientes para MIF se realiz6 la prueba de Schirmer a los 0, 7,14 y 21,
dias post induccion de ojo seco, se dejo descansar una semana y se evaludé a la semana

siguiente la cantidad de lagrima producida por ambos grupos de ratones.

En la Figura 7 se muestran los valores obtenidos en los diferentes tiempos post-
induccion de ojo seco. Como podemos observar, los ratones MIF** tuvieron una
disminucion del volumen lagrimal desde el dia 7 hasta el dia 21 post-induccion de OS, el
analisis estadistico revelo diferencias estadisticamente significativas, encontrando que los
ratones MIF*"* tienen una pérdida del 43.5% del volumen lagrimal, mientras que los ratones
MIF- tuvieron una pérdida del 15.5%. Interesantemente, después de suspender por 7 dias
la induccion de ojo seco los ratones MIF” alcanzaron una recuperacion del 100% del
volumen lagrimal mientras que los ratones MIF*"* solo del 83%. Estos resultados muestran
que en ausencia de MIF la reduccion del volumen lagrimal es menor en comparacion con el

grupo control.

2.5 *
2.0

1.54

1.0

0.5

Volumen lagrimal mm/5min

0.0 T T T T 1

Induccién de OS Fase

. recuperacion
(escopolamina)

Figura 7. Volumen lagrimal (Schirmer) de ratones MIF** y MIF" a los 0, 7, 14 y 21 dpi, y a los 7 dias
posteriores a la suspensién de la induccién de ojo seco. Los resultados son el promedio +ES de 15 ratones de

3 experimentos independientes. *p<0.05 prueba de “t” student (graphpad Prism 6).
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7.2.2. Determinacion del patrén de arborizacion de mucinas (Ferning)

Con el objetivo de evaluar y comparar el patron de arborizacion de mucinas entre
los ratones MIF ** y MIF 7 se tomaron 2 pl de lagrima a los 0, 7, 14 y 21 dias post-
induccion, y a los 7 dias de recuperacion. La Figura 8, muestra imagenes representativas
del patron de arborizacion de mucinas de ratones MIF ** y MIF -, Al dia 0 se observa un
patrén de arborizacion de mucinas tipo | en ambos grupos de ratones segun la escala de
Rolando considerado normal. Sin embargo, a los 7, 14 y 21 dias post induccién de OS, los
ratones MIF** presentaron un patron de arborizacion tipo tres y cuatro mientras que los
ratones MIF ”~ presentaron alteraciones en el patron de arborizacion de mucinas hasta el dia
14 y 21 post induccién presentando un patrén tipo Il y Il respectivamente. Como se
menciono en la metodologia los patrones tipos tres y cuatro son considerados alterados. De
manera interesante solo los ratones MIF 7~ tuvieron una reversion en la alteracion en el
patron de arborizacion de mucinas a la semana de haber suspendido la induccién de ojo
seco, la evaluacién mostro un patron tipo I, considerado normal segun la escala de Rolando.
Estos resultados nos sugieren que la deficiencia de MIF retrasa y atenda la alteracion del

patron de arborizacion de mucinas en comparacion con el grupo control MIF */*,
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Figura 8.- Patron de arborizacion de mucinas de ratones MIF** y MIF” a los dias 0, 7, 14 y 21 post-induccidn
de ojo seco y a los 7 dias de haber suspendido la induccion, con una magnificaciéon de 40x. Fotografias

representativas. (n=15, 3 experimentos).

7.2.3 Determinacién del nimero de células caliciformes

Las patologias inflamatorias de la superficie ocular de origen no infeccioso como
0jo seco inducen cambios en el nimero y morfologia de células epiteliales y caliciformes.
Con el objetivo de determinar si MIF influye en la pérdida y cambios morfolégicos de las
células epiteliales y caliciformes presentes en conjuntiva, se realiz6 un analisis a través de
la técnica de citologia de impresion. Como se describid en la metodologia la porcién de las
tiras de Schirmer que estuvo en contacto con la conjuntiva fueron fijadas y tefiidas con
PAS-hematoxilina, se observaron y se determind el niamero de células caliciformes por
mm?. La Figura 9, muestra el nimero de células caliciformes a los 0, 7, 14 y 21 post-
induccion de OS, y a los 7 dias de haber suspendido el modelo. Podemos observar que
ambos grupos desde el dia 7 post-induccion tiene pérdida de células caliciformes, sin
embargo, solo se observan diferencias estadisticamente significativas a los 7 dias,
encontrando que los ratones MIF** pierden el 52.5 % de las células, mientras que los

ratones deficientes para MIF solo pierden el 31.4%. Un hallazgo interesante fue que a los 7
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dias posteriores a la suspension del modelo de ojo seco observamos que ratones MIF™

recuperaron el 90% de las células, mientras que el grupo control solo recupero el 50%.
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Figura 9.- Nimero de células caliciformes en muestras de ratones MIF** y MIF" a los 0,7, 14, 21 y a los 8
dias de haber suspendido la induccién de ojo seco. Los resultados son el promedio £ES de 5 ratones por

grupo. *p<0.05 prueba de “t” student (graphpad Prism 6).
7.2.4 Cuantificacion de citocinas inflamatorias y antiinflamatorias en suero

Con el objetivo de determinar si MIF favorece la liberacion de mediadores
inflamatorios (TNF-a e IL-1B) o anti-inflamatorios (IL-10), se obtuvo y analizo suero de
ratones MIF** y MIF” a los 0, 7, 14, 21 dias post induccion de o0jo seco y a los 7 dias de
haber suspendido la induccion del modelo. En la Figura 11 A y B podemos observar que en
ausencia de MIF, hay una menor produccion de TNF-a en cada uno de los punto evaluados,
mientras que la produccién de IL-1B es menor solo los primeros 14 dias de induccién de
0jo seco en comparacion a los ratones MIF**. En cuanto a la produccion de 1L-10 la Figura
11C, muestra que no hay diferencias estadisticamente significativas en la produccion de

esta citocina en ambos grupos de ratones.
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Figura 10.- Produccion de TNF-a, IL-1p e IL-10 en suero de ratones MIF-y MIF** a los 0, 7, 14 y 21 dias
post- induccidn de OS y en la fase de recuperacion (7dias), A) TNF-a, B) IL-1B y C) IL-10. Los resultados
son el promedio +ES de 15 ratones por grupo, de 3. *p<0.05 prueba de “t” student (graphpad Prism 6).

7.2.5 Determinacion de citocinas en sobrenadante de cultivos de ganglio cervical y

bazo

Se sabe que en OS, las APC son las encargadas de migrar de la superficie ocular a
los ganglios linfaticos mas cercanos para activar y promover la proliferacion y
diferenciacion de linfocitos T CD4, especificamente a los subtipos inflamatorios (Thl y
Th17), los cuales una vez activados migran por la via eferente hacia la superficie ocular y
se encargan de robustecer la respuesta inflamatoria, causando dafio en las células
caliciformes y epiteliales de la superficie ocular. Con el objetivo de conocer si MIF influye
en la polarizacién de los linfocitos T CD4, obtuvimos el ganglio linfatico cervical y el bazo
de ratones MIF**y MIF™ a los 5 dias post-induccion de ojo seco. En la Figura 11 Ay B
muestra la concentracion de TNF-a ¢ IFN-y en sobrenadante de ganglio cervical de ambos
grupos de ratones, de manera interesante podemos ver que en ausencia de MIF hay una
menor produccion de IFN-y en comparacion con ratones MIF**. La Figura 11 C y D
podemos ver se observar que no hay diferencias estadisticamente significativas en la
produccion de TNF-a e IFN-y en sobrenadante de cultivo de esplenocitos en ambos grupos

de ratones.
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Figura 11. Concentraciones de TNF-o ¢ IFN-y en sobrenadante de cultivos de ganglio cervical y bazo,

estimuladas 48 horas 1ug de CoA. (A) TNF- o (B) IFN-y (C) TNF-a (D) IFN-y.

7.2.6.- Citometria de flujo

Con el objetivo de determinar si MIF favorece la migracion de células del sistema
inmune como: macréfagos, neutrofilos, linfocitos T CD4 y CD8, se extrajeron los ganglios
linfaticos cervicales de ratones MIF** y MIF” a los 0, 7 y 14 dias post induccion, de

acuerdo con la técnica descrita en la metodologia.

En la Figura 12 se observan macréfagos activados (F4/80" y MHCII*) alos 0, 7y 14
dias post induccion, de manera interesante se observa un mayor porcentaje de estas células
en el grupo MIF** a comparacion del grupo MIF” y teniendo un porcentaje similar al dia
14. En la figura 12 B se observan los plots representativos con marcadores para neutrofilos
a los 0, 7, 14 dias post induccion, se puede observar una mayor concentracion al dia 7 en
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ambos grupos de ratones, sin embargo, al dia 14 los ratones MIF’ tienen un menor

porcentaje de esta poblacion en ganglios linfaticos. Finalmente, en la Figura 12 C se

observan los plots representativos de linfocitos T CD4"y CD8" en los cuales se aprecia un

incremento considerable en ambos grupos a los dias 7 y 14 post induccion de 0jo seco.
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Figura 12.- Panel de plots representativos del analisis por citometria de flujo de las células obtenidas de

ganglios linfaticos cervicales de ambos grupos de ratones a los 0, 7 y 14 dias post induccién de ojo seco. A)

plots representativos de macrofagos activados (F4/80* y MHCII*). A-1) Grafica representativa de los

porcentajes de células activadas a los dias 0, 7 y 14 dias post induccion de ojo seco.

34



B) Dia 0

1ou] 1om ]

b | CoRSe Ll
185

MIF++

Granulocitos
200

FSCA: FSC-A

SSC-A

T MIF

B-1) CCcRs5*
100 1
) 1 piao
©
> EH pia 7
= 75
g Il Dia 14
o
-
© 501 -
E
S T
o 251
- -
X
0
- MIFY" — MIF"

Figura 13.- Panel de plots representativos del analisis por citometria de flujo de las células obtenidas de
ganglios linfaticos cervicales de ambos grupos de ratones a los 0, 7 y 14 dias post induccion de ojo seco.
A) plots representativos de macréfagos activados (F4/80" y MHCIIY). B1) Grafica representativa de los
porcentajes de células activadas a los dias 0, 7 y 14 dias post induccion de ojo seco. Resultados

representativos de 3 experimentos independientes de 3 ratones cada uno.
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Figura 14.- Panel de plots representativos del analisis por citometria de flujo de las células obtenidas de

ganglios linfaticos cervicales de ambos grupos de ratones a los 0, 7 y 14 dias post induccién de ojo seco. A)

plots representativos de macrofagos activados (F4/80* y MHCII). C1) Gréfica representativa de los

porcentajes de células activadas a los dias 0, 7 y 14 dias post induccion de ojo seco. Resultados

representativos de 3 experimentos independientes de 3 ratones cada uno.
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Figura 15.- Panel de plots representativos del analisis por citometria de flujo de las células obtenidas de

ganglios linfaticos cervicales de ambos grupos de ratones a los 0, 7 y 14 dias post induccién de ojo seco. D)

Plots representativos de linfocitos T CD8*. C1) Grafica representativa de los porcentajes de células activadas

a los dias 0, 7 y 14 dias post induccidon de ojo seco. Resultados representativos de 3 experimentos

independientes de 3 ratones cada uno.
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8.- Discusién

Ojo seco (OS) es una enfermedad inflamatoria de la superficie ocular, la cual afecta,
dependiendo la técnica diagnostica, entre el 5% al 50% de la poblacion mundial [57]. Aun
cuando hay evidencia de que el proceso inflamatorio cronico subyacente en esta patologia
puede ocasionar disminucion de la agudeza visual y en casos graves ceguera, actualmente
no se cuenta con un tratamiento eficaz [58]. De ahi que haya un creciente interés por
analizar el efecto de la inhibicion de diferentes citocinas inflamatorias, a fin de contar con

nuevas y mejores terapias.

El factor inhibidor de la migracion de macréfagos (MIF) es una citocina
inflamatoria, la cual se encuentra preformada en una amplia variedad de células de la
respuesta inmune y es capaz de regular la funcién de macréfagos y células T, mediante la
liberacion de mediadores inflamatorios como TNF-a e IL-1f. Estudios en modelos murinos
de enfermedades inflamatorias oculares como: uveitis, retinopatia y o0jo seco han reportado
niveles incrementados de esta citocina sugiriendo una posible participacion en el
agravamiento de estas patologias [41, 53, 59, 60]. Aun cuando, se ha evidenciado el papel
deletéreo de esta citocina, en general se desconocen los mecanismos por los cuales
contribuye al desarrollo de enfermedades inflamatorias oculares como ojo seco. Por tal
motivo, el objetivo de este trabajo se centra en establecer la participacion de MIF en un
modelo murino de ojo seco acuodeficiente inducido con escopolamina, a través de la
caracterizacion de la respuesta inmune en ratones silvestres y deficientes para esta

molécula.

Dado que se ha establecido que el desarrollo y agravamiento de OS se caracteriza
por incremento de la osmolaridad en la pelicula lagrimal, acompafiado de pérdida del
volumen lagrimal, nimero de células caliciformes y alteracion en el patron de arborizacion
de mucinas [30]. Nosotros evaluamos estos signos en ambos grupos de ratones, a fin de
determinar si MIF pudiera tener alguna participacion. Nuestros resultados mostraron que
ambos grupos de ratones desarrollan la patologia, sin embargo, los ratones deficientes para
MIF tienen una menor pérdida del volumen lagrimal (15.5%) y ndmero de celulas
caliciformes (31.4%) en comparacion a los ratones control, los cuales presentaron una
pérdida del (43.5%) y (52.5%), respectivamente (Figuras 7y 9).
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Interesantemente, encontramos que la pérdida observada en el namero de células
caliciformes en los ratones control, se asocio con un patrén de arborizacién de mucinas tipo
I1l'y IV ambos considerados patoldgicos segun la escala de Rolando, mientras que los
ratones deficientes para MIF presentaron un el patron de arborizacion mucinas tipo Il al
dia 14 post-induccién (Figura 8). Interesantemente, observamos que solo los ratones
deficientes para MIF tuvieron una reversion completa en los signos de OS. Nuestros
resultados son congruentes con estudios previos donde se ha reportado que la pérdida de
células caliciformes compromete la homeostasis de la superficie ocular, debido a que una
de las principales funciones de estas células es la produccion de mucinas, particularmente
MUC-1, 2, 4, 5AC, 7, 16, 17 y 18 [61-65]. Los resultados obtenidos en la evaluacién de la
calidad de la pelicula lagrimal muestran que la ausencia de MIF atenda el desarrollo y
agravamiento de los signos de OS, sin embargo, es necesario realizar futuras
investigaciones utilizando este mismo modelo, a fin de determinar si existe una correlacion
entre la reduccion del nimero de células caliciformes y la expresion diferencial de mucinas
en ambos grupos de ratones, debido a que estudios realizados en pacientes y en modelos
murinos de enfermedad inflamatoria intestinal, cancer colorrectal y enfermedad obstructiva
pulmonar se sabe que presentan alteraciones en la producciéon MUC1, MUC2, MUC5AC y
MUCS6 donde ademas algunos autores lo relacién con un mal prondstico de estas patologias
[66-68] .

Hay evidencias claras de que, la persistencia y exacerbacién de los signos clinicos
de OS y el agravamiento de esta patologia, estdn asociados a un ambiente inflamatorio
cronico caracterizado principalmente por la secrecion IFN-y, TNF-a, IL-1p, IL-6 e IL-17 y
la produccion de MMP 3y 9 [69-71]. Considerando estos antecedentes, nosotros decidimos
analizar la produccién de citocinas inflamatorias y anti-inflamatorias en suero de ratones
inducidos con OS durante 21 dias y a los 7 dias de haber suspendido la induccion con
escopolamina. Dicha determinacion mostro que, los ratones MIF” producen en promedio
300 pg/ml menos de TNF-a en todos los puntos evaluados, en comparacion con los ratones
silvestres. En cuanto a la produccion de IL-1p, observamos un fenomeno similar a TNF—a,
particularmente a los 7 y 14 dpi. Sin embargo, las diferencias estadisticamente
significativas se pierden al dia 21 post-induccién y a los 7 dias de haber suspendido el

modelo (Figura 10 A y B). Estos resultados reproducen las observaciones reportadas en
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estudios de casos control de pacientes con ojo seco acuodeficiente y en modelos murinos
[72-74]. Por su parte, y a pesar de que IL-10 es central en la inmunorregulacion, no
encontramos diferencias estadisticamente significativas (Figura 10 C).

Ademas, los hallazgos observados en los ratones deficientes para MIF son
consistentes con las investigaciones hechas en modelos murinos de enfermedades
autoinmunes e inflamatorias como: diabetes tipo I, esclerosis mdltiple y enfermedad
inflamatoria intestinal, donde se ha demostrado que la inhibicién de MIF retarda o atenta el
desarrollo de estas patologias [75, 76]. Este mismo fendmeno ha sido demostrado en
enfermedades inflamatorias oculares, en particular Kim B et al, reportaron que la inhibicion
de MIF en un modelo murino de desprendimiento de retina, redujo significativamente la
apoptosis de las células fotorreceptoras, el adelgazamiento de la capa nuclear externa
(ONL) vy la gliosis retiniana [76]. En este mismo contexto, Choi W et al, demostraron que
la inhibicion de TNF-a, resulta en una menor produccién de mediadores inflamatorios y la
atenuacion de los signos de OS [77]. Estos hallazgo resultan interesantes dado que pudimos
observar que la atenuacién de los signos de OS coinciden con una menor produccion de

mediadores inflamatorios en los ratones deficientes para MIF.

Considerando las diferencias observadas tanto en la evaluacién de los signos, como
en la produccion de citocinas sistémicas, estos resultados nos sugieren un papel central de
MIF en la respuesta inmune en 0jo seco, principalmente a través de la induccion de otros
mediadores inflamatorios involucrados en la activacion y diferenciacion de otras
poblaciones celulares como los linfocitos T, especificamente hacia un perfil Thl. Tomando
en cuenta lo antes expuesto se analizo la produccion de TNF-a e IFN-y en sobrenadante de
cultivos de ganglio cervical en ratones silvestres y deficientes para MIF a los 5dpi, como se
puede observar en la Figura 11A, no encontramos diferencias estadisticamente
significativas en la produccion de TNF-a ambos grupos. Sin embargo, encontramos una
menor produccion de IFN-y en las células de ratones deficientes para MIF estimuladas con
1ug de CoA en comparacion al grupo control (Figura 11B). Respecto a la produccion de
estas citocinas en cultivo de bazo, no hubo diferencias estadisticamente significativas entre

ambos grupos (Figuras 11 C y D). Estas observaciones son congruentes con algunos
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estudios, donde se ha evidenciado que MIF es capaz modular la activacion y proliferacion
de linfocitos T [78, 79].

Esta bien establecido que los linfocitos Thl, son la fuente principal de IFN-y, y que
esta citocina ejerce funciones diversas en la respuesta inmune, a través del control
transcripcional de diferentes genes promoviendo el crecimiento, diferenciacion y activacion
de distintas poblaciones celulares, que en conjunto intensifican la respuesta
inflamatoria. Particularmente en macréfagos promueve su diferenciacion hacia aun fenotipo
inflamatorio también conocido como (M1) [80-82]. Si bien es cierto que IFN-y contribuye a
robustecer la respuesta inmunoldgica, también se ha demostrado su papel patogénico en
diversas enfermedades autoinmunes e inflamatorias como: sindrome de Steven-Johnson,
sindrome de Sjogren y ojo seco [83, 84]. Evidencias adicionales del papel patogénico de
esta citocina en modelos murinos de o0jo seco han reportado una estrecha relacién entre
niveles incrementados de IFN-y con metaplasia escamosa y apoptosis de células
caliciformes y [70, 85]. Estos antecedentes sustentan nuestros resultados ya que
encontramos una menor produccion IFN-y en sobrenadante de cultivos de ganglio cervical
en ratones deficientes para MIF, los cuales presentaron atenuacion de los signos de ojo seco
caracterizado por una menor pérdida del: volumen lagrimal, nimero de células caliciformes

y alteracion del patrén de arborizacion de mucinas.

Finalmente, los resultados del ensayo de citometria de flujo de ganglio cervical de
ratones silvestres y deficientes para MIF a los 7 y 14 dpi, mostraron que los ratones
silvestres tienen en promedio un 10% mas macréfagos CCR5*/MHC-II" y un 20% maés de
neutr6filos CCR5" en comparacion a los ratones deficientes (Figuras 12A y B). La
relevancia de estos resultados es que se sabe que las quimiocinas son capaces de atraer y
activar a diferentes poblaciones celulares y que la unién con sus receptores promueve su
diferenciacion, en particular hay evidencia de que CCR5 se expresa en linfocitos T tipo
Th1, los cuales contribuyen a robustecer procesos inflamatorios agudos o cronicos [86]. En
OS, Gulati A, et al, reportaron un incremento en la expresion de CCR5 en muestras de
epitelio conjuntival de pacientes con diagnostico de ojo seco acuodeficiente o evaporativo
[87].
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En este mismo ensayo analizamos el porcentaje de linfocitos T CD4"; dicho
analisis mostro un incremento del 20% y 10% en los ratones silvestres, a los 7 y 14 dpi,
respectivamente. Estas observaciones son interesantes y consideramos necesario realizar en
futuros trabajos, donde podamos realizar una tincion intracelular con el objetivo de

confirmar el subtipo de T helper.

En cuanto a los linfocitos CD8", no observamos diferencias significativas en el
porcentaje de linfocitos en ambos grupos (Figuras 12 C y D). Aun cuando nosotros no
pudimos demostrar la presencia de estas poblaciones celulares en la superficie ocular, no
descartamos que ocurra, puesto que hay evidencia que hay una conexion entre la
circulacion sistémica, humor acuoso y érganos linfoides secundarios como ganglio cervical
y bazo, a través de la desviacion inmunoldgica asociada a la cdmara anterior (ACAID) [88,
89]. Ademés, existen investigaciones hechas en modelos murinos de OS que han
documentado el papel patogénico de los linfocitos T, particularmente los subtipos Thl y
Th17, incluso se ha demostrado que la transferencia de estas poblaciones celulares a ratones
sanos, resulta en el desarrollo de esta patologia [90-92]. Estos hallazgos son congruentes
con resultados observados en muestras de pacientes con 0jo seco asociado y no asociado a
sindrome de Sjogren, donde la amplificacion de la respuesta inflamatoria se asocia con la

presencia de linfocitos T [93].

En resumen, nuestros resultados permitieron observar que la deficiencia de MIF
retarda y atenda los signos de ojo seco; dichas observaciones se asociaron con una menor
produccion de mediadores inflamatorios sistémicos y en cultivo de ganglio cervical el
infiltrado de linfocitos, particularmente CD4*. Sin embargo, ain es necesario tipificar de
manera precisa si coexisten ambos subtipos de linfocitos o si una poblacién domina

respecto a la otra. no.
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9.- Resumen de resultados
1.- Los ratones MIF”son menos susceptibles a desarrollar ojo seco acuodeficiente.

2.- Los ratones MIF” tuvieron menor pérdida del volumen lagrimal, mas nimero de

células caliciformes y un patron de arborizacion de mucinas mas conservado.

3.- Ratones MIF"* producen méas mediadores TNF-o e IL-1B a nivel sistémico en

comparacion con los ratones MIF™,

4.- Los ratones MIF** producen mas TNF-o en sobrenadante de cultivos de ganglio

cervical y bazo a los a los 5 dpi.

5.- Los ratones MIF”- presentaron un menor porcentaje de macréfagos CCR5*/MHC* y
células T CD4" alos 7 y 14 post-induccién de OS.

6.- Los ratones MIF’ mostraron una mayor recuperacion una vez suspendida la
induccion de ojo seco con escopolamina, ya que presentaron incremento en el volumen
lagrimal, un mayor nimero de células caliciformes y un patron de arborizacion de

mucinas tipo I.
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10.- Conclusiones

1.- EIl factor inhibidor de la migracion de macrdfagos juega un papel importante en el
desarrollo de ojo seco acuodeficiente inducido con escopolamina, su deficiencia resulta en
la atenuacion de los signos de ojo seco.

2.- La susceptibilidad observada en los ratones MIF *'* se debe a su capacidad de producir
mas citocinas pro-inflamatorias (TNF-o, IL-1p e IFN-y) en suero y sobrenadante de

ganglio cervical.

3.- Las pruebas de Schirmer, Ferning y citologia de impresion permitieron confirmar que
los niveles reducidos de TNF-a, IL-1p e IFN-y encontrados en suero y cultivos de ganglio
cervical en los ratones deficientes para MIF, se asocié con una menor pérdida de la

estabilidad de la pelicula lagrimal.

4.- La presencia de MIF es clave en la activacion y reclutamiento de poblaciones celulares
tanto de la respuesta inmune innata como adaptativa, ya que los ratones MIF" presentan un
menor porcentaje de macréfagos, neutrofilos, linfocitos T (CD4" y CD8"), en ganglio

linfatico cervical en comparacidn con ratones silvestres.

5.- La deficiencia de MIF parece ser clave en la reversion de los signos de OS,
principalmente a través de una menor produccion de mediadores inflamatorios, asi como

activacion y reclutamiento de poblaciones celulares inflamatorias.
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12.- APENDICE 1

Buffer de solucién salina amortiguadora con fosfatos (PBS) para 10 Ltsy pH 7.4
80 gr Na CI (J.T Baker)

11.6 gr NazPOg4 (J.T Baker)

2 gr KH2PO4 (J.T Baker)

2 gr KCI (ICN Biomedicals Inc)

Buffer de lisis (Laid W.P et.al 1991 Simplified mammalian DNA isolation procedure
Nucleic Acids Research Vol.19 Num 15, 4393)

200 mM NaCl (J.T Baker)

5mM de Acido Etilendiaminotetraacético (EDTA) (J.T Baker)

0.2% Dodecil Sulfato de sodio (SDS) (J.T Baker)

100Mm Tris HCI, ph 8.5 (ICN Biomedicals Inc.)

Aforar a 1 Lt con agua destilada

Solucion hemolizante

Tris base 0.17 M (ICM Biomedicals Inc)

NH4C1 0.16 M (J.T Baker)

Se prepara para 300ml.
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Buffer TBE 10x

Tris base (890mM) (Sigma- Chemicals)

Acido Borico (890Mm) (J.T Baker)

40 ml de 0.5 M acido etilendiaminotetraacético (EDTA) disddico (J.T Baker)
Se ajusta todo a pH 8.0 Y se afora a 500 ml. Con agua destilada

Buffer de pegado (ELISA)

0.1 M de Na,HPO4 (J.T Baker)

Para 1 Lt con agua destilada

Solucién de pegado de (ELISA)

1000ml de PBS mas 0.5% tween 20 (Promega Co.)

Solucion de bloqueo (ELISA)

100ml de PBS mas 1% de albumina sérica bovina (ICN Biochermicals)
Sustrato ABTS para revelado (ELISA)

Adicionar 150mg ABTS (ICN Biochermicals) en 500 ml de 0.1 M de é&cido citrico
(tecsiquim) en agua destilada y con Na OH (Monterrey) llevar a un pH de 4.35,
posteriormente se hicieron alicuotas de 11 ml en tubos y se congelaron hasta su uso a -
70°C.
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Tren de tincion de citologia de impresién PAS-Hematoxilina

Alcohol 96%

H>O Destilada

Ac. Peryodico

H>O Destilada
Hematoxilina

H.O Amoniacal 1%
Alcohol 70%
Alcohol 96%

Xilol 1

Xilol 2

Xilol 3

1 min
Enjuague
10 min
5 min
30 seg
Enjuague
5 min
5 min
11 min
11 min

11 min
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APENDICE 2

Gen Secuencias Producto | T alineacion Ciclos

MIF | (F) AJACCACgtgCtTAgCTgAg 200 pb 60°C 35

(R) gCATCgCTACCggTggATAA

(F) ATTgAACAAGATYgATTGCAC
NEO 500 pb 60°C 35
(R) CgTCCAgATCATCCTgATC
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