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1. Introducción  

1.1 Anatomía y fisiología del ojo   

Los ojos, son órganos simétricos localizados en la porción anterior de la cavidad orbitaria, 

debajo del cerebro, encima y por fuera de las fosas nasales y tienen un diámetro aproximado 

de 24 mm (Alemañy & Villar, 2003; Mora, et al.2016). De acuerdo a su función, son 

considerados órganos fotosensibles; ya que permiten el paso de la luz a través de la córnea, 

el cristalino y varias estructuras refractivas del ojo y, a través de varias capas de células 

nerviosas y de sostén, que transmiten la información visual por el nervio óptico al cerebro 

para su procesamiento (Garner & Hiatt, 2002).  

Desde el punto de vista clínico, las estructuras oculares se dividen en segmento posterior y 

anterior, particularmente, la superficie ocular (SO) forma parte del segmento anterior y 

comprende a la córnea, la conjuntiva, los párpados, las pestañas, las glándulas de Meibomio, 

la glándula lagrimal principal y accesoria y a la película lagrimal. Todas estas estructuras 

desempeñan funciones centrales en el mantenimiento de la estabilidad de la SO. En 

específico, la película lagrimal es un fluido no newtoniano compuesto por tres capas, la 

porción externa está formada de lípidos producidos principalmente por las glándulas de 

Meibomio, la segunda, corresponde a la porción acuosa y es secretada por la glándula 

lagrimal, finalmente la capa interna está formada por las mucinas secretadas por las células 

caliciformes. La relevancia en el mantenimiento de la estabilidad de la película lagrimal está 

directamente relacionada con su capacidad para mantener una SO lubricada y lisa que permita 

la transmisión de la luz, desde la córnea hacia la retina con el objetivo de favorecer el proceso 

de la visión. En este mismo contexto, también se sabe que en la película lagrimal hay una 

gran diversidad de péptidos antimicrobianos encargados de eliminar agentes infecciosos y/o 

sus productos capaces de desencadenar procesos inflamatorios crónicos, que puedan provocar 

la pérdida de la homeóstasis y favorecer el desarrollo de enfermedades inflamatorias oculares 

crónica como ojo seco (Craig, et al. 2017; De la Torre & Nuñez, 2002).  

1.2 Fisiopatología del Ojo seco   

Ojo seco (OS) es una enfermedad inflamatoria de la superficie ocular de origen multifactorial, 

caracterizada por hiperosmolaridad e inestabilidad de la película lagrimal con daños 

potenciales en la superficie ocular (Craig, et al. 2017). La prevalencia oscila entre el 5 al 34% 
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de la población mundial, diversos estudios han reportado que el riesgo de padecer OS 

aumenta con la edad, donde las mujeres son más susceptibles debido a la disminución de las 

estrógenos, andrógenos y prostaglandinas. Además de los factores hormonales, también se 

ha demostrado que pacientes con enfermedades sistémicas, neurológicas o autoinmunes 

como: diabetes, Parkinson, síndrome de Sjögren, deficiencias nutricionales, contaminación 

atmosférica, pueden contribuir al desarrollo o cronicidad de OS (Mendoza- Aldaba & Fortoul, 

2021; Pérez, et al. 2022).  

1.3 Cuadro clínico   

Los pacientes con OS a menudo reportan irritación ocular, sensación de cuerpo extraño, 

sequedad y aspereza, ardor, lagrimeo excesivo, fotofobia, escozor o dolor agudo intermitente 

y en algunos casos dificultad para abrir los ojos por la mañana. Así mismo, pero con menor 

frecuencia: visión borrosa que mejora con el parpadeo. Sin embargo, los pacientes pueden 

presentar todos, algunos o ninguno de estos síntomas (Ginés, 2015).  

1.4 Diagnóstico  

La exploración de la superficie ocular se los pacientes con OS se basan en tres pilares 

fundamentales: la disminución en la producción acuosa de la lagrima, el estudio de la 

estabilidad de la misma y la búsqueda de lesiones de la conjuntiva y/o córnea (Ginés, 2015). 

Aunque las pruebas más comunes son cuantificación del tiempo de ruptura lagrimal (BUT), 

la evaluación en el patrón de arborización de mucinas y la cuantificación del volumen 

lagrimal a través de las pruebas de ferning y Schirmer, respectivamente (Calviño, 2012).  

1.5 Tratamiento   

El tratamiento más común es el uso de lágrimas artificiales y en algunos casos se prescriben 

corticoesteroides, sin embargo, el uso prologando de este fármaco puede causar el incremento 

de la presión intraocular. Recientemente, se han explorado otro tipo de alternativas 

terapéuticas a través del consumo de omega 3 y 6, luz pulsada o la administración de suero 

autólogo, suplementos alimenticios, fármacos secretagogos, terapia con células madre o 

neuromodulación (Gálvez, et al. 1998; Calonge, 2001). Aunque algunos de estos tratamientos 

reducen la sintomatología, desafortunadamente en la mayoría de los casos no se logra 

modular el proceso inflamatorio característico de esta enfermedad.  
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1.6 Ojo seco e inflamación   

Como se mencionó previamente, OS es una enfermedad inflamatoria crónica de la superficie 

ocular que resulta en la alteración de los parámetros fisiológicos de la película lagrimal y la 

superficie ocular (De la Torre & Nuñez, 2002). Hay evidencia de que la liberación de 

mediadores inflamatorios en la película lagrimal produce cambios en el epitelio conjuntival 

y corneal, promoviendo la transición patológica del epitelio no queratinizado a queratinizado 

fenómeno conocido como: metaplasia escamosa. En la conjuntiva, la metaplasia escamosa, 

es la reducción en el número de células caliciformes, productoras de mucinas. Si bien las 

mucinas y las queratinas específicas de la córnea y conjuntiva les dan la propiedad a los 

epitelios de no ser queratinizados y humificables, la falla en la expresión de estos elementos 

conlleva a la pérdida de la estabilidad de la superficie ocular (Tseng, 1999). Aun cuando se 

ha reportado un papel relevante de las mucinas: MUC1, MUC2, MUC4, MUC5AC, MUC 7, 

MUC16, MUC19 y MUC20 en la protección de la SO, hasta ahora los resultados obtenidos 

por diferentes grupos han reportado variaciones considerables en su expresión entre sujetos 

sanos y pacientes con distintas patologías incluida ojo seco (Fraga & Villa, 2019; Corrales, 

et al. 2003).  

Además de los cambios reportados en la expresión de mucinas, también se ha reportado 

incremento en la producción de mediadores inflamatorios como: el factor de necrosis tumoral 

alfa (TNF-α) interferón gamma (IFN-γ), IL-1β, IL-6, IL-17, quimiocinas y metaloproteinasas 

1, 3, 6 y 9 (MMP 1, 3, 6,9) y el agravamiento de los signos y síntomas de OS. El incremento 

de estas moléculas induce el reclutamiento de neutrófilos, monocitos, macrófagos (Mo) y 

células T que inician y agravan la patología (Yoon et al. 2007), (Wilson y Perry. 2007), (Luo 

et al. 2007) y (Kalt et al. 2010). En particular se ha demostrado el papel patogénico de las 

poblaciones celulares Th1 y Th17 ya que promueven metaplasia en tejido escamoso 

conjuntival, apoptosis de células de conjuntiva y pérdida de células caliciformes a través de 

la producción de IFN-γ, IL-17A TNF-α e IL-1β y la producción de (MMP3 y 9) resultando 

en la alteración del epitelio corneal (De Paiva et al. 1999), (De Paiva et al. 2009) y (Zhang 

et al. 2011).  

Estas observaciones han generado gran interés por entender el papel de la inflamación en ojo 

seco con el fin de identificar los mecanismos subyacentes de esta enfermedad y 

posteriormente identificar potenciales blancos terapéuticos (Nayaranan et al. 2006). En este 
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contexto, el uso de modelos murinos para estudiar esta patología han demostrado ser una 

herramienta útil para establecer la participación de diversas citocinas inflamatorias como IL-

1β, IL-6, TNF-α y el factor inhibidor de la migración de macrófagos (MIF) en el fluido 

corneal y conjuntiva, así como infiltración de células de la respuesta innata y adaptativa (e.g. 

neutrófilos, macrófagos, linfocitos CD4+ y CD8+ (De Paiva et al. 2007), (Pflugfelder et al. 

1999 y Stern et al. 1998).  

En las últimas décadas ha habido un creciente interés por analizar la participación de MIF en 

el desarrollo de enfermedades inflamatorias, debido a que es una citocina inflamatoria y un 

potente modulador de la respuesta inmune innata, capaz de inducir la producción de otros 

mediadores inflamatorios como TNF-α, IL-1β, IL-12 e IFN-γ MPP 6 y 9 ciclooxigenasa 2 y 

prostaglandina E2, además incrementa la expresión del receptor tipo toll 4 (TLR-4) y la 

actividad de p53, (Calandra y Roger, 2003). Interesantemente, se ha demostrado que la 

inhibición de MIF reduce significativamente el proceso inflamatorio y atenúa el desarrollo 

de patologías autoinmunes e inflamatorias (Denkinger et al. 2003, Onodera et al. 2000; Jong 

et al. 2001).  

A nivel ocular se ha reportado la expresión de MIF en células del epitelio pigmentado de la 

retina, células del epitelio no pigmentado del cuerpo ciliar, iris y córnea de roedores. Aun 

cuando no se analizó el papel de esta citocina en muestras de pacientes, se sugiere un papel 

patogénico de MIF en enfermedades inflamatorias oculares (Matsuda et al. 1997) y (Matsuda 

et al. 1996).  

Evidencia reciente demostró que el estrés oxidativo contribuye a la progresión de 

enfermedades inflamatorias de retina como la degeneración macular y la vitrorretinopatía 

proliferativa (VRP) como resultado de la perdida de soporte y nutrición mediado por células 

del epitelio pigmentado de la retina (EPR) (Nowak et al. 2003), (Cicik et al. 2003) y (Cai et 

al. 2000). Recientemente Ko JA y colaboradores demostraron que el peróxido de hidrogeno 

(H2O2) induce un incremento en la expresión de RNAm y la proteína de MIF en lisados o 

sobrenadante de células del epitelio pigmentado de la retina de humano (ARPE19). Además, 

observaron que la inhibición de MIF reduce la expresión de proteínas asociadas con el 

proceso de transición epitelio-mesenquimal (EMT). Los resultados obtenidos por este grupo 
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les permitió concluir que MIF tiene un papel importante en la patogénesis de la VRP (Ko J. 

et al. 2017).  

Otro estudio reportó un incremento en la expresión de MIF en glándulas lagrimales y lágrimas 

en respuesta a Toxina Botulínica B (BTX) (Park et al. 2007). Por su parte Lee HS y 

colaboradores, por inmunohistoquímica y citometría de flujo demostraron un mayor 

infiltrado de CD CD11c+ CD207+ y Mo en córnea de ratones a los 7 y 14 días post-inducción 

de ojo seco con escopolamina. Interesantemente por PCR confirmaron que los Mo 

presentaban un fenotipo M1, caracterizado por incremento en la expresión de TNF-α e iNOs 

(Lee et al. 2017). Finalmente, estudios independientes han demostrado que la depleción 

génica o la inhibición farmacológica de MIF, reduce la liberación de mediadores 

inflamatorios como como TNF-α, IL-1β e IL-6, el infiltrado celular y en consecuencia los 

signos característicos de patologías inflamatorias y autoinmunes. Sin embargo, aun cuando 

hay evidencia del potencial terapéutico de ISO-1 en patologías inflamatorias, su efecto en 

enfermedades inflamatorias de la superficie ocular como OS se desconoce.  

2. Justificación  

Hasta el 2017, el DEWS reporto una prevalencia mundial de OS entre el 5 y 50% de la 

población adulta, sin embargo, estas cifras van en aumento y ahora también se tienen reportes 

de que no solo afecta a adultos, sino que el uso de dispositivos electrónicos en población 

escolar ha promovido el desarrollo de esta patología, lo que trae como consecuencia 

disminución en la calidad de vida de los pacientes. A pesar de que se ha demostrado que hay 

una asociación entre el agravamiento de OS y la sobreexpresión de TNF-α, IFN-γ, IL-1β, IL- 

6 e IL-17, el tratamiento de los pacientes se basa en el uso de lágrimas artificiales y 

ocasionalmente la administración sistémica de corticoesteroides, sin embargo, su uso 

prolongado de estos puede conllevar al desarrollo de múltiples complicaciones locales y 

sistémicas. Por tal motivo, y considerando el impacto económico y social que tiene este 

problema de salud, surge la necesidad de buscar el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos 

de uso oftálmico que contribuyan a regular el proceso inflamatorio característico de esta 

enfermedad.  
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3. Hipótesis  

La inhibición farmacológica de MIF a través de la administración oftálmica del ISO-1 

reducirá la producción de mediadores inflamatorios en córnea de ratones con ojo seco 

experimental.  

4. Objetivo general  

• Analizar el efecto de la administración oftálmica del inhibidor farmacológico de MIF 

ISO-1 en ratones con ojo seco experimental crónico.  

5. Objetivos particulares  

• Hacer una formulación oftálmica del inhibidor farmacológico de MIF (ISO-1).  

• Inducir ojo seco en ratones Balb/c mediante la administración de escopolamina.  

• Cuantificar el volumen lagrimal de ratones experimentales por la técnica de Schirmer.  

• Evaluar el patrón de arborización de las mucinas de ratones experimentales por la 

técnica de ferning.  

• Analizar la expresión de mediadores inflamatorios en córnea por la técnica de PCR. 

• Cuantificar el nivel de citocinas inflamatorias y antiinflamatorias en cultivo de 

córnea, conjuntiva y ganglio por la técnica de ELISA.   

• Analizar por citometría de flujo el porcentaje de linfocitos CD4+ y CD8+ en ganglio 

y bazo de ratones experimentales.  

• Realizar un análisis histopatológico en córnea de ratones experimentales.   

6. Materiales y métodos   

6.1 Formulación del Inhibidor de MIF  

La inhibición de MIF se realizó mediante la administración de 0.5 µl (1mg/1µl) de ISO-1 

(4,5-Dihydro-3-(4-hydroxyphenyl)-5-isoxazoleacetic acid methyl ester) en un vehículo de 20 

µl de DMSO al 10 % estéril vía oftálmica 2 veces al día por 18 días.  

6.2 Ratones  

Para el experimento se utilizaron ratones BALB/c de 9 a 12 semanas de edad silvestre (WT). 

Todos los ratones fueron mantenidos bajo condiciones constantes de temperatura (21 - 24 ºC) 
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y humedad. Los ratones fueron divididos en 4 grupos: un grupo 1 control (el cual no recibió 

ningún tipo de tratamiento), grupo 2 OS (ojo seco), grupo 3 OS+DMSO (ojo seco más 

administración oftálmica del vehículo) y grupo 4 OS+ISO-1 (ojo seco más administración 

oftálmica de ISO-1). Todos los animales fueron en apego de la Norma Mexicana NOM-062-

ZOO-1999.  

6.3 Inducción del modelo murino de ojo seco  

La inducción de ojo seco se hizo mediante la administración de 0.5mg de escopolamina 

(Sigma-Aldrich) vía subcutánea 3 veces al día por 21 días.  

6.4 Administración de DMSO (vehículo) o inhibidor (ISO-1)  

La administración se realizó vía oftálmica a los tres días de haber iniciado la inducción de 

OS. El grupo 3 recibió 5 µl de DMSO al 10%, mientras que al grupo 4 se le administró 

1mg/mL de ISO-1 dos veces al día por 18 días, respectivamente.  

6.5 Cuantificación del volumen lagrimal por la técnica de Schirmer  

El volumen lagrimal se determinó a los 0, 7, 14 y 21 días post-inducción de OS y a los 7 días 

de haber suspendido la inducción de ojo seco y la administración de DMSO o ISO-1 (fase de 

observación). Previo a la toma de muestra los ratones fueron anestesiados con xilacina de la 

marca PROCIN (40mg/kg de peso). Una vez anestesiados, se colocaron tiras de Schirmer 

(Schirmer strips marca SURGI EDGE) sobre el párpado inferior (conjuntiva temporal) 

durante 5 min. Una vez transcurrido el tiempo, con un vernier digital (Absolute AOS marca 

Mitutoyo) se midió el volumen lagrimal.  

6.6 Análisis de la calidad de mucinas conjuntivas por la técnica de ferning  

El análisis del patrón de arborización de mucinas de ratones control y experimentales se 

realizó utilizando la prueba de ferning. Se obtuvieron 2 microlitros de lágrima con una 

micropipeta y se colocaron en un portaobjetos, se dejaron secar y se observaron a 40x 

utilizando un microscopio óptico a fin de identificar el tipo de arborización de mucinas con 

base en la escala de Rolando; donde el patrón de arborización grado I es una arborización 

completa, sin espacios, el grado II presenta espacios entre las arborizaciones, en el grado III 

se observan ramificaciones cortas y los espacios son más grandes, finalmente, el grado IV es 

totalmente carente de arborizaciones.  



 16 

6.7 Cultivo celular de bazo y ganglios cervicales     

La extracción de bazo y ganglios cervicales se realizó posterior a la fase de observación. En 

el caso de la extracción de los ganglios cervicales, se disectó al ratón, sin tocar el peritoneo; 

estos fueron colocados en cajas petri con 1 ml de solución salina. Posteriormente, se 

maceraron en un cell strainer de 100 µm de la marca FALCON®. Se recolectó la solución 

salina con las células en tubos eppendorf y se centrifugaron a 3500 rpm por 10 min; una vez 

recolectado el paquete celular, se tiró el sobrenadante y se resuspendio en 1 ml de medio 

RPMI suplementado (D-glucosa y libre de L-Glutamina, 10% SFB y estreptomicina-Gibco).  

Por el otro lado, para la extracción del bazo, se abrió el peritoneo en condiciones de 

esterilidad, se extrajo el bazo, y se perfundió con solución salina en tubos FALCON™ de 15 

ml. Las muestras se centrifugaron a 3500 rpm por 10 min; se decantó el sobrenadante y se 

resuspendio en 5 ml de solución hemolizante por 5 minutos. Pasados los 5 minutos se detuvo 

la reacción con 5 ml de medio RPMI suplementado.  

Tanto de las muestras de bazo como de ganglio, se determinó la viabilidad celular, para ello 

se extrajeron 10 µl de estas y se les agregó 10 µl de azul de tripano (Sigma Chemicals co) 

(dilución 1:1) y se cuantificaron con ayuda del software Cell Counter CytoSMART.  

Posteriormente se realizó el ajuste de las células, 5x106/ml en el caso de bazo, 0.5x106/ml en 

el caso de ganglio y se aforó a 1000 µl con medio RPMI en una placa de 24 pozos de fondo 

plano marca Corning™. Las placas fueron incubadas en una incubadora marca Ecoshell a 37º 

C con 5% de CO2 durante 48 h. Concluido el periodo de incubación, el sobrenadante fue 

recolectado y almacenado a -70ºC hasta su uso.   

6.8 Citometría de flujo  

Se realizaron citometrías de flujo con las células obtenidas de ganglios cervicales y bazo. Se 

colocaron los anticuerpos específicos Bioldgend® (CD3 – APC/Cy7; CD4+ - FITC; CD8+ - 

B. Violet 605 y Ghost Dye 450) para medir linfocitos T. Posteriormente las muestras fueron 

analizadas en el citómetro de flujo Attune Life Technologies y con ayuda del software Flowjo.   

6.9 Cultivo celular de córnea y conjuntiva  

De la misma manera, posterior a la fase de observación, se enuclearon ambos ojos; el ojo 

derecho fue para el análisis histopatológico (descrito más adelante) y el ojo izquierdo para 

disección. Se disectaron la conjuntiva tarsal inferior y la córnea. Ambos tejidos fueron 
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colocados en tubos eppendorf estériles con 1ml de solución salina. Posteriormente, los tejidos 

fueron puestos en placas de 96 pozos de la marca Corning™ con 200 µl de medio RPMI. De 

igual forma, el cultivo se realizó por 48 h en la incubadora Ecoshell y una vez transcurrido el 

tiempo de incubación, se recolectó el sobrenadante y se almacenó a -70ºC hasta su uso.  

Por otro lado, los tejidos fueron colocados en 100 µl de Trizol® y almacenados a -70º C.   

6.10 Extracción de RNA   

Reactivos:   

• 200 µl de Cloroformo   

• 500 µl de Isopropanol (2 propanol)   

• 1000 µl de Etanol 75% (en H2O estéril)   

• 20 µl H2O de DPC libre de nucleasas o MQ   

Para la extracción de RNA, las muestras fueron descongeladas y homogenizadas con un 

homogeneizador de hélice. Se mantuvieron 5 minutos a temperatura ambiente y se agregaron 

100 µl de cloroformo; posteriormente se agitaron fuertemente durante 15 segundos y se 

dejaron a temperatura ambiente durante 3 minutos. Luego, las muestras fueron centrifugadas 

a 8000 rpm por 15 minutos a 2 ºC, se recuperó la fase transparente, se agregaron 250 µl de 

isopropanol (frío) y se mantuvieron por 10 minutos a -20 ºC. Después, se centrifugaron por 

10 minutos a 10,000 rpm a 2 ºC para obtener la pastilla y decantar el resto. Posteriormente, 

se agregó 500 µl de etanol al 75%, se mezcló por inversión durante 10 segundos y 

nuevamente se centrifugó a 8000 rpm por 10 minutos a 2 ºC para decantar el etanol y obtener 

la pastilla. Finalmente, se dejó evaporar el etanol y se resuspendieron las muestras en 30 µl 

de H2O DPC.   

6.11 Extracción de cDNA (RNA de doble cadena)  

Se colocó en un tubo de PCR de 200 µl:   

• 8 µl de RNA total.  

• 1 µl de Oligo (dT) 18 prime.  

• 3 µl de H2O libre de nuceasasnuclease-free.  
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Se metieron las muestras en el termociclador (minuAmplus) con el programa RT-1 (65º por 

5 min, 10º C por 1 min). Después, se incubaron a -20º C por 1 minuto y se preparó una 

reacción por cada muestra:  

• 4 µl de 5X Reaction Buffer  

• 1 µl RiboLock RNase Inhibitor (20 U/µL)  

• 2 µl 10 mM dNTP Mix  

• 1 µl de RevertAid M-MulV RT (200 U/µL)  

Se mezclaron y centrifugaron brevemente las muestras para posteriormente meterlas en el 

termociclador en los programas RT-2 (42º por 60 minutos, 10º por 1 minuto, 70º C por 5 

minutos) y RT-3 (42º por 60 minutos, 70º por 15 minutos, 10º C por 3 minutos). El producto 

de la reacción de transcripción inversa fue utilizado directamente para aplicaciones de PCR.   

6.12 Amplificación de moléculas por PCR   

Una vez obtenidos los cDNA, fueron cuantificados con el software Gen3 y se ajustaron para 

tener una concentración de 200 ng/µl. Posteriormente, se prepararon las siguientes reacciones 

para cada muestra:   

• Master mix 12.5 µl   

• H2O 9. 5 µl  

• Forward primer 1 µl  

• Reverse primer 1 µl  

• Muestra de cDNA 1 µl  

Volumen final: 25 µl  

Tabla 1. Secuencia de los oligonucleótidos de los primers para PCR.    

Gen  Secuencia de primers  Temperatura  

(ºC)  

Tamaño (pb)  

 

keratocan  F: AGGATGCCTTCATTCACGGAC  61  490  
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R: GCTCATTGTGGTGCTTATGGGG  

decorin  F: CCTTCTGGCACAAGTCTCTTGG  62  151  

R:TCGAAGATGACACTGGCATCGG  

lumican   F:TGCTGTCTCGGCTTCTCTGAAAG  63  567  

R: AACATCCCCCACATTCCCAACC  

IL – 4  F: ATGTGTCATCCTGCTCTTCTTT  59.5  342  

R: GACTGGGACTCATTCATGGTGC  

IL – 6  F: ACAGCCACTCACCTCTTCAG  57  520  

R: CCATCTTTTTCAGCCATCTTT  

IL-1β  F: AAGCCTCGTGCTGTCGGACC  66  140  

R: TGAGGCCCAAGGCCACAGGT  

IL-17  F: CTCCAGAAGGCCCTCAGACTAC  60  69  

R: GGGTCTTCATTGCGGTGG  

IL-18  F:ACTGTACAACCGCAGTAATACGC  61  434  

R:AGTGAACATTACAGATTTATCCC  

IL-22  F: GCTGCCTGCTTCTCATTGC  60  115  

R: AAGGTGCGGTTGACGATGTA  

IL-23  F: AGCCAACTCCTCCAGCCAGA  63  80  

R: CGCTGCCACTGCTGACTAGAA  

Colágena IV  F: GCTCTGGCTGTGGAAAATGT  58.75  102  

R: CTTGCATCCCGGGAAATC  

TNF- α  F: AGAACCAGTTCCAACGCTACC  60  102  

R: TCTGAGTCTCCTTACAGGGGAT  

INF-Y  F:GGTCAACAACCCACAGGTCCAG  63  114  
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 R: CCGAATCAGCAGCGACTCCTTT    

TGF-B F: TGCTTCAGCTCCACAGAGAA 60 155 

R: TACTGTGTGTCCAGGCTCCA 

PEDF  F: CGATCCGCTCCTTTGATGAT  59  147  

R: TCCAACTCGGCCCCATCT  

PDL1  

  

F: GCTCCAAAGGACTTGTACGTG  58  238  

R: TGATCTGAAGGGCAGCATTTC  

PDL2 F: CTGCCGATACTGAACCTGAGC 59 126 

R: GCGGTCAAAATCGCACTCC 

iNOS  F: CTGGAGGAGCTCCTGCCTCATG  63  440  

R: GCAGCATCCCCTCTGATGGTG  

MMP2  F: ACCTGAACACTTTCTATGGCTG  60  140  

R: CTTCCGCATGGTCTCGATG  

MMP9  F: GGACCCGAAGCGGACATTG  58  139  

R: CGTCGTCGAAATGGGCATCT  

β – actina  F: GCTGTGCTATGTTGCTCTAG  56  117  

R: CGCTCGTTGCCAATAGTG  

  

6.13 Electroforesis   

Se utilizó un gel de agarosa al 1.5% en TBE 1x (Apéndice 1) y se agregaron 3 µl de bromuro 

de etidio. Se tomaron 8 µl de cada muestra de la reacción final de la PCR para añadirlo al 

pozo del gel, además de 3 µl del marcador de peso molecular (Plus de 50 pb GeneRuler). Las 

muestras se corrieron primero a 50 voltios durante 5 minutos y a 100 voltios por 30 minutos. 

Finalmente se capturó la imagen en un fotodocumentador (GelDoc EZ marca Bio Rad).   

6.14 Cuantificación de citocinas por ELISA sándwich  

La cuantificación de citocinas inflamatorias y antinflamatorias se realizó del sobrenadante de 

cultivo de células de córnea, conjuntiva, bazo y ganglio.    
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6.14.1 Sensibilización de la placa   

Se diluyó el anticuerpo a una concentración de 2 µg/ml en 10 ml de PBS (Apéndice 2), se 

homogenizó y se colocaron 100 µl por pozo utilizando una micropipeta multicanal (Gilson) 

en una placa de ELISA con 96 pozos. Se cubrió la placa con aluminio para que se llevara a 

cabo la reacción de pegado del anticuerpo y se dejó incubar toda la noche a 4º C.   

6.14.2 Curvas y muestras  

Una vez transcurrido el tiempo, se lavó la placa 2 veces con PBS-Tween (Apéndice 3), se 

secó la placa de manera manual (agitando la placa) y se agregó 200 µl de blocking buffer 

(Apéndice 4) para el bloqueo del pegado inespecífico. Nuevamente se cubrió con aluminio y 

se incubaron a temperatura ambiente por 2 h. Posterior a esto, las placas fueron lavadas 3 

veces con PBS-Tween y, una vez que la placa se encontró seca, se colocaron 25 µl/pozo de 

las muestras de sobrenadante a determinar. Para ello, se utilizó una curva control de citocinas 

recombinante correspondiente a las citocinas de interés, esta curva comenzó en una 

concentración inicial de 12,000 pg/ml y continuando con diluciones a la mitad de blocking 

buffer. Las placas se incubaron toda la noche a 4ºC.   

6.14.3 Revelado  

Las placas se lavaron 4 veces con PBS-Tween, se secaron manualmente y se diluyó el 

anticuerpo de detección biotinilado a 1 µg/ml en PBS-Blocking buffer, posterior a ello, se 

agregaron 100 µl/pozo. Las placas fueron cubiertas por aluminio e incubadas a temperatura 

ambiente por 2 h, posteriormente se lavaron 4 veces con PBS-Tween y se secaron 

manualmente. Se adicionó 100 µl/pozo la dilución de la avidina en blocking buffer, se 

cubrieron las placas y se incubaron a temperatura ambiente por 30 min. Inmediatamente, se 

lavaron 5 veces con PBS-Tween, se secaron y se les adicionó 100 µl/pozo del sustrato ABTS 

recién preparado (Sigma) (0.5% ABTS en 0.1M ácido cítrico anhidro, pH 4.35 con NaOH 

más 1% H2O2 al 3%, todos los reactivos marca Sigma). La densidad óptica se determinó 

durante los primeros 15 min de la reacción en el lector de placas de ELISA (Pokler Italia, 

PKL®) a 405 nm. 

6.15 Análisis histopatológico de córnea   

Los ratones fueron sacrificados posterior a la fase de observación. Se enuclearon ambos ojos; 

el ojo derecho fue para histología y el ojo izquierdo para disección. En el caso del ojo derecho, 
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al momento de enuclearlo, se colocó en un cassette, y a su vez, en un fijador de Zinc 

(Apéndice 5) para posteriormente realizar el proceso de deshidratación con diferentes 

solventes para la histología:   

Solventes  Tiempo  

Fijador de Zinc  48 h   

Alcohol 70%  48 h   

Alcohol 80%  48 h   

Alcohol 90%  48 h   

Alcohol 100%  2 h   

Butanol  2 h   

Parafina I  

Parafina II  

Parafina de inclusión   

48 h   

48 h  

Hasta su 

uso  

En una estufa de la 

marca Ecocell a  

57º C  

  

El proceso de inclusión se llevó a cabo en una incluidora CI2013 marca Ludetech, 

posteriormente se realizaron los cortes histológicos con el microtomo RM2125 de la marca 

LEICA con un grosor de 5 µm y se colocaron en portaobjetos previamente tratados con 

PolyL-Lysine P8920 marca Sigma-Aldrich. Las laminillas obtenidas se desparafinaron en la 

estufa por 24 h a 57º C. Finalmente, las muestras fueron teñidas utilizando el tren de tinción 

hematoxilina-eosina (H&E) (Apéndice 6) y fueron observadas a 40x utilizando el 

microscopio PreciPoint M8.  

6.16 Análisis estadístico  

La comparación entre los grupos experimentales será procesada mediante ANOVA de un 

factor en software GraphPad y Excel.   
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7. Resultados  

7.1 Cuantificación del volumen lagrimal por la técnica de Schirmer   

Con el propósito de determinar si la administración del inhibidor farmacológico ISO-1 modula la 

pérdida del volumen lagrimal, se cuantificó de forma independiente la producción lagrimal en ambos 

ojos, por la técnica de Schirmer a los 0, 7, 14, 21 post-inducción y a los 7 días de haber suspendido la 

inducción de OS (fase de observación). En la figura 1A, 1B y 1C se muestra el volumen lagrimal 

producido en el ojo izquierdo (OI), ojo derecho (OD) y en ambos ojos (AO), respectivamente. Al día 

cero todos los grupos de ratones tuvieron una producción lagrimal de alrededor de 1.78mm. A los 7 

días post-inducción de (figura. 1C) encontramos una disminución del volumen lagrimal del 26% en 

el grupo OS y 15% y en los ratones con OS+DMSO. Interesantemente, el grupo tratado con ISO-1 

solo mostro una ligera disminución al día 14 en OI. Mientras que los grupos de OS y OS+DMSO 

presentaron una reducción del 21% y 11%, respectivamente. Es importante resaltar que durante la 

administración oftálmica del inhibidor farmacológico de MIF hubo una marcada atenuación y retraso 

de la pérdida del volumen lagrimal como se puede observar en las gráficas. Sin embargo, este efecto 

se pierde tras la suspensión del tratamiento.  Finalmente, en la fase de observación, todos los grupos 

experimentales mostraron recuperación en la producción de lágrima, un par de hallazgos interesantes, 

fue que dicha recuperación fue ojo independiente, y que el grupo de OS+DMSO tuve una recuperación 

más discreta en comparación con los otros ratones experimentales.   
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Figura 1. Cuantificación del volumen lagrimal por la técnica de Schirmer a los 0, 7, 14 y 21 días post-inducción de ojo seco 

(OS) y en la fase de observación (7 días posteriores a la suspensión de OS y del tratamiento). (A) volumen lagrimal producido 

en ojo derecho (OD), (B) volumen lagrimal producido en ojo izquierdo (OI). (C) volumen lagrimal producido en ambos ojos 

(AO). Resultados de 2 experimentos independientes, N=26 ratones, donde * es indicativo de p< 0.5 obtenido mediante la 

prueba de ANOVA. 

 

7.2 Evaluación del patrón de arborización de mucinas por la técnica de ferning  

Como previamente se mencionó el proceso inflamatorio asociado a OS promueve pérdida en 

la estabilidad de los componentes de la película lagrimal. Por tal motivo, otro de los objetivos 

planteados en este trabajo fue evaluar y comparar el patrón de arborización de mucinas entre 

los organismos experimentales. Para realizar dicha evaluación, se tomaron 2 µl de lágrima a 

los 0, 7, 14, 21 días post-inducción de OS y a los 7 días de la suspensión del modelo. En la 

figura 2 mostramos las imágenes representativas del patrón de arborización de mucinas, 

como podemos observar al día 0 todos los grupos presentaron un patrón de arborización de 

mucinas tipo I y II, considerado fisiológico de acuerdo a la escala de Rolando. Sin embargo, 
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a los días 7, 14 y 21 post-inducción, el grupo de OS mostró una pérdida en el patrón de 

arborización, permaneciendo en un grado III y IV. Por su parte, el grupo OS+DMSO tuvo 

una pérdida completa del patrón de arborización, categorizada en grado IV. En contraste, el 

grupo de OS+ISO-1 aun cuando mostró alteraciones en el patrón de arborización, esta fue 

menor, como se puede observar en la imagen, donde se pueden ver la presencia de helechos 

correspondientes a un grado II. En la fase de observación, en todos los grupos experimentales 

se comienza a ver una recuperación del patrón de arborización, si bien en el grupo tratado 

con ISO-1 no parecen ser substanciales, en los recuadros marcados con rojo, evidenciamos 

la conservación de algunos de estos.   

La representación gráfica de las observaciones antes descritas se muestra de manera más 

detallada en las figuras 2B, 2C y 2D mostramos el tipo de patrón de arborización observado 

en OI, OD y AO. Donde podemos ver que, previo a la inducción de OS (día cero) todos los 

grupos experimentales tenían un patrón de arborización tipo I y II, considerado fisiológico 

con base en la escala de Rolando. En la figura 2D podemos observar que posterior a la 

inducción (día siete), los grupos de OS y OS+ISO-1 mostraron una transición de tipo II a III. 

Para el día 14, la mayoría de los ratones tratados con el inhibidor ISO-1 pasaron de tipo II a 

III. En contraste, el grupo de OS no tratado en una mayor proporción tuvo una marcada 

transición de tipo III a IV. Para el día 21, encontramos que el cambio del tipo de patrón de 

arborización II a III es diferente para ambos ojos en grupos OS+DMSO y OS+ISO-1, 

mientras que los ratones con OS sin tratamiento en OD presentaron una pérdida completa del 

patrón de arborización. Posterior a la suspensión de la inducción de OS y/o el tratamiento 

con ISO-1, observamos que todos los grupos presentaron una ligera recuperación en el patrón 

de arborización de mucinas, ninguno entra dentro los grados considerados normales. Estos 

resultados, muestran que el tratamiento con la formulación oftálmica de ISO-1 resulta en un 

retraso y modulación de la pérdida del patrón de arborización.  
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Figura 2. Patrón de arborización de mucinas por la técnica de Ferning los 0, 7, 14 y 21 días post-inducción de OS y a los 7 días de haber suspendido las inducciones y el tratamiento (fase de observación), 

con una magnificación de 40x. Fotografías representativas (N=26, 2 experimentos independientes). 2B ojo izquierdo (OI), 2C ojo derecho (OD), 2D ambos ojos (AO). Análisis estadístico ANOVA.    
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7.3 Análisis de la expresión de mediadores inflamatorios y antiinflamatorios en córnea 

por la técnica de PCR 

Estudios realizados en pacientes y modelos murinos han demostrado la asociación entre el 

agravamiento de OS y el incremento de mediadores inflamatorios (Craig, et al. 2017; De la 

Torre & Nuñez, 2002; Yoon et al. 2007). Considerando estas evidencias, así como los 

resultados obtenidos previamente en nuestro grupo, donde observamos que la deficiencia 

genética o la inhibición farmacológica de la citocina inflamatoria MIF, retrasó y atenúo los 

signos de ojo seco en un modelo agudo (Rivera et al. 2023). El presente estudio, hizo un 

análisis más minucioso por RT-PCR de la expresión de transcritos de moléculas 

inflamatorias, antiinflamatorias y enzimas relacionadas con el estrés oxidativo en córnea de 

ratones con OS crónico tratados y no tratados con el inhibidor de MIF (ISO-1). Para dar 

alcance a este objetivo, a los 7 días posteriores a la suspensión de la inducción de OS y la 

administración de ISO-1, los ratones se sacrificaron y se realizó la enucleación del ojo a fin 

de disectar la córnea. A las 48 hrs de haber cultivado el tejido ocular se extrajo RNA, 

sintetizamos cDNA y realizamos el análisis de cada una de las moléculas de interés en los 

grupos experimentales. Como se muestra en las gráficas, encontramos una menor producción 

de il-1β y tnf- α (figura 3, B y D) en los grupos de OS+DMSO y OS+ISO-1 en comparación 

con el grupo de OS. Sin embargo, llama la atención la expresión elevada de il-18 (figura 4, 

F) en los ratones tratados con el inhibidor farmacológico ISO-1, lo que sugiere una posible 

activación del inflamosoma NLRP3. De manera interesante, a pesar de haber observado una 

mayor expresión de citocinas asociadas a inflamación crónica (il-17 e il-23) (figura 4, E y H) 

en el grupo tratado, también encontramos mayor expresión de il-22 (figura 4, G) sugiriendo 

su participación tanto en la regulación del proceso inflamatorio, como en la reparación tisular 

(Woo et al., 2017). Además, observamos más expresión de tgf-β (figura 4, I) en los ratones 

tratados con ISO-1, este resultado es relevante, ya que se sabe que esta citocina tiene un papel 

central en la inmunomodulación del microambiente ocular (Hachana & Larrivée, 2022).  

Además del papel patogénico que ejercen las citocinas inflamatorias, también se ha 

demostrado que las MMP contribuyen a exacerbar el proceso inflamatorio característico de 

OS, particularmente MMP2 y MMP-9 han sido relacionadas con la degradación de colágena, 

uno de los principales componentes del estroma corneal (Kim & Lim, 2022; Park et al., 

2021). A fin de conocer si el tratamiento con ISO-1 inhibe o promueve la expresión de las 
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MMP antes mencionadas, analizamos su expresión en córnea de los animales experimentales. 

En análisis revelo una baja expresión de ambas en los grupos de OS+DMSO y OS+ISO-1 en 

comparación con los ratones no tratados (figura 5, J y K). De igual forma, se sabe que gran 

parte de la organización estructural de las fibras de colágena en el estroma corneal está 

mediada por la expresión de colágena tipo IV, por tal motivo, analizamos su expresión. El 

análisis mostro que posterior a la inducción de OS se redujo su expresión en los grupos de 

OS y OS+DMSO (figura 5, M). Además, se ha reportado que, la inflamación crónica puede 

provocar lesiones en la córnea como consecuencia de la inhibición del proceso de reparación 

tisular asociada a niveles elevados de la enzima óxido nítrico sintasa inducible (Sun et al., 

2024). Los resultados de su análisis mostraron una mayor expresión en la córnea de ratones 

con OS no tratados (figura 5, L).  

Finalmente, se ha demostrado que la inflamación crónica promueve la hipoxia y con ello la 

pérdida del equilibrio en la angiogénesis, que, en el caso particular de la córnea resultaría en 

un proceso de neovascularización y la consecuente opacidad de este tejido comprometiendo 

su función en el proceso de la visión. Considerando lo antes expuesto, otro de nuestros 

objetivos particulares fue analizar si ISO-1 es capaz de inhibir la angiogénesis. Para dar 

respuesta a esta interrogante medimos la expresión del factor derivado del epitelio 

pigmentado (PEDF) (figura 6, N), dado que es una molécula con función antiangiogénica y 

se expresa de manera constitutiva en el tenido corneal. De manera interesante, encontramos 

que los ratones tratados ISO-1 tuvieron una mayor expresión en comparación al grupo de 

OS. Otro de los mecanismos inmunoreguladores en el microambiente ocular está sustentado 

en la expresión de ligandos de muerte programada como PDL-1 y PDL-2, estas moléculas 

son capaces de inhibir la función de células T patogénicas, por lo que su función es esencial 

para mantener el equilibrio entre la activación de las células T y la tolerancia (Keir et al., 

2008). Sin embargo, el análisis no mostró expresión de pdl-2 en ningún grupo experimental, 

ni tampoco diferencias en la expresión de pdl-1entre los grupos experimentales (figura 6, Ñ).  
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Figura 3. Análisis de la producción de citocinas proinflamatorias en córnea. (A) ifn- γ, (B) il-1β, (C) il-6, (D) tnf-α. Electroforesis de fragmentos amplificados por RT-PCR posterior 

a la semana de observación (Día 28). Resultados de un experimento N=14.    
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Figura 4. Análisis de la producción de citocinas proinflamatorias y antiinflamatorias en córnea. (E) il-17, (F) il-18, (G) il-22, (H) il-23, (I) tgf-β. Electroforesis de fragmentos 

amplificados por RT-PCR posterior a la semana de observación (Día 28). Resultados de un experimento N=14.    
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Figura 5. Análisis de la producción de MMPs, enzimas y colágeno en córnea. (J) mmp-2, (K) mmp-9, (L) inos, (M) colágena IV. Electroforesis de fragmentos amplificados por RT-

PCR posterior a la semana de observación (Día 28). Resultados de un experimento N=14.    
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Figura 6. Análisis de la producción de (N) pedf  (Ñ) pdl-1 en córnea. Electroforesis de fragmentos amplificados por RT-PCR posterior a la semana de observación (Día 28). Resultados 

de un experimento N=14.    
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7.4 Cuantificación de citocinas inflamatorias en sobrenadante de cultivo de 

conjuntiva, córnea y ganglio de ratones con ojo seco 

Con base en las observaciones obtenidas en el análisis de la expresión de transcritos de 

citocinas, cuantificamos la producción de TNF-, IL-1, IL-4 e IL-13 en sobrenadante de 

cultivos de conjuntiva, córnea y ganglio cervical a los siete días de haber suspendido la 

inducción de OS y el tratamiento a fin de determinar si el inhibidor farmacológico ISO-1 

regula la síntesis de estos mediadores en el microambiente ocular y en órganos linfoides 

secundarios. Como se puede observar en conjuntiva encontramos un microambiente mixto 

de citocinas en todos los grupos experimentales (figura 7-A). Mientras que en la córnea 

observamos una menor producción de TNF-α, interesantemente esta misma citocina no se 

detectó en ganglio cervical en los ratones tratados con ISO-1 (figura 7-B y C). Estos 

resultados demuestran que la administración oftálmica del inhibidor farmacológico de MIF 

regula la expresión y producción de citocinas patogénicas implicadas en el daño tisular en la 

superficie ocular.  

 

Figura 7. Producción de citocinas inflamatorias y antiinflamatorias en cultivo de conjuntiva, córnea y ganglios cervicales, 

posterior a la fase de recuperación. A) Citocinas en cultivo de conjuntiva, B) Citocinas en cultivo de córnea y C) Citocinas 

en cultivo de ganglio cervical. Resultado de dos experimentos independientes. N=26 ratones donde * es indicativo de p< 

0.5 obtenido mediante la prueba de ANOVA. 
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7.5 Análisis del porcentaje de linfocitos CD4+ y CD8+ por citometría de flujo en 

ganglio y bazo de ratones experimentales 

Se ha demostrado que las células T tienen un papel clave tanto en el mantenimiento de la 

homeostasis ocular, como en el desarrollo de OS (Chen, 2021). Por tal motivo, evaluamos si 

la administración oftálmica del inhibidor farmacológico ISO-1 promueve la activación de 

linfocitos T CD4+ y CD8+. Para responder esta pregunta, analizamos por citometría de flujo 

a ambas poblaciones celulares en bazo y ganglio cervical al día 28 (fase de observación). En 

la figura 8 mostramos la estrategia experimental empleada para la selección y análisis de las 

poblaciones de interés. Una vez seleccionada la región de linfocitos T, analizamos el 

porcentaje de CD4+ y CD8+ en células de bazo, como se puede observar, no se encontraron 

diferencias estadísticamente significativas en ninguna de las poblaciones analizadas figura 9.  

Por su parte, el análisis en células de ganglio cervical (figura 10), mostró un menor porcentaje 

de linfocitos T CD8+ en los ratones tratados con ISO-1 en comparación con los otros grupos 

experimentales. Estos resultados, por un lado, confirman la relación inmunológica que tienen 

los órganos linfoides con el microambiente ocular en condiciones de homeostasis o de 

inflamación. Además, evidencian el efecto que tuvo la administración del inhibidor 

farmacológico de MIF sobre las células T, particularmente en las CD8+. Sin embargo, es 

necesario replicar el experimento y realizar un análisis más minucioso de ambas poblaciones 

celulares a fin de determinar si la atenuación de los signos de OS, fue resultado de una 

activación diferencial de las células CD4+ o si los linfocitos CD8+ son citotóxicos o 

reguladores. Además, el análisis en la expresión de receptores de quimiocinas también podría 

explicar si las células están egresando del órgano al sitio de acción.    

 

Figura 8. Plots representativos de la estrategia experimental para la selección de linfocitos en ganglio y bazo; Singlets, 

identificación de células T CD3+ y su viabilidad, células CD3+ CD4+ y CD3+ CD8+. 
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Figura 9. Plots representativos de la citometría de flujo de la selección de linfocitos T de bazo y graficas del porcentaje de 

viabilidad, linfocitos CD3+ CD4+ y CD4+ CD8+. Resultados posteriores a la semana de observación de un experimento 

N=14. Análisis estadístico ANOVA. 
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Figura 10. Plots representativos del análisis por citometría de flujo de linfocitos T en ganglio cervical y graficas del 

porcentaje de viabilidad, linfocitos CD3+ CD4+ y CD4+ CD8+ de ratones experimentales.  Resultados posteriores a la semana 

de observación de un experimento N=14 donde * es indicativo de p< 0.5 obtenido mediante la prueba de ANOVA.
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7.6   Análisis histopatológico de córnea en ratones experimentales 

Dado que los procesos inflamatorios crónicos en la superficie ocular causan cambios 

morfofisiológicos en la córnea, y con ello, disminución de la agudeza visual. Realizamos un 

análisis histopatológico del ojo derecho de los ratones experimentales. En la figura 11 A, 

mostramos imágenes representativas de la porción central de la córnea, donde se puede 

observar los grupos de OS y OS+DMSO presentaron cambios en el espesor del epitelio, 

desarreglo de las fibras de colágena y pérdida en el número y distribución de queratocitos en 

comparación a los ratones tratados con ISO-1 en los cuales se conservó significativamente la 

arquitectura del tejido corneal figuras 11 B y C. Aun cuando es necesario analizar si el uso 

oftálmico del inhibidor farmacológico de MIF es capaz de modular la expresión otras 

moléculas implicadas en la fisiología de la córnea, hasta ahora estas observaciones nos 

sugieren que el uso oftálmico de ISO-1 es una terapia promisoria para el manejo de 

enfermedades inflamatorias de la superficie ocular como OS.  

 

 

Figura 11. Imágenes representativas del análisis histopatológico de córnea posterior a la semana de recuperación.  

Resultados de dos experimentos independientes N=26 ratones donde * es indicativo de p< 0.5 obtenido mediante la prueba 

de ANOVA. 
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8. Discusión  

El ojo seco es una enfermedad multifactorial de la superficie ocular caracterizada por pérdida 

de la homeostasis de la película lagrimal, se acompaña de síntomas oculares, en los que la 

inestabilidad, la hiperosmolaridad de la película lagrimal y la inflamación crónica exacerban 

el daño de la superficie ocular (Craig et al., 2017). El incremento en la osmolaridad de la 

lágrima promueve la producción de TNF-α, IFN-γ, IL-1β, IL-2, IL-6, IL-8 y MIF (Calandra 

& Roger, 2003; Yoon et al. 2007; Wilson & Perry, 2007). En las últimas décadas ha 

incrementado el interés por analizar el papel de MIF en enfermedades inflamatorias oculares, 

dado que, en condiciones de homeostasis, se expresa de manera constitutiva en distintos 

tejidos oculares, sugiriendo su participación en el mantenimiento del privilegio inmunológico 

ocular (Matsuda et al. 1997 & Matsuda et al. 1996). Pero se ha reportado niveles elevados 

de esta citocina en lágrima, suero y humor vítreo de pacientes y animales experimentales con 

OS (Park et al. 2007; Ko, et al. 2017; Khalfaoui et al. 2009; Abu et al. 2019; & Zeng et al. 

2019).  

Por tal motivo, a fin de contribuir al entendimiento acerca del papel que tiene MIF en el 

desarrollo de esta enfermedad. El presente proyecto, se enfocó en evaluar el efecto de la 

inhibición farmacológica de MIF en ratones con ojo seco a través de la administración 

oftálmica de ISO-1. La evaluación de la estabilidad de la película lagrimal mostró que la 

administración oftálmica de ISO-1, reduce la pérdida del volumen lagrimal, la alteración en 

el patrón de mucinas y el daño tisular en la córnea, nuestros resultados robustecen las 

evidencias obtenidas previamente por nuestro grupo de investigación (Rivera et al. 2023). 

Además, estos hallazgos son consistentes con lo reportado por Kim y colaboradores, estos 

autores demostraron que la inyección intraperitoneal de ISO-1 redujo la gliosis en un modelo 

de desprendimiento de retina (Kim et al. 2017). 

Dado que el proceso inflamatorio crónico subyacente a OS conduce a la pérdida de la 

transparencia corneal (Chen et al. 2023). Analizamos la expresión de moléculas implicadas 

en el mantenimiento del privilegio inmunológico, el control de la angiogénesis y la pérdida 

de la matriz extracelular en córnea de los animales experimentales. Dicho análisis reveló que 

la conservación de la arquitectura de la córnea estuvo relacionada con una mayor expresión 

de pedf y tgf-, y una menor expresión de mmp-2, mmp-9. La relevancia en la expresión de 
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las mmp, se fundamenta en los antecedentes, ya que se ha demostrado que en condiciones 

patológicas la mmp-2 participa en la remodelación del colágeno y la reparación del estroma, 

mientras que mmp-9 favorece la degradación de la membrana basal epitelial facilitando el 

desarrollo de ulceras corneales (García-López et al. 2023). También se ha reportado que lisan 

una amplia variedad de sustratos, entre los que se incluyen proteínas de unión encargadas de 

mantener la función del epitelio corneal (Luo et al. 2004; Kantarcioglu et al. 2022; Sternlicht 

et al. 2001).  

Por su parte, la expresión de citocinas proinflamatorias mostró que la administración del 

inhibidor farmacológico redujo la expresión de TNF-α e IL-1β. Como se mencionó 

anteriormente, la expresión de estas citocinas se asocia con la amplificación de la respuesta 

inflamatoria en OS, dado que promueven la maduración de las APC, participan en la 

apoptosis celular y la activación de otras poblaciones celulares (Kumar et al. 2023) En 

conjunto, estos procesos celulares inducen daño tisular, que de no ser controlado puede 

provocar discapacidad visual y ceguera (Ji et al. 2017). 

Otro hallazgo interesante fue que los ratones tratados tuvieron una mayor expresión de IL-

17, IL-22 e IL-23. En particular, IL-17 e IL-23 se han asociado con la inducción de 

inflamación de la superficie ocular en OS (Chen et al. 2022; Li-Ran et al. 2019; Zhong et al. 

2020). En contraste, se sabe que IL-22 es capaz de regular la inflamación y promover la 

reparación tisular, lo que sugiere un papel protector de esta citocina. Además, se le atribuye 

una función inmunorreguladora en la supresión de la inflamación de la mucosa inducida por 

IL-17 en ojo seco, ya que se ha reportado que tanto las células acinares, como las células del 

sistema inmune ocular son fuente de IL-22 (Ji et al. 2016).  

Es importante destacar que los ratones tratados con el inhibidor farmacológico ISO-1 

tuvieron una menor expresión de IL-6 en comparación con el grupo de OS no tratado. 

Además, estos últimos, presentaron una baja expresión de TGF-β. Hay evidencia de que la 

coexistencia de ambas moléculas promueve la diferenciación de células Th17 por lo que estos 

resultados sugieren que el tratamiento con ISO-1 modula la expresión de moléculas 

patogénicas implicadas en el desarrollo de OS (Li-Ran et al. 2019). También, se ha 

demostrado que IL-6 contribuye a exacerbar el proceso inflamatorio, ya que incrementa la 

permeabilidad vascular y estimula la angiogénesis (Funatsu et al. 2003 & Feng et al. 2018). 
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En contraste, PEDF es una glicoproteína importante en el mantenimiento del privilegio 

inmune ocular, ya que ejerce funciones neuroprotectoras, neutróficas, antiangiogénicas, 

antiinflamatorias y antioxidantes (Kaštelan et al. 2020). El análisis de esta molécula en los 

animales experimentales evidenció una marcada expresión en el grupo tratado con ISO-1. 

Adicionalmente, encontramos una menor expresión de iNOS, este resultado es interesante, 

debido a que esta enzima promueve la angiogénesis y la apoptosis (Figueroa-Vega et al. 

2008). Estas observaciones, son consistentes con otros reportes, donde el control de la 

neovascularización y el daño tisular está asociado con una menor expresión de IL-6, TGF-β 

e iNOS (Zahir-Jouzdani et al. 2017; Sharif & Sharif 2019; Lu et al. 2012).  

Aunque no estaba contemplado dentro de los objetivos de este proyecto, la sobre expresión 

de IL-18 observada en el grupo tratado con ISO-1, que, si bien fue menor en comparación 

con el grupo de OS, aun se expresa en grandes cantidades. Por lo que se sugiere, que la 

administración oftálmica de ISO-1 no modula la activación del inflamosoma NLRP3 a pesar 

de que MIF es requerido para la activación de este complejo proteico implicado en la 

maduración de IL-18 e IL-1β (Fu & Wu, 2023; Zheng et al. 2015). 

Considerando los resultados obtenidos del análisis por RT-PCR, el siguiente paso fue 

cuantificar la producción de TNF-, IL-1, IL-4 e IL-13 en sobrenadante de conjuntiva, 

córnea y ganglio cervical cultivados a los 7 días de haber suspendido la inducción de OS y 

la administración de ISO-1. De manera consistente con los hallazgos en la expresión de 

transcritos, observamos que ISO-1 redujo sustancialmente o inhibió la producción de TNF-

 en córnea y ganglio cervical, respectivamente. Este resultado, explica la menor pérdida del 

volumen lagrimal y del patrón de arborización de mucinas observada en el grupo tratado. 

Además, es coherente con reportes previos donde se ha demostrado que niveles elevados de 

esta citocina resulta en la apoptosis de las células caliciformes y en consecuencia 

compromete la secreción de mucinas (Zhang et al. 2017; Rivera et al. 2023).  

En el marco teórico mencionamos que las células T tienen un papel relevante en la 

inmunopatogénesis de OS, en particular las poblaciones Th1 y Th17 (Yoon et al. 2007; 

Wilson y Perry. 2007; Luo et al. 2007 y Kalt et al. 2010). En este contexto, el análisis del 

porcentaje de linfocitos T CD4+ y CD8+ por citometría de flujo, solo mostró un menor 

porcentaje de CD8+ en ganglio cervical de ratones tratados con ISO-1. Aunque no contamos 
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con la caracterización del fenotipo de dicha población, estos resultados sugieren que estas 

células pueden estar contribuyendo a la regulación del proceso inflamatorio. Sin embargo, es 

indispensable conocer si ISO-1 favorece la polarización hacia un fenotipo regulador.  

El conjunto de resultados demuestra, que el tratamiento oftalmológico con ISO-1reduce la 

pérdida de la estabilidad de la película lagrimal a través de la modulación del proceso 

inflamatorio y el daño tisular. Por lo que, este estudio sienta las bases sobre el potencial 

terapéutico que tiene la inhibición farmacológica de MIF en patologías inflamatorias de la 

superficie ocular como ojo seco.  
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9. Conclusión 

La administración oftálmica del inhibidor farmacológico ISO-1 reduce la inestabilidad de la 

película lagrimal y el daño tisular a través de regulación de la expresión y producción de 

mediadores inflamatorios, factores angiogénicos y enzimas asociadas al estrés oxidativo.   
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10. Perspectivas 

Considerando los resultados de este proyecto y con el objetivo de esclarecer el o los 

mecanismos celulares y moleculares por los cuales la administración oftálmica de inhibidor 

farmacológico de MIF (ISO-1) reduce la inestabilidad de la película lagrimal y el daño tisular, 

proponemos:  

 Analizar por Western Blot si la administración de ISO-1 modula la activación de 

p30, ERK1/2 y NF-κB en muestras de córnea y conjuntiva de grupos 

experimentales.  

 Por inmunohistoquímica determinar la presencia o ausencia de 

glucosaminoglicanos implicados en la homeostasis del estroma corneal. 

 Caracterizar por citometría de flujo el fenotipo de las poblaciones CD4+ y CD8+ 

en ganglio cervical y bazo.  
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12. Apéndices  

12.1 Apéndice 1: Buffer TBE 

 Tris base (890mM) (Sigma-Chemicals). 

 Ácido bórico (890mM) (J.T Baker). 

 40 ml de 0.5 M de Ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) disódico (J.T Baker).   

 Se ajusta el pH a 8.0 y se afora a 500ml con agua destilada.  

12.2 Apéndice 2: PBS 10x y pH de 7.4 

 80 g Cloruro de sodio (NaCl) (J. T Baker) 

 2 g Fosfato de sodio monobásico (KH2PO4) (J. T Baker) 

 11.6 g Fosfato de disodio (Na2HPO4) (J. T Baker) 

 2 g Cloruro de potasio (KCl) (ICN Biomedicals Inc) 

12.3 Apéndice 3: PBS-Tween 

 0.5 ml de Tween 20 en 1 L de PBS  

12.4 Apéndice 4: Blocking buffer (solución de bloqueo) 

 100 ml de PBS más 1% de albumina sérica bovina (ASB) 

12.5 Apéndice 5: Fijador de Zinc  

 2.12 g Tris base  

 0.1 g Acetato de calcio (C4H6CaO4) 

 Mezclar en 160 ml de agua destilada  

 Ajustar pH 7.4 

 1 g Acetato de zinc (Zn (CH₃COOO)₂ (H₂O)₂ 

 1 g Cloruro de zinc (ZnCl2) 

12.6 Apéndice 6: Tren de tinción H&E 

Solvente Tiempo 

Xilol I 1 minuto 

Xilol II 1 minuto 
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Alcohol 100% 5 minutos 

Alcohol 90% 5 minutos 

Alcohol 80% 5 minutos 

Alcohol 70% 5 minutos 

Agua de la llave 5 minutos 

Hematoxilina 3 minutos 

Agua de la llave 5 minutos 

Alcohol ácido 30 segundos 

Agua de la llave 10 segundos 

Agua amoniacal 30 segundos 

Agua destilada 5 minutos 

Eosina 1.5 minutos 

Agua destilada 5 minutos 

Alcohol 96% 1 minuto 

Alcohol 100% 1 minuto 

Xilol 5 minutos 

Montaje  

 


