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I. RESUMEN

El factor inhibidor de la migracion de macréfagos (MIF) fue descubierto en 1966
como una sustancia producida por linfocitos T activados con la capacidad de inhibir
la migracion de los macréfagos. Con el fin de estudiar la actividad inflamatoria y
comprender de qué forma MIF colabora en la respuesta inmune, en el presente

trabajo se estudid el papel de esta citocina en la enfermedad de Chagas

experimental.

Ratones machos MIF-/- y MIF+/+ se inocularon con Trypanosoma cruzi cepa
Querétaro. Se monitorearon la presencia del parasito en sangre y la mortalidad, se
encontr6 mayor susceptibilidad en los ratones MIF-/- debido a que presentaron
parasitemia mas elevada y el doble de mortalidad comparado con los ratones MIF+/+.
Ademas, se realizaron cortes histolégicos de corazén y se observo que en los ratones
MIF-/- se establecieron algunos nidos de amastigotes, mientras que en los ratones
MIF+/+ no se encontraron nidos.

Para entender esta susceptibilidad se cuantificaron citocinas pro-inflamatorias,
asi como algunas citocinas anti-inflamatorias producidas tanto en suero como en
sobrenadantes de cultivo de esplenocitos re-estimulados con Ag total del parasito. En
la cinética realizada en suero se noto la disminucién de citocinas pro-inflamatorias
(IFNy, TNFa, IL-12, IL18 e IL-1B) al inicio de la infeccion mientras que el nivel de
citocinas anti-inflamatorias fue similar para IL-10 e IL-4.

Posteriormente, en los cultivos de células de bazo se observd que la
produccién de IFNy, TNFa, IL-12 e IL-18 por parte de las células extraidas de ratones
MIF-/- estaba disminuida en la etapa temprana, mientras que la producciéon de IL-1pB,
IL-4 e IL-10 no se vio afectada.

Se realiz6 una cuantificacién de anticuerpos especificos contra el parasito. Se
noté que existe una escasa produccién de IgG1 en los ratones MIF-/- en los primeros
dias de infeccion comparado con los ratones MIF+/+. La produccién de IgG2a fue
alterada en la etapa mas tardia, dado que los ratones MIF-/- no lograron producir esta
clase de anticuerpo al mismo nivel que los MIF+/+.

Se realizaron ensayos de RT-PCR en corazoén, los ratones MIF-/- infectados
expresaron mas transcritos de los genes de actina, RANTES e IFNy comparado con
los ratones MIF+/+. Finalmente, con ensayos de citometria de flujo se observéd que los
neutrofilos que migran al sitio de la infeccion tienen menor expresion del receptor para
IFNy en los ratones MIF-/-.

Estos datos nos indican que MIF es necesario para controlar la enfermedad de

Chagas murina, ya que no se puede iniciar 6 es insuficiente la respuesta pro-



inflamatoria protectora que se encuentra en la etapa temprana de la infeccion en los

ratones deficientes en MIF.



Il. INTRODUCCION

El sistema inmune de un organismo es el encargado de los mecanismos de
defensa que confieren respuestas protectoras, rapidas y especificas contra sustancias
ajenas, incluyendo microorganismos potencialmente patogénicos y macromoléculas
como proteinas y polisacaridos (61).

Las diversas células, tejidos y moléculas responsables de llevar a cabo los
eventos de inmunidad constituyen lo que conocemos como sistema inmune. La
respuesta colectiva y coordinada de estas células y moléculas en respuesta a la

invasion de sustancias ajenas al organismo conforman la respuesta inmune (1).

Asi, la inmunologia es la ciencia experimental encargada de estudiar los
procesos que lleva acabo el sistema inmune, con el fin de conferir inmunidad 6
protecciéon contra las enfermedades causadas por microorganismos y en algunos
casos por macromoléculas. Para fines de estudio el sistema inmune se ha clasificado

en dos partes, respuesta inmune innata y respuesta inmune adaptativa (1).

II.1 Respuesta inmune innata

La respuesta inmune innata se refiere a un sistema de defensa poderoso, pero
inespecifico basado en mecanismos fisicos, bioquimicos y celulares de defensa como
el epitelio, que constituye una barrera fisica que impide la entrada de
microorganismos. El sistema inmune ademas produce una gran variedad de
sustancias antimicrobianas; las proteinas sanguineas incluyendo a los miembros del
sistema del complemento, las cuales tienen como funcion basica eliminar a través de
lisis a los posibles patégenos; las citocinas, que llevan acabo su accion a través de
receptores y moléculas accesorias que forman cascadas de sefnalizacion y que estan
encargadas de coordinar las actividades celulares induciendo la expresion de genes 6
en el caso de inmunoregulacién, inhibiéndola. Y por ultimo, en la respuesta inmune
innata participan diferentes tipos de células, fagociticas como macrofagos y
neutrofilos, citotoxicas como las asesinas naturales (NK) por Natural Killer y

granulociticas como eosindfilos y basofilos(1).

Este tipo de respuesta se caracteriza por estar presente ain sin un estimulo y
por reaccionar solo a microbios y no a sustancias no infecciosas, las cuales si tienen la
capacidad de despertar una respuesta inmune adaptativa (alergenos). Ademas,

siempre responde de igual forma a repetidas infecciones, es decir, no tiene



especificidad. También carece de memoria inmunolégica, ya que un encuentro previo
con un antigeno (Ag) no garantiza que se genere una respuesta de manera mas

rapida, ni de mayor magnitud en el segundo encuentro con el mismo Ag(1).

1.2 Respuesta inmune adaptativa

Recibe este nombre debido a que en esta parte de la respuesta inmune se
tiene la capacidad de responder adaptandose al tipo de infeccién y distinguir diferentes
microbios y moléculas. Esta capacidad es llamada especificidad ¢ inmunidad
especifica. Otras caracteristicas sobresalientes son: la memoria inmunoloégica, ya que
después de la eliminacion 6 el contacto con un antigeno, se mantienen circulantes o
se almacenan un grupo de células adaptadas para dicho estimulo ya conocido.

La parte celular esta formada por linfocitos de 2 diferentes linajes. Estos
linfocitos son producidos en la medula 6sea, pero un linaje termina madura en el timo
por lo que reciben el nombre de linfocitos T, mientras que los linfocitos B si maduran
en médula 6sea y reciben este nombre proveniente de "bone marrow”. En la parte
molecular se destacan anticuerpos (Ac), citocinas y moléculas del complejo principal
de histocompatibilidad (MHC) (1). Los linfocitos T tienen una subdivision, hay
linfocitos T citotéxicos (CTL) con el marcador de membrana CD8 y linfocitos T
cooperadores (Th) con el marcador CD4. El primer grupo se encarga de eliminar
células infectadas 6 posibles células tumorigenas, asi como de la produccion de
citocinas, mientras que los cooperadores coordinan la respuesta celular a través de la
produccion de estas citocinas(1). En 1996 el grupo de linfocitos Th recibié otro tipo de
division basada en el patron de citocinas que secretaban. Las células cooperadoras
tipo 1 (Th1) son caracterizadas por la secrecion de Interleucina (IL) 2, interferon (IFN) y
y el factor de necrosis tumoral (TNF) a que es un patréon llamado pro-inflamatorio,
mientras que de forma contraria, las células cooperadoras tipo 2 (Th2) producen IL-4,
IL-5, IL-10 e IL-13, también llamadas citocinas anti-inflamatorias. Hasta la fecha se
sabe que son mutuamente excluyentes, es decir, la presencia de una inhibe al otro tipo
de respuesta (56).

Los linfocitos B estan encargados de producir anticuerpos para cada patégeno,
por lo que son especificos. Son ayudados por células “presentadoras de antigeno”
(APC) siendo las mas importantes 6 profesionales las células dendriticas, ayudadas de
macréfagos. Optimizando 6 complementando este trabajo de presentacion de Ag
encontramos un grupo de moléculas llamado complejo principal de histocompatibilidad

(MHC). Este complejo consta de especificidad y se dividen en moléculas de clase | y



moléculas de clase Il, que son reconocidas por linfocitos CD8+ y por linfocitos CD4+,

respectivamente (1).
1.3 Factor inhibidor de la migracion de los macréfagos (MIF)

El factor inhibidor de la migracion de macréfagos (MIF) es una citocina que se
descubrié a mediados de la década de los afios 60 como un producto secretado por
linfocitos T activados. Se relacioné con la respuesta de hipersensibilidad de tipo
retardada (74) y como su nombre lo indica, por inhibir la migracion azarosa de los
macroéfagos (26). Sin embargo, durante mas de dos décadas fue poco el interés acerca
de las implicaciones de esta citocina en la respuesta inmune. En los ultimos afios se
ha intensificado el estudio de MIF mediante la produccion de anticuerpos
neutralizantes, clonacion del cDNA en humanos y ratones, asi como la generacion de
la proteina recombinante de MIF y el hallazgo de que células de la hipdfisis y otras
células no linfoides son una fuente alterna de esta citocina (Ver figura 1). El peso
molecular de MIF es de 12.5KDa, compuesta por 114 aminoacidos y es una proteina
sin ningun otro tipo de molécula unida, ya sea lipido 6 azucar (12, 15, 18). Entre los
avances mas recientes se encuentra la descripcion de su estructura tridimensional
(76), que tiene algun tipo de actividad enzimatica (70), que es secretado ademas de
células T por macrofagos, linfocitos B, eosindfilos, basofilos, neutrofilos, células
dendriticas, teniendo actividad autocrina sobre estas células(ver figura 1) (7, 14, 18, 58,
64, 71). No se ha identificado un receptor especifico para MIF y solo se ha descrito la
unién de MIF a CD74. Se ha propuesto que actua después de ser fagocitado por sus
células blanco, por lo tanto la via de sefalizacion utilizada por MIF también se
desconoce (18). Los 2 hallazgos tal vez mas sobresalientes son, por una parte, que
gracias a la generacion de ratones deficientes para MIF se descubrio la regulacion
positiva que ejerce esta molécula sobre un receptor importante de la inmunidad innata,
el receptor tipo toll 4 (TLR-4), ya que estos ratones resultaron ser altamente
resistentes al choque séptico por bacterias gram negativas (11, 68). Por otro lado, se
ha estudiado el efecto de MIF sobre la vascularizacion in vitro, la division celular y el
retraso de apoptosis en ciertas células, hechos que despertaron mucho interés, ya que
se sugiere un importante papel de MIF en cancer (8, 39, 42, 48, 55).

En los ultimos afnos se han descrito otras caracteristicas de MIF, incluyendo su
destacado papel en la regulacion de la respuesta inmune innata activando distintos
tipos de células centrales en esta primera linea de defensa, como macréfagos (M®) y
neutréfilos y el descubrimiento de que MIF esta preformado en las células que los

secretan. Ademas, induce la produccién de citocinas como TNFa e IL-12, que son



esenciales en la resistencia contra microorganismos patégenos. En la inmunidad
adquirida participa de manera importante como activador de linfocitos T (7).
Recientemente también se ha observado su implicaciéon ya sea de forma patogénica 6
de forma protectora en diferentes enfermedades de tipo infecciosas como malaria,
tifoidea, leishmaniasis y cisticercosis experimental, en algunas enfermedades de tipo
autoinmune como artritis y miocarditis. También se ha descrito su importante papel en
otras enfermedades en donde la respuesta inflamatoria esta exacerbada, como

gastritis y colitis y en reacciones alérgicas (9, 18, 24, 43, 51, 52, 58, 67, 73, 74).
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Fiaura 1.- Breve historia cronoléaica desde su descriocién hasta diversas actividades
destacadas dentro del sistema inmune (a) v el patrén de exoresion de MIF( b)(18).



I.4 Enfermedad de Chaaas

El parasito flaaelado Trvbanosoma cruzi es causante de la enfermedad de
Chaaas o tripanosomosis americana (23). Esta enfermedad es exclusiva del
Continente Americano. desde México hasta Araentina debido a aue los tres aéneros
mas importante del transmisor (Triatoma. Rhodnius v Panstronavlus) habitan en toda
esta zona v representa la tercera enfermedad trooical con mas casos reportados (Ver
fiaura 2) (32).

=
Paises Endemicos Fierte: O M S-

(b) Patrén de distribucion de la enfermedad de Chaaas.

Fiaura 2.- a) Género del orincipal transmisor localizado en la Republica
Mexicana v b) distribucién de la enfermedad de Chaaas. exclusiva del continente
Americano. tomado de referencia 28.



La transmision de la enfermedad de Chagas se realiza de 4 formas:
accidentalmente, por transfusion de sangre infectada, de forma congénita y cuando el
parasito es excretado con la materia fecal del artropodo transmisor y puede penetrar
hasta el torrente sanguineo de algun hospedero. Esta enfermedad se ha dividido en 3
partes, la etapa aguda que se caracteriza por una respuesta inflamatoria y la
presencia del parasito en la circulacion. La etapa intermedia que se caracteriza por ser
asintomatica y sin presencia del parasito en sangre. Finalmente, la etapa cronica en la
que igualmente no se detecta el parasito en sangre y en la que aproximadamente
entre el 15 y 30% de las personas en esta etapa presentan fallas funcionales,
principalmente en musculo cardiaco y en sistema digestivo (4). Se estima que en
América Latina hay aproximadamente 14 millones de personas infectadas y cerca de
100 millones de personas en riesgo por habitar zonas en donde se distribuye el

transmisor (28).

El ciclo de vida del parasito (figura 3) inicia cuando un artrépodo transmisor
infectado, excreta materia fecal sobre la piel del hospedero mientras se alimenta, éste
ultimo introduce la fase infectiva (Tripomastigote metaciclico) generaimente por la
ruptura del epitelio, ocasionada por la picadura. Dentro del hospedero se internaliza en
las células del sistema inmune innato y se multiplica intracelularmente como
amastigote (sin flagelo). El parasito es liberado al torrente sanguineo por lisis de la
célula hospedera. En el torrente de los reservorios mamiferos G hospederos como el
hombre lleva a cabo diferentes modificaciones morfolégicas, originando formas
intermedias (promastigote, epimastigote) para finalmente formar la fase de
tripomastigote sanguineo mediante el cual llega a los diferentes 6rganos. Este ultimo
estadio circulante, es tomado por el transmisor de habitos hematéfagos, a través de
su proboscis para cerrar el ciclo. Una vez ingerido por el transmisor, el parasito pasa
de las glandulas salivales al tracto digestivo, en dénde los epimastigotes se dividen y
posteriormente ocurre la metaciclogénesis. Dicho proceso consiste en la
transformacion de estadio de epimastigote a tripomastigote metaciclico en la parte
terminal del recto, y se cree que es activado por la globina de la sangre ingerida y por

la enzima del parasito llamada adenilil ciclasa (28, 65).
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Fiaura 3.- Ciclo de vida de Trvbpanosoma cruzi. en donde se muestran los diferentes
cambios morfoléaicos aue realiza el parasito durante su paso por los hospederos.

Cuando T. cruzi loara entrar al torrente sanauineo del hospedero mamifero se
inicia la etapa aauda. El parasito tiene la capacidad de internalizarse en las diferentes
células de los diferentes sistemas u 6roanos. siendo de las orimeras las de la
respuesta inmune innata como los macr6facos (M®). El oroceso de internalizacion se
lleva a cabo a través del reclutamiento de lisosomas. pbroceso dependiente de Calcio.
hacia el sitio de entrada del parasito (5. 27). El contacto del parasito con dichas células
del sistema inmune es sumamente importante debido a aue receptores exoresados en
estas células. tales como el receptor tipo toll 2 (TLR 2). se encaraan de reconocer a
uno de los orincipales antiaenos (Aa) de T. cruzi como es Glicosilfosfatidilinositol
(GPI). aue a través de vias deoendientes de la molécula de sefializacion Mvd 88. el
hospedero comienza a montar una respuesta pro-inflamatoria 6 Th1 (3. 19. 20. 69). En
este tio de respuesta sobresale la produccién de importantes citocinas como IL-12 e
IL-18 por parte de M® v el IFNv proveniente en esta primera etanpa de células NK.
Este coniunto de citocinas se relacionan con proteccion (2. 21. 22.45. 54. 78. 79. 80. 81).
El parasito tiene mecanismos aue intentan modular la respuesta inmune v
condicionaria de tal forma aue le sea de beneficio (6. 35. 72).



Dependiendo del aislado 6 cepa, los parasitos tardan algunos dias o semanas
para poder ser observados circulantes en sangre después de dividirse
intracelularmente y liberarse por medio de lisis celular en el hospedero. Cuando es
liberado en sangre, el parasito puede migrar a la mayoria de los érganos. El parasito
se elimina de la mayoria de los 6rganos, con excepcién del corazén, sistema nervioso
central (SNC) y musculo esquelético, fenémeno llamado “tropismo celular” que
depende de la cepa. El tropismo celular recientemente se relacion6 con la incapacidad
de las células del hospedero para translocar de manera o6ptima el factor de
transcripcion NF K B en los érganos de los cuales es mas dificil eliminar al parasito,
aunque esto no ha sido demostrado (38). Este factor es responsable del inicio de la
transcripcion de aproximadamente 60 genes, entre los que se encuentran citocinas
implicadas en la resistencia a este parasito (72).

Para el control de la infeccion se requiere la presencia temprana de la respuesta
humoral, importantemente las citocinas y la respuesta celular, sobre todo los M®
activados a través de los intermediarios de nitrégeno reactivo como el 6xido nitrico
(NO) (10, 79). La citotoxicidad tiene un papel muy importante, ya que los mecanismos
citotoxicos de las células NK son necesarios para eliminar al parasito en sangre desde
los primeros dias de la infeccion. Estos mecanismos no logran sostenerse por mucho
tiempo, ya que los Interferones (IFN) o y 8, encargados de activar ésta propiedad en
células NK se producen en muy bajo nivel como respuesta a la infeccion con T. cruzi.
(21, 49, 80, 81).

En la respuesta adaptativa, la parte celular mediada por la produccién de citocinas
de linfocitos T cooperadores y los linfocitos citotoxicos son indispensables para
controlar la division del parasito. En la parte humoral la produccién de Ac’s, sobre
todo los llamados liticos, son indispensables para eliminar el parasito, mas que por

lisis facilitando su fagocitosis (44).
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lll. JUSTIFICACION

La trascendencia de MIF como blanco estratégico terapéutico esta siendo cada
vez mas valorada, sin embargo, aln es escaso el conocimiento preciso y completo de
los mecanismos en los que interviene MIF. El avance para comprender estos
mecanismos es necesario para tratar de entender la forma basica en la que el sistema
inmune se coordina para responder ante los diferentes patdégenos, asi como en las

enfermedades inflamatorias y autoinmunes.



IV. OBJETIVO GENERAL

Determinar el papel que desempeiia el factor inhibidor de la migracion de macréfagos
(MIF) en la respuesta inmune durante la etapa aguda de la infeccion murina con

Trypanosoma cruzi.
IV.1 Objetivos particulares

IV.1.1 Estudiar la posible susceptibilidad o resistencia establecida en los ratones
deficientes de MIF (MIF-/-) comparados con un grupo de ratones que portan el gen de

MIF (MIF+/+) durante la etapa aguda de la infecciéon con T. cruzi.

-Se realizara el monitoreo de la parasitemia en sangre y un seguimiento visual,

para determinar la tasa de mortalidad entre los dos grupos de ratones.

IV.1.2 Evaluar y comparar la respuesta inmune de tipo innata que presentan los
ratones MIF -/- contra los ratones MIF +/+ ambos infectados de igual forma con T.
cruzi.

-Se cuantificara el nivel de citocinas pro-inflamatorias, asi como el nivel de
citocinas anti-inflamatorias en suero de los 2 grupos de ratones.
-Se analizara la poblacion de células que se reclutan en el sitio de la infeccion, con el
método de citometria de flujo.

-Se analizara la transcripcion de algunos genes en el infiltrado leucocitario del

corazon.

IV.1.3 Evaluar y comparar el inicio de la respuesta inmune de tipo adaptativa entre el
grupo de ratones MIF-/- con ratones MIF+/+ ambos infectados de igual forma con T.
cruzi.
- Se cuantificara el nivel de anticuerpos de las subclases IgG1 e IgG2a
especificos contra el parasito.
- Se evaluara la respuesta antigeno-especifica de las células de bazo. Esta
respuesta se analizara con la cuantificacién de citocinas pro-y anti-inflamatorias
en el sobrenadante de estas células cultivadas en presencia de antigeno del

parasito.
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V. HIPOTESIS

Debido a su accién pro inflamatoria conocida, MIF es una molécula necesaria

para controlar la infeccion murina con Trypanosoma cruzi.
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VI. MATERIAL Y METODOS

V1.1 DETERMINACION DEL GENOTIPO DE LOS ANIMALES EXPERIMENTALES
UTILIZANDO PCR.

VI.1.1 Extraccion de DNA:

Se utilizaron ratones machos para los dos grupos a experimentar y se siguio el
método previamente reportado (47). Utilizando siempre guantes, material nuevo, estéril
y libre de DNAsas-RNAsas se obtuvo aproximadamente 0.5 cm de la parte final de la
cola de los ratones experimentales, se llevd acabo la digestion de este tejido en tubos
de 1.8 mL (Eppendorf) previamente identificados, en estos tubos se colocé la cola con
500 pL de buffer de lisis (Apéndice 1) y 20 pL de Proteinasa K (in vitrogen100ug/pl)
durante toda la noche en un incubador a 55°C.

Posteriormente se centrifugé a 14000 rpm durante 10 minutos, se tomd el
sobrenadante con micropipeta y se pas6 a otros tubos Eppendorf con 500ul de
isopropanol frio, se homogenizé invirtiéndolos de manera suave hasta que la
precipitaciéon del DNA fue evidente. Se centrifugé a 14000 rpm durante 1 minuto para
concentrarlo y se decantd la fase liquida para después lavar el boton de DNA con
etanol frio al 75% en el mismo tubo, centrifugandolo a 14000 rpm por 5 minutos, se
dejé evaporar el etanol a temperatura ambiente por lo menos 1 hora. Cuando ya se
tuvo el botén de DNA se secé y resuspendidé en el tubo con 200ul de agua grado

biologia molecular, para nuevamente incubarlo toda la noche a 55°C.
Cuantificacion de DNA: Esta parte se realizd utilizando una dilucion 1:200 de

muestra de DNA en agua. Se calibré con agua el espectrofotometro (Jenway, Genova)

y se leyeron las muestras a 260nm. La concentracion final se obtuvo con el factor de

1D.0. =40ug
VI1.1.2 Amplificacion del gen

Para el reconocimiento del gen para MIF se utilizaron los primers especificos,

referidos en Apéndice 2.
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En éste proceso de PCR se utilizaron tubos nuevos libres de DNAsas-RNAsas
con capacidad de 0.2 mi, en los cuales en una reaccién con volumen final de 25 pl se

colocaron los siguientes reactivos (kit taq Platinum polimerase, In vitrogen) en orden:

Para MIF Para NEO

Buffer 10x 2.5ul 2.5ul
MgCi2 (50mM) 0.75pul 0.75pl
DNTP mix (5mM) 0.5ul 0.5ul
Primer F  (50pM) 5.7u T
Primer R (50pM) 4.8ul Tl
DNA Taq polimerasa (5U/ul) 0.25l 0.25pl
Agua (Sigma) 9.25ul 11l
Muestra DNA 1.25ul 1.25ul

Una vez que se tuvieron los tubos rotulados y con los respectivos reactivos se
colocaron en el termociclador (Corbett Research) con la temperatura de alineacion

mencionada en apéndice 2.

VI1.1.3 Electroforesis

Se utilizd un gel de agarosa (ICN Biochemicals) 1% en Buffer TBE 1x
(Apéndice 1) y 0.1% de bromuro de etidio (Apéndice 1) sobre una camara molde y un
peine de 12 pozos, que se mantuvo a 4°C por 30 minutos para que se solidificara.

Una vez hecho el gel, se hizo una dilucién 1:4 de DNA y se colocaron por pozo,
2ul de muestra previamente diluida en 8 pl buffer de carga blue juice (In vitrogen), a
partir del segundo pozo ya que en el primero se colocaron 3ul del marcador de peso
molecular 100pb (In Vitrogen).

Se colocaron las muestras en la camara hacia el extremo positivo y se corri6 a
80 Volts, 45 Amperes durante 50 minutos. Se observé en un transiluminador con luz

UV y se capturé la foto utilizando el programa Alphalmager.



Vi.2 INFECCION Y MANTENIMIENTO DE LA CEPA DEL PARASITO Trypanosoma
cruzi EN EL LABORATORIO

Una vez determinado tanto el genotipo del grupo control (MIF+/+), como el del
grupo de ratones deficientes de MIF (MIF-/-), se inocularon intraperitonealmente (i.p.)
5000 trypomastigotes sanguineos de Trypanosoma cruzi, cepa Querétaro (donada por
Dra. Bertha Espinoza G., 1.1.B. UNAM) obtenidos por puncién cardiaca de ratones
previamente infectados, los parasitos se resuspendieron en 200 pl de solucidon salina
estéril (Pisa). Para mantener la cepa se realizaron pases sucesivos en ratones
BALBY/c, se infectaron i.p. con 5000 tripomastigotes sanguineos resuspendidos en 200

ul de solucion salina estéril (Pisa), estos pases se realizaron durante todo el proyecto.
V1.3 SEGUIMIENTO DE LA PARASITEMIA EN SANGRE

Para determinar el nivel de parasitemia en sangre de los ratones infectados
MIF+/+ y MIF -/-, se utilizd sangre extraida de la cola de cada uno de los animales
experimentales y se diluyo 1:100 en una solucion de PBS con heparina (Pisa). Se
obtuvieron 5 ul de sangre periférica haciendo un corte en la vena caudal con un bisturi
y esta se homogenizd en 495 ul de PBS/Heparina en un tubo Eppendorf de 1.8 ml.

Después se cargd la camara de Neubauer (Hirschmann Techcolor) con 10 pul
del homogenizado y se contaron los parasitos que habia en los cuatro cuadrantes en

la camara para leucocitos y se cuantificd el niumero total con la formula:
# parasitos / mL= [# parasitos / cuadrantes] [dilucion] [10%]

Sustituyendo:

# Parasitos por ml sangre= # parasitos
--------------- X 100 X 10*

Vi.4 SOBREVIDA
El monitoreo visual de la sobrevida de los ratones infectados MIF+/+ y MIF-/- se

llevo a cabo diariamente en el departamento de bioterio, durante 40 dias posteriores a

la infeccion.
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VI.5 HISTOLOGIA

Esta parte se realizé en el departamento de patologia del I.N.C.I.CH. por el M.
en C. David Cruz Robles.

Después de 11y 22 dias post-infeccion, se extrajeron los corazones de ratones
MIF-/- y ratones MIF+/+ infectados con T. cruzi. Se fijaron en paraformaldehido al 4% y
se realizaron cortes de 15 micras y se tifieron con hematoxilina-eosina, para analizar el
grado de infiltrado leucocitario contando el numero de células observadas en 25

campos tomados al azar a un aumento de 40x.

V1.6 CULTIVO DE PARASITOS

Se utilizé la cepa Querétaro de T. cruzi y se mantuvo en medio de cultivo
bifasico de infusion cerebro corazon (BHI) enriquecido con 10% final de suero fetal
bovino (Gibco) con solucion salina al 0.85% como fase liquida. El agar se prepar6 de

la siguiente forma:

BHI 3.7g4r.
Agar Nutritivo 2.3 gr.
Dextrosa 1.0 gr.
Agua Destilada 100 ml.

El medio de cultivo, la solucion salina y el material de vidrio, como pipetas, se
esterilizé en autoclave por calor himedo a 15 Ibs. de presion durante 15 minutos y
enfriamiento lento.

Los parasitos se resembraron cada 15 dias en medios de cultivo previamente
esterilizados y suplementado con antibiético, observando entre cada resiembra su

viabilidad y estado axénico por medio de microscopia optica.
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V1.7 OBTENCION DE ANTIGENO TOTAL DE Trypanosoma cruzi.

Se utilizaron los diferentes estadios extracelulares de la cepa Querétaro de T.
cruzi de aproximadamente 25 dias de crecimiento en el medio de cultivo, los cuales
se concentraron por centrifugacion a 3000 rpm durante 10 minutos en tubos estériles
de 50 mi. Se decanté el sobrenadante y el botén se lavo tres veces con solucion salina
estéril por resuspension y centrifugacion a la misma velocidad y tiempo anterior.

Posteriormente, se realizo la lisis de las células utilizando Nitrogeno liquido y
un incubador a 55°C para congelar y descongelar respectivamente con un total de 15
ciclos. Se examiné al microscopio la destruccion del parasito y se congel6 hasta su
uso. Posteriormente se determindé la concentracion de proteina total, por el método de

Lowry.
VI.7.1 Cuantificacion de proteinas totales del Ag de T. cruzi

Para determinar la cantidad de proteina total del Ag obtenido se utilizé el
método de cuantificacién de proteinas Lowry modificado (50). Brevemente, se hizo una
curva Standard con albumina bovina serica (ICN, Biomedicals, Inc.) desde Oug hasta
100 ng, se mezclaron los 3 reactivos: solucibn A, solucion B y diferentes
concentraciones de albumina y agregar a cada tubo 3 ml. agitar y dejar reposar 10
minutos en oscuridad. Por ultimo se le adicioné a cada tubo 0.4 ml del reactivo Folin-
Cilcateau (J.T. Baker) diluido 1:2 en agua destilada, se agito y dejo reposar 30 min.
Se leyo en el espectrofotdometro a 500 nm y de blanco se utilizé PBS.

A las muestras obtenidas de la lisis de parasitos se les realizaron 5 diferentes
diluciones: 1:400, 1:300, 1:150, 1:100 y 1:50. Una vez realizadas estas diluciones se
leyé en un espectrofotometro como ya se mencioné utilizando el factor 1 densidad
optica (D.O.) = 40 pg.

Para la curva se utilizaron la D.O. 1 y D.O. 2 de la lectura, el promedio, la
interseccion y la pendiente obtenidos del programa Excel (Microsoft) y se aplicé la
formula Y=mx+b (ver figura 4).

En donde Y = D.O., m = pendiente, x = concentracién y b= interseccion. Se
utilizé el despeje x = (y-b) / m para obtener la concentracion de las diluciones
realizadas.

De las concentraciones obtenidas de las 5 diluciones se tomé el promedio

como la cantidad de Ag total obtenido.

Coeficiente correlacion =0.9941, interseccion = 0.0022 y pendiente = 0.0024



CURVA STANDARD PARA ALBUMINA
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0 0 0 0
1.25 0.0002 0.0037 0.00195
2.5 0.01 0.0047 0.00735
5 0.0167 0.0163 0.0165
10 0.0321 0.0306 0.03135
20 0.0419 0.0435 0.0427
40 0.0939 0.0976 0.09575
60 0.1497 0.149 0.14935
80 0.2018 0.2014 0.2016
100 0.228 0.2343 0.23115

Figura 4.- Curva Standard de albimina, se presentan graficadas las dos densidades
oOpticas obtenidas y el promedio de estas contra la concentraciéon de albumina.
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V1.8 OBTENCION DE PLASMA

En los dias 3, 7, 11, 20 y 30 posteriores a la infeccion se sangraron los ratones.
Se utilizé una caja de madera con un foco de 60 watts (phillips), se sometieron los
ratones durante 3 minutos en esta caja para inducir dilatacion en la vena caudal y
facilitar el sangrado. Con un bisturi se corté en la vena mas sobresaliente para obtener
de 400 a 700 pl en un tubo (Eppendorf) con 10 ul de Heparina (Pisa). El tubo con
sangre se centrifugd durante 15 minutos a 3000 rpm, se pasoé el sobrenadante a otro
tubo previamente identificado y se mantuvieron en congelacién a -70°C hasta su uso

en la determinacién de citocinas y Ac’s.
VI.9 CULTIVO DE CELULAS DE BAZO

En los dias 11 y 22 post-infeccién se sacrificaron 3 ratones MIF-/- y 3 ratones
MIF+/+ igualmente infectados. En condiciones asépticas, dentro de una campana de
flujo (VECO) se les extrajo el bazo como previamente se describid (67) brevemente, se
separaron las células del resto del tejido utilizando separadores celulares (B.D. Falcon,
cell strainer) y se depositaron las células en tubos estériles de 10 ml (Nalge, Nunc Int).
Para concentrarlas se centrifugd a 2500 rpm por 5 minutos y posteriormente fueron
tratadas con 3 ml de solucion hemolizante (apéndice 1) durante 10 minutos para
eliminar los eritrocitos restantes. Se centrifugaron por 5 minutos y se decantaron. A
las células libres de eritrocitos se agregé 2 ml de medio D-MEM (Gibco, suplementado
con D-glucosa y libre de L-Glutamina, 10% SFB y streptomicina) para homogenizar y
contar las células viables utilizando la prueba de exclusion con azul tripano, tomando
20 pl de muestra y 20 pl de azul tripano (Sigma chemical co). En la parte de linfocitos
de la camara de Neubauer se colocaron 10 pl con micropipeta estéril del
homogenizado y se contaron los 5 cuadrantes para obtener el numero de leucocitos
por mililitro, para después ajustar a 3X10° células/ ml con medio D-MEM. Se
colocaron 100 pul por pozo en una placa de cultivo celular de 96 pozos (B.D. Falcon),
para obtener una concentracion final de 3X10° células/pozo. Una vez colocadas las
celulas en la placa, se utilizaron 25 ng por ml de Ag total de T. cruzi obtenido del
medio de cultivo y lisados por choque térmico. Esta re-estimulacion se llevo a cabo por
5 dias en un incubador a 37°C con 5% de CO, y terminado el tiempo indicado, se
recolectaron los sobrenadantes y congelaron a -70°C hasta su uso para cuantificar la

produccion de citocinas por ELISA.
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VI.10 DETERMINACION DE LOS NIVELES DE CITOCINAS EMPLEANDO LA
TECNICA DE ELISA (sandwich).

La medicién se realizd en los dias 3, 7, 11, 20 y 30 posteriores a la infeccion.
Se utilizaron los pares de anticuerpos de Pharmingen (Becton Dickinson co.) para
detectar IFNy, IL-4, IL-10, IL-12 y el kit de Peprotech para TNFa, IL-18 e IL-1j3. En
todos los casos el procedimiento fue similar, se siguieron las indicaciones del

proveedor y como previamente se reporto (73).
VI1.10.1 Sensibilizacion de la placa

Se diluy6 el anticuerpo de captura 2ug/ml en el buffer de pegado (apéndice 1)
se homogenizo y se colocaron 100 ul por pozo utilizando una micro pipeta multicanal
(Finnpipette) en una palca para ELISA de 96 pozos (NUNC, Maxisorp). Para que se
llevara a cabo la reaccion de pegado del anticuerpo a la placa, esta ultima se cubrio

con papel aluminio e incubd a 4°C toda la noche.
VI.10.2 Muestras y curva

Al dia siguiente se saco la placa del cuarto frio y se lavo 3 veces con la
solucién de lavado (Apéndice 1), se seco por aspiracion y durante una hora a 37°C
se bloqueo el pegado inespecifico con 200 ul de solucion de blogqueo (Apéndice 1),
después se lavo tres veces mas y se seco por aspiracion.

En el caso de los cultivos celulares se utilizaron 50 pl de sobrenadante y 25 nl
para el plasma se colocaron en los pozos correspondientes para las muestras,
posteriormente, para poder extrapolar los valores de densidad optica se realizé una
curva patrén con la correspondiente citocina recombinate murina, con diluciones al
doble para cada una de las placas y se utilizaron las dos primeras lineas de cada
placa, diluidas en solucion de bloqueo. Las curvas se iniciaron partiendo de 50 ng

hasta 0.01 ng y nuevamente se incubé la placa toda la noche a 4°C.
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V1.10.3 Revelado del ELISA

La placa se llevé a temperatura ambiente, se lavd 4 veces y se secO por
aspiracion para adicionar el anticuerpo correspondiente a cada citocina marcado con
biotina en un volumen de 100 ul por pozo de una dilucién de 2 pg/ml de anticuerpo
con biotina en solucién de bloqueo, se incubdé por una hora a 37°C. Terminado el
tiempo de incubacion se lavo 4 veces la placa y se secé por aspiracion.

Se preparé una dilucion de 1:5000 de enzima streptoavidin peroxidasa
(Amersham Biosciences) en solucion de bloqueo, para obtener un volumen final de 10
ml! de esta diluciéon y colocar 100 ul por pozo para dejar incubar las placas por 35

minutos a temperatura ambiente.
Por ultimo, se lavé 7 veces la placa después de la incubacion con la enzima,

se preparo la solucion del sustrato de la enzima que es, 100 pl de H,O, al 3%
(J.T.Baker) en 10 ml de ABTS (Apéndice 1) para poner 100 ul por pozo, se dejé a
temperatura ambiente 10 minutos y se llevé al lector de placa (Thermo Labsystems,
Multiskan Ascent) utilizando un filtro de 405 nm de longitud de onda.
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VI.11 DETERMINACION DE NIVEL DE ANTICUERPOS ESPECIFICOS (IlgG2a é
IgG1) ANTI-Trypanosoma cruzi EN PLASMA

VI1.11.1 Sensibilizacion de la placa con Antigeno

La cuantificacion de Ac’s se realizé en los dias 7, 11, 20 y 30 posteriores a la
infeccion y se utilizé el método previamente reportado (66). Se utilizé una placa de 96
pozos (Nunc, Polisorp). Se diluyé 10 pg/ml de antigeno total de T. cruzi cepa
Querétaro (obtenidos por lisis celular de este parasito mantenido en medio de cultivo,
Apéndice 1) en PBS pH 9 y se colocaron 100 ul por pozo, se cubri6 la placa y se

incub6 toda la noche a 4°C.
VI1.11.2 Muestras

Después de dicha incubacion las placas se lavaron 2 veces con solucion de
lavado (Apéndice 1) y se secaron por aspiracion, una vez secas, se bloqued el pegado
inespecifico con 200 ul de solucion de bloqueo durante una hora en un incubador a
37°C. Terminado el tiempo de bloqueo, se lavo 4 veces y se secaron las placas para
colocar las muestras partiendo de una dilucién de 1:25 para los dias 7 y 11, mientras
que para los dias 20 y 30 en los cuales se espera mayor cantidad de anticuerpos se
utilizd la dilucion 1:50. Ya colocadas las muestras se incubaron las placas durante

hora y media a 37°C, nuevamente se lavaron 4 veces y secaron por aspiracion.
VI.11.3 Revelado del ELISA

Ya secas las placas se les colocé 100 pl por pozo del anticuerpo anti-lgG2a
(Zymed) vy anti- IgG1 (zymed), segan fue el caso diluido 1:500 en una solucién de 75%
PBS y 25 % SFB (suero fetal bovino,Gibco) y se incubo por una hora a 37°C.

Por ultimo se lavaron las placas 6 veces y secaron por aspiracion, para
después colocar 100 pl de la solucion de revelado compuesta por 10 ml de ABTS
(Apéndice 1) y 100ul de H,O, al 3% (J.T. Baker.) Se espero 30 minutos a temperatura
ambiente para obtener la coloracién y se utilizo el filtro de 405 nm de longitud de onda,

en un lector de ELISA (Termo Labsystems).
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VI.12 ENSAYO DE RT-PCR EN CELULAS DEL CORAZON.
VI1.12.1 Obtencion de RNA total de corazon:

A los dias 22 posteriores a la infecciéon se sacrificaron 2 ratones MIF+/+ y 2
ratones MIF-/- igualmente infectados y se realizé el ensayo de RT-PCR como
previamente se reportd (37). En condiciones de esterilidad se les extrajo el corazon y
utilizando una placa de cultivo celular de 24 pozos (Nunc), se homogenizé el corazéon
en un mililitro de trizol (Invitrogen), se tomo el liquido evitando los restos de tejido con
micropipeta y puntas libres de RNasas y se deposité en tubos de 1.8 ml (Eppendorf)

para congelarlos a -70°C hasta su uso.
Una vez descongeladas las muestras en los tubos, se agrego por cada tubo 6

muestra 200 pl de cloroformo frio, se agité suavemente y se dejé a temperatura
ambiente por 10 minutos, terminado el tiempo indicado se centrifugaron a 12000 rpm
durante 15 minutos y el sobrenadante se paso a otros tubos con 500 pul de Isopropanol
frio, se mantuvieron a temperatura ambiente otros 10 minutos y se centrifugan a
14000 rpm por 10 minutos para obtener el concentrado de RNA que se resuspende y
lava 2 veces con etanol al 75% y se deja secar en campana de flujo laminar y por

ultimo se resuspenden en 20 pul de agua estéril y almacena a -70°C hasta su uso.

VI.12.2 Transcripcion reversa para hacer DNA complementario (cCDNA)

Se utilizé el Kit First Strand Synthesis Superscript 1l (In vitrogen) Brevemente,
se utilizaron 3ug de RNA total y se siguid el protocolo propuesto por el proveedor (In

Vitrogen).

Dentro de la campana de flujo laminal (Veco) se realizé la mezcla de los
componentes del kit en tubos libres de RNAsas de 0.2 ml con los siguientes

volumenes:
10 mM dNTP mix 1ul
Oligo (dT) (0.5 pug/ul)  1pl

Los volumenes que contenian los 3ug de RNA total eran variables en las
diferentes muestras de los ratones, pero se ajustaron a 10 pl con agua grado

molecular (sigma Aldrich) para cada reaccion, se incubo por 5 minutos a 65°C en el

25



termociclador (corbett research) y los tubos se colocaron 1 minuto en una cama de
hielo. Después de esta incubacion a cada tubo se le adicioné los siguientes

componentes con el volumen indicado:

Buffer 10X RT 2l
25 mM MgCl 4yl
0.1 MDTT 24l

Inhibidor de RNAsa (RNAse OUT) 1 ul

Se agitaron suavemente los tubos y se incubaron 2 minutos a 42°C, para
posteriormente adicionar a cada reacciéon 1 pul de enzima Superscipt Il RT (50
unidades), se incubo por 50 minutos a 42°C. Para terminar esta reaccién los tubos se

incubaron a 70 °C por 15 minutos y se colocaron en hielo por 5 minutos.

Cuando se obtuvo el cDNA a cada tubo se le agrego 1 ul de enzima
degradadora de RNA (RNAse H) y se incubo a 37°C por 20 minutos. Una vez
terminado el procedimiento indicado se realizé una dilucion 1: 200 de la muestra en
agua grado molecular para cuantificar la cantidad de cDNA obtenido, leyéndolo a 260

nm en un espectrofotémetro (Jenway) y se almaceno a —70°C hasta su uso.
VI1.12.3 Amplificacion del cDNA

Cuando se determin6 la cantidad de cDNA obtenido de cada ratén, con el
objetivo de realizar un analisis semicuantitativo de diferencias en la transcripcion de
los diferentes genes analizados (IFNy, RANTES, TLR-4, B actina y GAPDH) se ajusto
a la concentracion de 30 ng/ul y se hicieron diluciones de este 1: 2 y 1:4 finalizando

en 15y 7 ng respectivamente.

Los primers especificos que se utilizaron para cada gen son los referidos en el

Apéndice 2.
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Las reacciones se prepararon en tubos nuevos y libres de DNAsas con 0.2 ml de

capacidad. Las mezclas se llevaron al volumen final de 25 ul con las siguientes

concentraciones:

Buffer 10 X 2.5l
MgCl (25mM) 0.75 pl
DNTP mix (5mM) 2 ul

F (50pM) 1l
R (50pM ) 1 ul
Taq Polimerasa (5 U/pnl) 0.25 pl

(Taq rTth para GAPDH, Roche)

La temperatura de alineacién que se utilizé en el termociclador (Corbett Research) fue

el mismo para los diferentes genes, excepto para el de GAPDH (apéndice 2).
V1.12.4 Electroforesis del gen amplificado

Para esta parte se hizo un gel de agarosa al 1.5 % en buffer TBE 1X (apéndice
1) con 30 pl de bromuro etidio (apéndice 1) y en una camara molde se solidifico a 4°C
por 30 minutos. Una vez terminado el programa de ciclado a cada tubo se le adiciono
6 ul de buffer de carga (In Vitrogen), se homogenizo y se tomaron 10 ul de muestra en
cada pozo. Por ultimo se coloco en el primer pozo 3 pl de marcador de peso molecular

de 100 pb y se corrio durante 50 minutos a 85 volts y 45 amperes.

Para observar y capturar la imagen de las bandas obtenidas el gel se llevé a un

transiluminador con luz UV y se utilizé el programa alphaimager.
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V1.13 CITOMETRIA DE FLUJO PARA CARACTERIZAR LA POBLACION CELULAR
RECLUTADA AL SITIO DE INFECCION

Cuando se cumplieron 22 dias post-infeccion se decidié analizar las células
reclutadas en la cavidad peritoneal. Ratones MIF+/+ y MIF-/- infectados con T. cruzi se
sacrificaron. En la campana de flujo, se inyectaron i.p con 5 ml de soluciéon salina
estéril (pisa) para realizar un lavado peritoneal y con la jeringa se recuperaron células
totales de peritoneo, que se colocaron en tubos de 15 ml previamente identificados.
Los tubos con las células se centrifugaron durante 10 minutos a 2000 rpm para
concentrarlas, se decanto el sobrenadante, dentro de la campana, se resuspendio el
boton de células y se les adicioné a cada tubo 3 ml de buufer para FACS (apéndice 1).
Se homogenizé la suspension y se contd en camara de Neubauer . Se ajustaron con
buffer de FACS a 1 millébn de células por ml. y se pasaron a tubos para andlisis de
citometria (Falcon, B.D.), donde nuevamente se concentraron las células centrifugando
10 minutos a 2000 rpm para decantar y resuspender con 200 pl del mismo buffer. Por
uitimo 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 0.2ug marcados de la siguiente manera:

Gr-1 Ly6g - PE (ficoeritrina,Caltag Laboratories)
IFNyRa- FITC (fluoresceina, Santacruz Biotechnology)
TLR-2- FITC (fluoresceina, Santa Cruz Biotechnology)

Una vez agregados los anticuerpos se incubo durante 30 minutos a 4°C, se
lavaron las células 2 veces mas con buffer de citometria y se utiliz6 el programa Celi
Quest y la maquina FACSCalibur (Becton Dickinson) para la captura y analisis de cada

muestra.
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VI.14 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

Se utilizé el programa Graph pad Prism 3.0. para obtener el promedio y error estandar
de los datos, asi, como para comparar las diferencias por medio de la prueba de t no
pareada. Los valores de p menores a 0.05 se consideraron significativamente

diferentes.
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VIl. RESULTADOS

Vi.1 DETERMINACION DEL GENOTIPO DE LOS RATONES DEL GRUPO
CONTROL Y EL GRUPO EXPERIMENTAL.

En la figura 5 se muestra una electroforesis en gel de agarosa del amplificado
del gen para MIF, en el carril 2 y 3 la amplificacion del gen funcional para MIF (MIF+/+)
del grupo de ratones utilizado como control. El producto de amplificacion para MIF
tiene un tamarno de 200 pb. En los carriles del 4 al 11 se observa solamente la banda
representativa del gen de neomicina (Neo) con un tamario de 500 pb y esta ausente la
banda para el gen de MIF (MIF-/-). Estas muestras pertenecen al DNA de los ratones
carentes de MIF. Por ultimo en el carril nimero 12 se muestra la amplificacion del DNA
de un ratén heterocigoto (MIF+/-) portador del gen de neomicina, pero también del gen
de MIF.

Con este ensayo se comprob6é que cada uno de los individuos utilizados en el
presente trabajo cumplieran con la condicién de ser silvestre (MIF+/+) 6 Knockout en
el gen de MIF (MIF-/-).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

500 pb

200 pb

100 pb

MIF +/+ MIF -/- MIF +/-

Figura 5.- Determinacion del genotipo del grupo control (MIF+/+) y del grupo
experimental (MIF-/-) utilizando PCR. Ademas se muestra el genotipo de un ratén

heterocigo (no utilizado en este trabajo).
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Vil.2 PARASITEMIA

Con el fin de comparar los niveles de parasitos en circulacion entre los ratones
control (MIF+/+) y experimentales (MIF-/-) se realizé un seguimiento en los primeros
40 dias posteriores a la infeccion. En la figura 6 se muestran los resultados promedio
obtenidos de 4 experimentos independientes. Los ratones MIF+/+ presentaron

crecimiento del parasito en una curva tipica, con un pico maximo de parasitemia
alrededor del dia 23 y con un promedio de 4)(106 parasitos/ml. En cambio los ratones

MIF-/- presentaron casi desde el inicio de la infeccién mayor numero de parasitos en
sangre. Estas diferencias fueron mas marcadas en el dia 23, 27 y 31 post-infeccion. El
punto mas alto en el nivel de parasitos circulantes en los ratones MIF-/- se alcanzo6 el

dia 27 y fue de 13)(106 parasitos/ml.

Los ratones MIF-/~- presentaron 3 veces mas el nivel de parasitos en sangre en
el pico de parasitemia (dia 27), respecto al grupo control. Es importante observar
también que a partir del dia 23 post-infeccion, en el que los ratones MIF+/+
presentaron el pico de parasitemia, se observo una tendencia al control de la
duplicacion del parasito, mientras que en ese mismo punto en los ratones MIF-/- se
observé todavia mayor incremento en la parasitemia. Por otra parte, al dia 35 post-
infeccion en los ratones MIF+/+ ya no se detectaron parasitos circulantes en sangre, a
diferencia de los ratones MIF-/-, en los que aun se encontré un numero significativo de
parasitos circulando.
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Figura 6.- Evolucién de la parasitemia después de la infeccion i.p. con 5000
trypomastigotes sanguineos de T. cruzi cepa Querétaro. Los ratones MIF-/- (A) son

mas susceptibles que los ratones MIF+/+ (O). Los datos muestran la media + ES de al

menos 16 ratones correspondientes a 4 experimentos independientes. * p<0.05 y **
p<0.001 ambos casos con respecto al control. Los promedios se compararon con

prueba de t (Graphpad Prism).

VIil.3 SOBREVIDA

Con el fin de determinar el papel de MIF en la resistencia o susceptibilidad, en
los ratones MIF+/+ y MIF-/- similarmente infectados con T. cruzi, se monitore6 la
sobrevida durante los primeros 40 dias post-infeccion.

Con la dosis de T. cruzi utilizada (5000 tripomastigotes) se observé que los
ratones MIF+/+ tuvieron una sobrevida del 70% después de 40 dias de infeccion
(Fig.7). Por el contrario, los ratones MIF-/- que recibieron una dosis igual de parasitos
tuvieron una menor capacidad tanto para controlar la infeccion (Fig 6) como para
sobrevivir a la misma, ya que solo sobrevivio el 30% de estos ratones (Fig.7).
Alrededor del dia 23 p.i. (coincidentemente con la separacioén del nivel de parasitemia
entre grupo control y grupo experimental), murieron mas rapidamente los ratones MIF-
/- reflejando que el nivel de parasitos en sangre, en este modelo experimental influyod
en la sobrevida de los ratones. A pesar de que en los ratones MIF-/- infectados no se
observd 100% de mortalidad, fue significativa la diferencia en el porcentaje de

sobrevida entre los ratones MIF+/+ y MIF-/-, sugiriendo que en ausencia de MIF los
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ratones fueron mas susceptibles a T. cruzi, y en consecuencia también resalta la

importancia de MIF en la respuesta inmune contra esta infeccion.

Infeccion con T. cruzi

100g ——— —
—o— MIF+/+
- —&— MIF-/-
© 754
>
[+4]
S %
(=} 50"
7]
b
254
0 L L L 1
0 10 20 30 40

Tiempo Post-infeccion (dias)

Figura 7.- Curva de sobrevida de los ratones MIF+/+ ( A) vs ratones MIF-/- (O) ante un

inoculo i.p. de 5000 tripomastigotes sanguineos de la cepa Querétaro. Los datos son
representativos de 4 experimentos diferentes. * p<0.05 respecto al control con la

prueba log rank , (Graphpad Prism).

VIL.4 HISTOLOGIA
En las figuras 8 y 9 se muestran los cortes hechos en el corazén de ratones

MIF-/- y MIF+/+ infectados con T. cruzi a los 11 y 22 dias p.i.. Se observé que al dia
11 post-infeccion no hay nidos de amastigotes en ninguno de los grupos de ratones
infectados (MIF-/- vs MIF+/+), ademas las fibras musculares del corazéon se
encontraron en un estado normal, es decir no se encuentran en distension (fig. 8).

En cambio al dia 22 post-infeccion se observé que los ratones MIF-/-
presentaron varios nidos de amastigotes y un notable dafio en las fibras del misculo
cardiaco comparados con los ratones MIF+/+, en los cuales no se observaron nidos de

amastigotes y el darfio fue menor en las células del corazon (fig. 9)
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(a) MIF-/-

(b) MIF+/+

Figura 8.- Se muestra un corte de corazén representativo de los ratones MIF-/-
y otro corte de MIF+/+ infectados con 5000 tripomastigotes de T. cruzi, estos cortes se
realizaron a los 11 dias post-infeccion. No se observa dano en las fibras del corazén
ademas, no hay nidos de amastigotes. Las imagenes que se presentan estan con el
aumento de 40X.



(a) MIF-/-

Figura 9.- Cortes de corazén de ratones infectados con 5000 tripomastigotes
sanguineos de T. cruzi. Estos cortes se realizaron al dia 22 post-infeccién y se observo
que en los ratones MIF-/- (A) ya son notables los nidos de amastigotes (flechas),
mientras que en los ratones MIF+/+ no se encontré ninguno (B). De igual forma,
debido a la infeccibn se observa que las fibras musculares se encuentran mas
dafadas en los ratones MIF-/- (cabeza de flecha), mientras que en los ratones MIF+/+
el dafo en las fibras es menor (flecha).



VIl. 5 NIVEL DE CITOCINAS EN SUERO

VII.5.1 Citocinas pro- inflamatorias

Con el propésito de determinar la produccion de algunas citocinas pro-
inflamatorias secretadas por los ratones MIF-/- y MIF+/+ infectados con T. cruzi, se
obtuvieron y analizaron sueros de diferentes tiempos post-infeccion. Asi, en las figuras
10 y 11 se puede observar que los niveles de IL-13 e IL-18 en los ratones MIF-/-
fueron significativamente menores durante los primeros 11 dias p.i. comparados con
los niveles de estas mismas citocinas encontrados en el suero de los ratones MIF+/+.
Sin embargo, a partir del dia 20 p.i. el nivel de estas citocinas en los ratones MIF+/+

disminuy6 perdiéndose las diferencias entre ratones MIF+/+ y MIF-/-.

—0— MIF+/+
—a— MIF-/-

(pg/mL)

3 7 1 20 30

Tiempo Post-infeccion (dias)

Figura 10.- Nivel de IL-1$ en suero de ratones MIF-/- y MIF+/+ infectados con 5000
trypomastigotes de T. cruzi. Los ratones MIF-/- después de la infeccion tuvieron
significativamente disminuido el nivel de IL-13 comparado con los ratones MIF+/+. Los
resultados obtenidos representan la media + ES de 2 experimentos independientes,
con iguales resultados y con al menos 9 ratones por punto hasta el dia 20 y con 4 en
el dia 30. **p< 0.001 prueba de t (Graphpad Prism).
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Figura 11.- Nivel de IL-18 en suero de ratones MIF-/- y MIF+/+ infectados con T.
cruzi. Después de la infeccion en los ratones, se observo que los ratones MIF-/-
tuvieron significativamente disminuida la produccién de IL-18 comparado con los
ratones MIF+/+, dicha disminucion, a diferencia del resto de las citocinas, se prolongd
hasta los primeros 20 dias p.i. Los datos graficados son la media + ES de al menos 10
ratones por punto, excepto al dia 30 y representan 2 experimentos independientes.

** P<0.001, prueba de “t" de students (Graphpad Prism).

Por otra parte, también se determind en suero la produccion de citocinas como
IL-12, IFNy y TNFq En las figuras 12, 13 y 14 (IL-12, IFNy y TNFa , respectivamente)
se puede observar que los niveles de estas citocinas en los ratones MIF-/- con
respecto a los ratones MIF+/+ estuvieron disminuidas significativamente los primeros 3

y 7 dias p.i., aunque después se reestablecio la produccién de estas.
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Figura 12.- Nivel de IL-12 en suero de ratones MIF-/- y MIF+/+ infectados con T. cruzi.
Durante los primeros 7 dias post-infeccion los ratones MIF-/- no tuvieron un nivel
detectable de IL-12, hecho contrario a los ratones MIF+/+. Después los ratones MIF-/-
empezaron a producir IL-12, pero fue hasta el dia 20 p.i. que igualaron la produccion
de los ratones MIF+/+. La grafica presenta los promedios + ES de la medicion que se
llevo a cabo en 15 ratones por punto, excepto el dia 30 y representan 3 experimentos
independientes. Los promedios se compararon por prueba de “t” y *p<0.05 (Grphpad

Prism).
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Figura 13.- Los ratones MIF-/- tienen una produccion disminuida de IFNy solo al inicio
de la infecciéon comparados con el suero de los ratones MIF+/+. Después de infectar
con T. cruzi a los ratones MIF-/- y de igual forma a ratones MIF+/+, la diferencia en la
produccion de IFNy, solo fue al inicio de la infeccion. Los puntos graficados
representan el promedio + ES de 12 animales, excepto dia 30, de 3 experimentos
independientes. *<p0.05 prueba de t (Graphpad Prism).
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Figura 14.- La produccion de TNFa, coincidentemente con la produccion de IFNy en el
suero de los ratones MIF-/-, solo se vio afectada en los primeros 7 dias posteriores a la
infeccion T. cruzi. Los datos mostrados son el promedio + ES de 12 ratones por punto,
excepto dia 30, de 3 experimentos independientes.*p<0.05 y **p<0.001 comparacion

por prueba de “t" (Graphpad Prism).

VIl.4.2 Citocinas anti-inflamatorias

La IL-4 e IL-10 son citocinas consideradas dentro del grupo con efectos anti-
inflamatorios (1). En la infeccién aguda con Trypanosoma cruzi niveles altos tanto de
IL-4 como de IL-10 y otras citocinas como TGF- han sido asociados a mayor
susceptibilidad (21, 54, 75). En este trabajo de tesis se determind la concentracion en
suero de IL-4 e IL-10. En la figura numero 15 se muestran los niveles en suero de IL-4
en los dias 3, 7, 11, 20 y 30 post-infeccion de los dos grupos experimentales (MIF-/- y
MIF+/+). Los niveles de IL-4 se encontraron disminuidos en los primeros 7 dias
posteriores a la infeccion en el grupo de ratones MIF-/-, mostrando que estos ratones
no deben su mayor nivel de susceptibilidad a un exceso en la produccion de IL-4.
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Figura 15.- Nivel de IL-4 en el suero de los ratones MIF+/+ y MIF-/- infectados con T.
cruzi.. Los datos representan el promedio + ES de 10 ratones por punto, excepto dia
30, de 3 experimentos independientes.*p<0.05 y **p<0.001 prueba de *“t" para
comparar promedios (Graphpad Prism).

En cuanto a IL-10 no hubo diferencias en el nivel secretado de esta citocina
entre los ratones MIF-/- y MIF+/+, excepto al dia 7 post-infecciéon (fig.16). Sin embargo,
cabe hacer notar que los niveles de IL-10 detectados inicialmente en el dia 3,
disminuyeron desde entonces significativamente hasta el dia 30 tanto en los ratones
infectados MIF+/+ como los ratones MIF-/-.
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Figura 16.- Nivel de IL-10 en suero de los ratones MIF-/- y MIF +/+ infectados con T.
cruzi.. A excepcion del dia 7 post-infeccién la produccion de esta citocina fue la misma
tanto en los ratones MIF-/-, como en los ratones MIF+/+. La grafica muestra los
promedios de 10 ratones por punto, excepto dia 30, de 3 experimentos
independientes.*p<0.05 se considero significativo por prueba de t (Graphpad Prism).

40



VIi.5 CUANTIFICACION DE ANTICUERPOS Ag-ESPECIFICOS
VIL.5.1 Nivel de 1gG2a anti-Trypanosoma cruzi en suero.

La grafica nimero 17 es representativa de 2 experimentos con resultados
practicamente idénticos, en los que se realizé una cinética de la produccién de
anticuerpos en los puntos indicados. El isotipo IgG2a se ha utilizado como marcador
de una respuesta de tipo Th1, ya que esta bien establecido que el cambio 6 “switch”
del anticuerpo hacia éste isotipo es favorecido por este tipo de respuesta,
especificamente por el IFNy (1).

En nuestro modelo experimental se observo que en los dias 7 y 11 posteriores a la
infeccién los niveles de 1gG2a son muy bajos en ambos grupos de ratones (MIF-/- vs
MIF+/+) no habiendo diferencias en estos tiempos, mientras que en los dias 20 y 30
post-infeccion, cuando posiblemente ya se inici6 una respuesta inmune de tipo
adquirida, se not6é claramente que los ratones MIF+/+ tienen la capacidad de producir
13 y 10 veces mas este isotipo respectivamente en los puntos de tiempo analizados

que los ratones MIF-/-.

IgG2a Ag-Especifico —O—MIF +/+
—a—MIF /-

Punto ultimo de titulacion

Tiempo Post-infeccion (dias)

Figura 17.- Nivel de IgG2a Ag-especifico en el suero de ratones MIF+/+ y MIF -/-
infectados con T. cruzi. Los ratones MIF+/+ muestran una tendencia hacia el aumento
de este Ac. con el tiempo y que tal vez se mantenga después de los 30 dias post-
infeccion. Por el contrario los ratones MIF-/- no producen la misma cantidad de IgG2a
a partir del dia 20 post-infeccion. Los datos presentados son el promedio + ES de 8
ratones de 2 experimentos con resultados iguales en donde *p<0.05 y ** p<0.001,

prueba de t (Graphpad Prism).
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VII.5.2 Nivel de IgG1 anti-Trypanosoma cruzi en suero.

La grafica nimero 18 es representativa de 2 experimentos con iguales
resultados. Los niveles de este anticuerpo en suero estan disminuidos los primeros 11
dias posteriores a la infeccion en los ratones MIF-/-, pero a partir del dia 20 y hasta el
dia 30 del seguimiento de la infeccion estos ratones lograron producir el mismo nivel

de IgG1 con respecto al grupo de ratones infectados MIF +/+.
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Figura 18.- Cuantificacién de IgG1 anti-Trypanosoma cruzi en el suero de los ratones
MIF -/- y MIF +/+. A pesar de ser una etapa muy temprana de la infeccion se logré
detectar IgG1 en el suero de los ratones MIF+/+. Por el contrario en estos primeros
dias no se pudo detectar este anticuerpo en los ratones MIF-/-, sin embargo, a partir
del dia 20 post-infeccion el nivel fue el mismo en los dos grupos. Los valores
presentados son el promedio + ES de la cuantificacion de éste Ac en 8 ratones de 2

experimentos independientes, con resultados similares y ** p<0.001 prueba de t

(Graphpad Prism).
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VI.6 PRODUCCION DE CITOCINAS DE CELULAS DE BAZO ANTE UNA RE-
ESTIMULACION In-vitro CON Ag TOTAL DE Trypanosoma cruzi.

VII.6.1 Citocinas pro-inflamatorias

En los dias 11 y 22 post-infeccion fueron sacrificados ratones de ambos grupos
(MIF +/+ y MIF -/-). Se obtuvieron células totales de bazo y se reestimularon con Ag
total de 7. cruzi por 5 dias, como ya se detalldo en material y métodos. En el
sobrenadante de dichos cultivos se determiné la produccion de IL-12, IL-18, TNFq, IL-
1B e IFNy. Se observé que al dia 11 posterior a la infeccion el nivel de IL-12, IL-18,
IFNyy TNFa en los ratones MIF-/- estuvo disminuido y fue estadisticamente
significativo cuando se comparo con los ratones MIF +/+. Sin embargo, esta diferencia
se perdid conforme la infeccion avanzd, ya que a los 22 dias post-infeccion, a
excepcion del IFNy, los 2 grupos de ratones produjeron niveles similares de esta
citocina (Figuras 19, 20, 21, 22 y 23).
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Figura 19.- Nivel de IFNy en sobrenadante del cultivo de células de bazo después de
una re-estimulacion in vitro con Ag total de T. cruzi. A los 11 dias post infeccién las
células de los ratones MIF-/-, no pueden producir la misma cantidad de IFNy que las
células de los ratones MIF+/+. Por el contrario al dia 22 p.i. los ratones MIF-/- logran
producir significativamente mas IFNy que los ratones MIF+/+, ademas de que estos
ultimos tienen una significante caida en la producciéon de esta citocina . Los valores
graficados son el promedio de 8 ratones de 3 experimentos independientes en donde

**p<0.001 y *p<0.05, prueba de t (Graphpad Prism).

43
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Figura 20.-Nivel de IL-12 en sobrenadante de cultivo de células de bazo de ratones
MIF-/- y MIF+/+, después de una re-estimulacién con Ag total de T. cruzia 11 y 22
dias post-infeccion. Los ratones MIF-/- tuvieron una produccién disminuida solo en el
tiempo mas temprano, en el dia 22 p.i. el nivel es el mismo debido a que los ratones
MIF+/+ dejan de producir IL-12. Se muestran los valores promedio + ES de 8 ratones
de 3 experimentos que se realizaron independientemente.

Prueba de t ** p< 0.001(Graphpad Prism).
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Figura 21.- Nivel de IL-18 en el sobrenadante de células de bazo de ratones MIF-/- y
ratones MIF+/+ después de re-estimular con Ag total de T. cruzi. El nivel de 1L-18 se
observé disminuido en los ratones MIF-/- solo a 11dias p.i. ya que para el dia 22 los
ratones MIF-/- tuvieron un significante aumento de produccion de IL-18. La grafica
representa promedio + ES de 8 ratones que formaron parte de 3 experimentos
independientes. * p<0.05Prueba de t (Graphpad Prism).
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Figura 22.- Nivel de TNFa en sobrenadante de células de bazo de ratones MIF-/- y
ratones MIF+/+ re-estimuladas con Ag total de T.cruzi . Las células de los ratones MIF

-/~ a los 11 dias p.i. no pueden producir el mismo nivel de TNFa que las células de los
ratones MIF+/+, esta disminucién se perdié con el paso del tiempo, ya que para el dia
22 los 2 grupos de ratones tuvieron un aumento significante, pero estuvieron al mismo
nivel. Los datos que se muestran son el promedio + ES de 8 ratones provenientes de 3

experimentos con resultados similares. *p<0.05 Prueba de t (Graphpad Prism).
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Figura 23.- Nivel de IL-18 en sobrenadante de cultivo de células de bazo re-
estimuladas con Ag de T. cruzi. Tanto las células de los ratones MIF-/-, como las de
los ratones MIF+/+ pueden producir IL-18 al mismo nivel en los distintos puntos de
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tiempo, en los cuales se realizé la cuantificacion de esta citosina, ademas no se

encontraron diferencias en produccién del dia 11 al dia 22 p.i..

VII.6.2 Citocinas anti-inflamatorias

Por otro lado, la determinaciéon de los niveles de citocinas anti-inflamatorias
como son IL-4 e IL-10 se realiz6é igualmente en el sobrenadante del cultivo ante una
respuesta Ag-especifica. En las figuras nimero 24 y 25 se puede observar que la
ausencia de MIF no afecto la produccién de estas citocinas, en el dia 11, ni en el dia
22 posteriores a la infeccion, asi, como tampoco entre estos 2 dias, ya que los niveles
en los sobrenadantes del cultivo no fueron diferentes entre los dos grupos de ratones

infectados.

O MIF+/+
u MIF-/-

IL-4 CELULAS DE BAZO

11 22
Tiempo Post-infeccion (dias)

Figura 24.- Nivel de IL-4 en sobrenadante del cultivo de células totales de bazo re-
estimuladas con Ag de T. cruzi, obtenidas a dos diferentes tiempos de ratones MIF-/- y
ratones MIF+/+ infectados. Se observé que las células de los ratones MIF-/- producen
la misma cantidad de IL-4, comparadas con las células obtenidas de los ratones
MIF+/+ y no se encontré aumento significante del dia 11 al dia 22 p.i. La grafica
representa el promedio de 8 ratones de 3 experimentos independientes. Prueba de t
(Graphpad Prism).
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Figura 25.-Nivel de IL-10 en el sobrenadante de cultivo de células de bazo re-
estimuladas con Ag total de T. cruzi obtenidas de ratones MIF-/- y ratones MIF+/+
infectados con T. cruzi. Al igual que en el caso de |IL-4, el nivel de IL-10 no se vio
afectado en los ratones MIF-/- y mostrando que MIF regula diferencialmente a las
citocinas y en condiciones distintas, ya que fue re-estimulacion in vitro. Los datos son
el promedio de 8 ratones por grupo que representan 3 experimentos independientes.

Prueba de t (GraphPad Prism).
VII.7 ENSAYO DE RT-PCR EN CELULAS DEL CORAZON.

Con el fin de investigar tras la infeccion con T. cruzi, si existio una regulacion a
nivel transcripcional de algunas citocinas por parte de MIF, se realizé la extracciéon de
RNA total de corazoén, para evaluar la transcripcion de los genes de citocinas en las
células que migraron a este sitio como principal blanco para este parasito. Ratones
MIF-/- y MIF+/+ infectados con T. cruzi se sacrificaron en condiciones asépticas a los
22 dias post- infeccion, debido a que en este punto pareciera ocurrir algo en los
ratones MIF-/- porque es cuando comienzan a presentar mas parasitos en sangre
comparados con los ratones MIF+/+.

En la figura nimero 26 se presentan los resultados al dia 22 de RT-PCR de
RNA total extraido de corazén de 2 ratones MIF-/- y 2 ratones MIF+/+ infectados con
T. cruzi, asi como de ratones MIF-/- y MIF+/+ no infectados, como control. Se puede
observar, que hay un aumento en la expresion de los diferentes genes si se compara a
los animales infectados con los no infectados, mostrando que hay un efecto en la

expresion de los genes en respuesta a la infeccion.
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En segundo lugar, se encontré que los ratones MIF-/- infectados expresaron
mas transcritos de IFNy y RANTES comparados con los ratones MIF+/+, ya que
ademas de tener mas densidad la banda con 30 ng de cDNA, se confirma esto con
dos diluciones de este mismo cDNA, representadas en la figura como 15y 7 ng. Para
el gen de TLR-4 parecen tener el mismo nivel de expresion los dos grupos de ratones.
Por dltimo, se decidio utilizar la isoforma [ de actina como control interno, sin
embargo, se observaba constantemente modificado en los 2 grupos de ratones
infectados, hasta que se encontré un reporte en el cual se afirmaba que la interacciéon
de T. cruzi con los cardiomicitos del hospedero provocan la sobre expresion de esta
isoforma de actina (53) y se tuvo que tomar la expresion de la enzima
Gliceraldehidofosfato Deshidrogenasa (GAPDH) como control.

NO INFECTADOS INFECTADOS 22 d.p.i.

MIF--  MIF+/+ MIF-/- MIF+/+
30 30 30 30 30157 3015 7 30157 3015 7

L B O N R
[ranres | SN NN (290 LXK & =
nes | D T LGRS LD RIS

IFNy

pactiva | e (X0 X3 G

(lcaeon | T I &2 = = =

Figura 26.- Comparacién de la expresion de IFN-y, RANTES, TLR-4, B-actina con el
control GAPDH, entre los 2 grupos de ratones infectados y con respecto a ratones no
infectados. Se partié de 30ng de cDNA y se diluyo 1:2 y 1:4, representados en la figura
como 15y 7 ng, respectivamente, mientras que para los ratones no infectados y para
GAPDH se muestra solamente la banda obtenida de la amplificacién con 30 ng de
cDNA.
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VIl.8 CITOMETRIA DE FLUJO

Se extrajeron células totales de peritoneo de ratones MIF-/- y ratones MIF+/+
no infectados e infectados con T. cruzialos 5 y 22 dias p.i. En la figura 27 se observa
gue los ratones sin infectar ya sea MIF-/- 6 MIF+/+ tienen en cavidad peritoneal el
mismo porcentaje de células Gr-1+ (neutrofilos), pero en el dia 5 p.i. se observé un
ligero aumento del porcentaje de dichas células. Por el contrario, en el dia 22 en los
ratones MIF-/- se detecto el doble de células Gr1+ comparado con los ratones MIF+/+.
Sin embargo, la expresion del receptor de IFNy se vi6é disminuida en ratones MIF-/- no
infectados comparados con los MIF+/+ no infectados. En el dia 5 p.i. practicamente es
el mismo porcentaje de células que expresan este receptor y en el dia 22 p.i. la
diferencia se aumenta, teniendo los MIF-/- un menor porcentaje de este receptor.

Por su parte el TLR-2 se encuentra similar en los ratones no infectados de los
dos grupos y 5 dias después del reto observamos como, incluso los ratones MIF-/-
expresan un poco mas de TLR-2, esta diferencia no se consider6 significativa. En el
dia 22 p.i. se noté que los ratones MIF-/- no tuvieron la capacidad de mantener la
expresion de este receptor y el caso contrario es que los ratones MIF+/+ aumentaron

su expresion comparados con el dia 5 y con los MIF-/- en el dia 22.
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Figura 27.- Analisis fenotipico de células totales de peritoneo, se observd que los
ratones MIF-/- muestran un mayor reclutamiento de neutrofilos en la cavidad
peritoneal. No se encontré diferencia significativa en los ratones no infectados. A los 5
d.p.i. se nota un ligero aumento en el porcentaje de células Gr-1+ (MIF+/+ 64% vs
MIF-/- 72.4%) mientras que en el dia 22 claramente se ve que en los ratones MIF-/-
migraron el doble de neutrofilos de los que migraron en ratones MIF+/+ (92% de
células Gr-1+ vs 46%, respectivamente). Los datos son representativos de 2 ratones

por grupo para los no infectados y de 5 ratones para los infectados + ES.
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Figura 28.- a) Los ratones MIF+/+ presentan mayor expresion del receptor de IFNy
gue los ratones MIF-/- a nivel basal (58.5% vs y 49%) esta diferencia se hizo mayor
en el dia 22 (75% vs 60.8%), ademas el dia 5 p.i. es el unico en el que el nivel de
expresion fue similar entre los dos grupos de ratones (29.8% vs 33.5%).

b) En el caso de TLR-2 el nivel basal de expresion es el mismo en ratones MIF+/+ y en
ratones MIF-/- (13% vs 14%), a los 5 dias p.i. los ratones MIF-/- expresaron un poco
mas que los ratones MIF+/+ (19.8% vs 14.3%, respectivamente), aunque no se
consider6 una diferencia significativa, por ultimo de manera similar al receptor de
IFNy, la diferencia mas notoria se encontr6 en el dia 22 p.i. (MIF+/+ 21.1% vs MIF-/-
13.87%). Los datos presentados se obtuvieron de la region en la cual se localizaban
solamente células Gr-1+ y son los promedios + ES de 5 ratones infectados por cada

grupo y 2 para los ratones no infectados.
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VIil. DISCUSION

Inicialmente el factor inhibidor de la migracion de los macréfagos (MIF) se
describi6 como un producto de linfocitos T activados en la hipersensibilidad de tipo
retardada (26), pero actualmente se sabe que es una citocina pro-inflamatoria
multifuncional involucrada en la patogénesis de diversas enfermedades autoinmunes e
inflamatorias (17, 52, 58). Sin embargo, aunque se ha demostrado la relevancia que
tiene en la respuesta inmune innata y en la respuesta inmune de tipo adaptativa, aun
no estan claramente definidos los mecanismos inmunolégicos en los que MIF podria
participar.

Con el objetivo de aumentar el conocimiento en lo que respecta al papel de
MIF dentro de la respuesta inmune se utilizé el modelo murino de la enfermedad de
Chagas. En este modelo se sabe que la respuesta de tipo pro-inflamatoria innata es de
gran importancia para controlar al parasito y de éste modo se traté de establecer la
participacion de MIF en la regulacion de la respuesta inmune innata y en la resistencia
a ésta infeccion parasitaria. Por otro lado, es conocido que en esta infeccion tienen
gran relevancia las citocinas de tipo 1 como IL-12, IFNy y TNFa en la resistencia a
esta enfermedad (45, 54, 66, 80), cuya regulacién por MIF no ha sido bien establecida.

Después de haber infectado i.p. con una dosis de 5000 tripomastigotes de la
cepa Querétaro de Trypanosoma cruzi a ratones deficientes del gen funcional para
MIF (MIF-/-) y a un grupo control de ratones (MIF+/+) ambos con fondo genético
BALB/c, se dio seguimiento al curso de la infeccién y de la respuesta inmune en los
primeros 30 dias posteriores a la infecciéon. Se pudo observar en este tiempo que la
capacidad de controlar la divisién del parasito en los ratones MIF -/- era deficiente, ya
que estos ratones presentaron entre 3 y 4 veces mas parasitos circulantes en sangre
respecto a los ratones MIF +/+, como se observo en la curva de parasitemia (figura 6).

En afios recientes se describio que el ligando encontrado en los macréfagos de
humanos para la proteina gp83 secretada por T. cruzi incrementa la entrada del
parasito a las células del hospedero utilizando la via de las MAP cinasas,
especificamente manteniendo la fosforilacion de ERK1 y ERK2 (83). Este proceso de
fosforilacion es realizado también por MIF (18), razén por la cual podriamos esperar
una disminucién al inicio de la infeccion en la entrada a las células del hospedero por
parte del parasito y por lo tanto disminucion o igualdad en el nivel de parasitemia en
los ratones MIF-/-, este hecho no se encontrd. Esto sugiere que esta via de
internalizacion no es tan importante como lo es la via de reclutamiento de lisosomas
(5).
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Los cortes histologicos (figura 9), confirman la mayor susceptibilidad
establecida en los ratones MIF-/- debido al dafio en corazén, ya que se facilito el
establecimiento de T. cruzi.

Cuando se analizaron la curva de mortalidad y de parasitemia, observamos que
a los 22 dias p. i. aparentemente ocurre algo en los ratones MIF-/- que pierden la
capacidad de controlar la division del parasito, ya que es éste dia en donde se
comienza a ver diferencia en el nivel de parasitemia. Otra opcion de dicho fenémeno
es que hasta éste dia 22 se hace evidente la falta de una respuesta innata optima.

Se decidié analizar la respuesta en células de bazo y el ensayo de RT-PCR a
los 22 dias p.i..

Existen reportes que resaltan la importancia de las citocinas pro-inflamatorias
como IFNy, IL-12 y TNFa como factores que participan en el control inicial de T.cruzi, a
través de la activacion de macrofagos (54,80, 81). Para evaluar la posible alteracion de
la produccion de estas moléculas en nuestro modelo, se realizé6 una medicién en 5
distintos dias, durante los primeros 30 dias post-infeccion y se compararon los niveles
de estas citocinas entre los dos grupos de ratones infectados (MIF-/- vs MIF+/+). Se
encontré que en los primeros dias post-infeccion, este tipo de respuesta en el grupo de
los ratones MIF-/- infectados se encuentra abatida por la poca produccion de IL-12,
IFNy y TNFa, aunque después de los 20 dias post-infeccion los niveles son similares
entre los 2 grupos de ratones infectados. Esto sugiere que MIF es necesario para una
respuesta rapida de citocinas pro inflamatorias, ya que la ausencia de MIF retrasa
drasticamente la aparicion de la respuesta pro-inflamatoria. En algunos casos (figura
10 y 11) hacia el final de la curva de parasitemia, se observé que la igualdad en la
produccion de IL-13 e IL18 se debe a que los ratones MIF+/+ dejan de producir estas
citocinas, mas que a un aumento en la produccién de estas citocinas por parte de los
ratones MIF-/-.

Hasta ésta primera parte podriamos dilucidar parcialmente la explicacion
respecto a la susceptibilidad presente en los ratones MIF-/-, ya que nuestros datos
coinciden con reportes previos en el hecho de que la etapa temprana es determinante
para el resto de la infecciéon (21, 49). En esta etapa temprana los ratones MIF-/- no
alcanzaron el mismo nivel de IFNy, IL-12, y TNFa que los ratones MIF+/+. Por otra
parte, esta claramente establecido que las células de la respuesta inmune innata como
los macréfagos y las células NK son las primeras en tener contacto con el parasito y
son las responsables de iniciar la respuesta inmune a través del reconocimiento de
uno de los principales antigenos de T. cruzi (GPI) por el receptor tipo toll 2 (TLR2), que

junto con la via de sefalizacion dependiente de MyD88, son necesarios para producir
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citocinas pro-inflamatorias (19, 20). Con base en estas observaciones es posible que la
baja produccion de IFNy, IL-12 y TNFa iniciales pudiera ser debido a que la carencia
de MIF tendria como consecuencia una posible disminucion en la expresion de TLR-2.

En lo que concierne a otras 2 citocinas pro-inflamatorias como IL-18 e IL-1B, la
produccion disminuida en los ratones MIF-/- se prolongdé hasta los 20 dias post-
infeccion. El hecho de esta prolongada carencia sugiere junto con otros reportes, que
existe una relacion muy cercana entre MIF y estas citocinas (46, 52, 58) y sugiere que
hay una regulacion especifica de MIF sobre estas citocinas. Este punto llama la
atencion debido a que se sabe que la caspasa 1 (ICE) es esencial para la maduracion
y secrecion de IL-18 e IL-1B (25), por lo cual creemos que son necesarios mas
estudios para tratar de averiguar si es que pudiera existir una regulacion por parte de
MIF sobre esta enzima. A pesar de que estas dos citocinas importantemente
promueven la migracion de leucocitos hacia el sitio de infeccion (1), se encontré que
los ratones MIF-/- con todo y la falta de IL-1p e IL-18 presentan mayor infiltrado celular
en cavidad peritoneal (figura 27).

Por otro lado si sobreponemos las graficas 11 y 12 de citocinas en suero
podemos observar que en el tiempo en el que los niveles de IL-12 e IL-18 estan
disminuidos en los ratones MIF-/-, hay una produccién normal de IFNy en comparacion
a los ratones MIF+/+, sugiriendo que la produccion del IFNy se da en forma
independiente de IL-12 e IL-18, hecho que es necesario comprobar de igual forma con
mas estudios, ya que solo se tenia reportado que IL-18 puede sustituir a IL-12 para la
produccion de IFNy (54, 57) y aqui se observd una produccion aparentemente normal
a pesar de un bajo nivel de IL-12 y de IL-18, sugiriendo un mecanismo alterno para la
produccion de IFNy, donde tal vez IL-23 6 IFNa (80) pudieran tener un papel

relevante.

Se han publicado numerosos reportes afirmando que para T. cruzi la respuesta
de tipo Th1 es la que confiere resistencia, y que por el contrario, la respuesta tipo Th2
se asocia a susceptibilidad (45, 54, 66, 78). Con el fin de establecer si la mayor
susceptibilidad observada en los ratones MIF-/- se asociaba a algin perfil de citocinas
especifico se cuantificaron las citocinas tipo Th2 como IL-4 e IL-10. Sin embargo, la
produccion de estas citocinas en los ratones MIF-/- no se encontré por arriba del nivel
que presentaron los ratones MIF+/+, por el contrario, la produccion de IL-4 también
estuvo disminuida en los primeros 7 dias de la infeccién (fig. 15), descartando la
posibilidad de que el exceso en esta citocina fuera causante de dicha susceptibilidad.
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Datos similares se hallaron para IL-10 siendo el dia 7 post-infeccion el Gnico punto en

donde se registré la disminucion en los ratones MIF-/- (fig. 16).

En cuanto a la produccién de anticuerpos, se mostroé la cinética de produccion
de 1gG2a anti-T. cruzi especifica en ratones MIF-/- y ratones MIF+/+ igualmente
infectados (figura 17). Se observé que fue hasta el dia 20 post-infeccion cuando la
IgG2a comenzé a aparecer, pero interesantemente sélo en los ratones MIF+/+,
fendmeno que prosiguio hasta le dia 30 post-infeccion. Los ratones MIF-/- no tuvieron
la capacidad de generar niveles especificos importantes de 1gG2a. Se sabe que el
IFNy es la factér mas relevante para la produccion de dicho isotipo (1) y que éste
isotipo (IgG2a) confiere proteccion contra el parasito (62). Interesantemente, se
observo que en el periodo del dia 20 al 30 post-infeccion cuando se encuentra el pico
de parasitemia este anticuerpo es escaso en los ratones MIF-/-, que sugiere que éste
mecanismo también esta participando en la proteccién. Después de observar que
desde el dia 11 p.i. los ratones MIF-/- presentaron el mismo nivel de IFNy y que
coincidié con un bajo nivel de IgG2a en los ratones MIF-/-, dicho fenémeno indica que
la produccion disminuida de IgG2a no se debe a la falta de esta citocina y que podria
ser el receptor de IFNy en linfocitos B el que este afectado como consecuencia de la
carencia de MIF.

Ademas, asociamos la carencia de IL-4 al inicio de la infeccion, con la baja
produccion de IgG1 (figura 18). Se sabe la importancia de esta citocina para el cambio
hacia este isotipo (1, 54), por lo cual asociamos la falta de |L.-4 con la baja produccion
de IgG1 en los ratones MIF-/-. Ademas, la falta de este anticuerpo al inicio de la
infeccion, se propone como un factor mas de susceptibilidad para los ratones MIF-/-,
por que los anticuerpos de la subclase IgG son esenciales para facilitar la fagocitosis
del parasito (1) y para la actividad litica del complemento (44). Se ha reportado la
sobresaliente participacion en la resistencia a 7. cruzi de estas subclases como
anticuerpos liticos (62) Nuestros datos coinciden con un reporte en el que se observa
como el primer anticuerpo en aparecer en la escala del tiempo es IgG1 a pesar de ser
favorecido por una citocina Th2 y después aparece 1gG2a, tomando en cuenta que la

cuantificacion que se realizd, fue de igual forma Ag-especifica (62).

Los niveles de IL-4 e IL-10 se determinaron en sobrenadantes de cultivo de
células totales de bazo /n vitro, después de una re-estimulacién con Ag total de T.

cruzi. Para esta parte se eligieron el dia 11 y 22 post-infeccion.
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La produccién de estas citocinas anti-inflamatorias no se afectd en ninguno de
los dos puntos analizados, mostrando que MIF participa promoviendo la produccion de
citocinas de forma diferencial y que en este caso no hay gran influencia de MIF sobre
IL-4 e IL-10. Sin embargo, se observé gran influencia por parte de MIF sobre citocinas
pro-inflamatorias, porque a excepcion de IL-1B, el resto de este tipo de citocinas
(IFNy, IL-12, IL-18, TNFa en las figuras 19, 20, 21 y 22, respectivamente) se
observaron significantemente disminuidas en los sobrenadantes de dichos cultivos en
el dia 11 post-infeccién, confirmando la relevancia que tiene MIF en la inmunidad
innata como parte de la cascada para iniciar la respuesta inflamatoria y de resistencia,
en este caso contra T. cruzi.

Ademas, se confirmé para el caso de IFNy,IL-12, IL-18 y TNFa que en los
ratones MIF-/-, después de que avanza la infecciébn se puede producir una cantidad
normal de estas citocinas, ya que a los 22 dias se noté un aumento estadisticamente
significativo por parte de los ratones MIF-/- (figuras 19, 20, 21 y 22). Esto demostro
que aunque los ratones MIF-/- tienen la capacidad de reponerse, en cuanto a
produccion de citocinas, si estas no se producen de forma normal desde el inicio de la
infeccion, se aumenta la susceptibilidad a 7. cruzi. También resalta el importante papel
de los linfocitos como productores de citocinas, ya que la mayoria de células de bazo
son linfocitos (1).

En la figura nimero 26 se mostro que al cuantificar el mRNA de IFNy y
RANTES (CCL5) al dia 22 post-infeccion en el corazéon de los ratones, se encontro
que para los ratones MIF-/- aparentemente hay mas expresion del IFNy y RANTES.
Esto se le atribuye a dos factores: primeramente, en conjunto con los demas datos en
este dia todo parece normal en los ratones MIF-/- en cuanto a la produccién de
citocinas, por otro lado, segun los cortes histolégicos hay mayor numero de leucocitos
en el corazon de los ratones MIF-/- por lo que estos dos fendmenos en suma podrian
ser la probable causa de mayor intensidad en las bandas de los ratones MIF-/-,
ademas esto es consistente con el hecho de que los esplenocitos de los ratones MIF-/-
secretan mas INFy al dia 22 p.i.(figura 19).

De la misma forma se analizé la expresion de TLR-4, receptor que se sabe esta
disminuido en los macréfagos de ratones MIF-/- (68). Se observo en la figura 26 que
tienen el mismo nivel de expresion los dos grupos de ratones MIF-/- y MIF+/+,
apoyando el hecho de que lo que se observo es reflejo de un mayor infiltrado 6 que
posiblemente la disminucion de este receptor es solo en M®. Creemos que si este
mismo tipo de analisis se realizara en un tiempo mas temprano en la infecciéon vy

separando las células sobre todo los macréfagos, debido a que se sabe que sin MIF
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los macréfagos no tienen una 6ptima activacion y que MIF participa en la activacion de
estos (14, 43, 55, 73), posiblemente refleje una cosa distinta a lo encontrado, es decir,
que se detecten problemas de expresion sobre todo de genes como el de IL-12, IL18,
IL-1B y TNFa en macréfagos.

Posiblemente, la falla es a nivel de la translocacion de NF-kB, ademas la fuente
principal de IL-18 y de IL-1B son los macréfagos (1) y el hecho de que estas citocinas
sean las mas afectadas, podria ser muy probablemente el indicio de la falla en este
tipo de células.

Por otro lado, en esta misma figura 26 se observa que los ratones MIF-/- tienen
sobre expresion de P actina, lo cual se lo atribuimos a el hecho de estar mas
parasitados y no al infiltrado leucocitario ya que se reporto que los cardiomiocitos
sobre expresan B actina con la presencia del parasito (53). Este ultimo hecho podria
deberse a que la actina tiene un papel importante en el proceso de internalizaciéon por
parte de T.cruzi (34).

En la figura 27 también se notan claramente mas neutrofilos (células Gr-1+) en
cavidad peritoneal de los ratones MIF-/-, comparado con los ratones MIF+/+.

En resumen, la carencia de IL-18, IL-1B y el hecho de que MIF induce la
produccion de una importante quimiocina como |IL-8 por parte de células dendriticas
(58) es posible que moléculas alternas promuevan este alto grado de migracion de
neutroéfilos. Una importante opcidn podria ser el TGF3 ya que se considera un potente
quimio-atrayente para estas células, pero no un activador de ellas (63). Este hecho
coincide perfectamente con lo observado, debido a que a pesar de la presencia de
mas celulas consideradas protectoras para el caso de la enfermedad de Chagas (82),
no se pudo eliminar al parasito, ni de sangre periférica (figura 6), ni de los tejidos
blanco (figura 9). Para confirmar este hecho evaluamos la expresion de TGFf3 en
corazén por RT-PCR tiempo real, encontramos que los ratones MIF-/- infectados
presentan significantemente mayor expresion de TGFp que los ratones MIF+/+, al
menos en el dia 22 p.i. (Resultados preliminares).

En el ensayo de citometria de flujo, se encontré baja expresion del receptor de
IFNy en el dia 22 p.i. en los neutréfilos de los ratones MIF-/-. En este tiempo estos
ratones muestran mayor parasitemia y mortalidad, por lo cual estos datos sugieren que
los neutréfilos podrian tener una activacion por debajo de lo normal comparados con
los neutrofilos de los ratones MIF+/+. El hecho de no tener la misma cantidad de
receptor de IFNy (IFNyR) sugiere que posiblemente los neutroéfilos no pueden ayudar a
producir citocinas, ni eliminan al parasito fagocitado, porque esta citocina es esencial

para activarlos (82). Ademas del IFNyR, se analizé6 la cantidad de TLR-2 en la
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membrana de las células Gr-1+ y se not6é una disminuciéon del 7.3% aprox. en los
ratones MIF-/-, esta diferencia no se considera significativa, pero creemos que puede
estar afectando el estado de activacion normal de los neutrofilos.

En conclusion de esta parte, podemos decir que MIF es esencial en los neutrofilos
para sostener la expresion de TLR-2 y si a esta carencia del receptor le sumamos el
hecho de que se sabe que MIF es producido por neutréfilos activados y que una vez
secretado este activa a dichas células (64) se puede especular una mas grande
disfuncionalidad. Por otra parte, es muy probable que el exceso de TGFB en los
ratones MIF-/- sea la causa de el aumento en la migracion de estos hacia el sitio de

infeccién, que es la cavidad peritoneal.
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IX. CONCLUSIONES

En conjunto todos los datos obtenidos nos sugieren que:

MIF participa de manera importante en el control de la enfermedad de Chagas

experimental.

La susceptibilidad establecida en los ratones MIF-/- se debe a su incapacidad
de producir citocinas pro-inflamatorias al inicio de la respuesta innata
relacionadas con la resistencia a T. cruzi y con la incapacidad para iniciar un

respuesta adaptativa de tipo humoral.

Se afirma el papel pro-inflamatorio de MIF ya que regulé diferencialmente la
produccion de citocinas, siendo las anti-inflamatorias (al menos IL-4 e IL-10) las

menos afectadas.

Ante une respuesta Ag-especifica, la carencia de MIF retrasa la produccién de

citocinas que inician mecanismos protectores por parte de células de bazo

La ausencia de MIF retrasa el switch de anticuerpos especificos protectores

contra T. cruzi.

MIF posiblemente es necesario para activar células como los neutroéfilos,

manteniendo la expresion de TLR-2 y receptor de IFNy.
MIF, posiblemente, regula la expresion del receptor de IFNy en células B.

En ausencia de MIF se activa un mecanismo quimioatrayente de neutrofilos

aun no descrito.
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PERSPECTIVAS

Determinar la causa por la cual la ausencia de MIF tiene como consecuencia una
baja produccion de citocinas pro-inflamatorias, un retraso en produccioén de Ac’s y el
mantenimiento de receptores de membrana esenciales para la activacion celular ante
un estimulo patogénico es el siguiente paso para complementar la informacion y las

preguntas que se plantean son:

¢ Esta afectada la translocacion de NF-kB , la expresion 6 fosforilaciéon de moléculas
importantes de sefalizaciéon como MyD 88, IRAK y TRAF por eso la carencia de

citocinas al inicio de la infeccién?

¢ El receptor de IFNy esta disminuido en la membrana de células B deficientes de

MIF?

¢Enzimas como caspasa 1 no funcionan éptimamente en ausencia de MIF?

¢ La expresion en membrana de TLR-4 disminuye sin MIF, solamente en macréfagos?

Finalmente, se observd que MIF es necesario para controlar la infeccion murina
con T. cruzi, entonces, un punto interesante y atin no descrito es saber si el parasito
induce la produccion de MIF directamente en las células del sistema inmune 6 no la

induce como estrategia de evasion.
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Xi. APENDICE 1

Buffer de solucion salina amortiguada con fosfatos (PBS) para 10 Ltsy pH 7.4

80 gr NaCl (J.T. Baker)

11.6 gr NapHPOg4 (J.T. Baker)

2 gr KH2PO4 (J.T.Baker)

2 gr KCI (ICN Biomedicals Inc.)

Buffer de lisis (Laird W. P. et. al. 1991Simplified mammalian DNA isolation
procedure, Nucleic Acids Research Vol. 19 Num15, 4293).

200 mM NaCl (J.T. Baker)

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

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

100 mM Tris HCI, pH 8.5 (ICN Biomedicals Inc.)

Se afora con agua destilada hasta 1Lt.

Solucion hemolizante

Tris base 0.17M (ICN Biomedicals Inc.)

NH4CI 0.16 M (JT.Baker)
Se prepara para 300 ml.

Buffer TBE 10x

Tris base (890mM) (Sigma Chemicals)
Acido Bérico  (890mM) (J.T. Baker)
40 ml. de 0.5 M Acido Etilenediaminatetraacetico (EDTA) disodico (J.T.Baker)

Se ajusta todo a pH 8 y se afora a 500 ml. con agua destilada

Buffer de pegado (ELISA)

0.1 M de NA2HPO4 (J.T. Baker)
para 1 It con agua destilada.
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Solucion de lavado (ELISA)

1000 ml. de PBS mas 0.5% de Tween 20 (Promega co.)

Solucién de bloqueo (ELISA)

100 mi de PBS mas 1% de Albumina serica bovina (ICN Biochemicals)

Sustrato ABTS para revelado (ELISA)

Adicionar 150 mg de ABTS (ICN Biomedicals) en 500 ml de 0.1 M de &cido citrico
(tecsiquim) en agua destilada y con NaOH (Monterrey) llevar a un pH de 4.35,

posteriormente se hicieron alicuotas de 11ml en tubos y se congelaron hasta su uso a
-70°C.

Buffer para FACS
0.1% de azida de sodio NaN3 (Sigma Chemicals), 1% de suero fetal bovino SFB
(Gibco) en 1 It PBS

Bromuro de Etidio
Stock 1000 X solucién 0.5 mg/mi.

50 mg de Bromuro de etidio
100 ml de agua

Diluir 1:1000 para teiiir geles y proteger de la luz.
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APENDICE 2

Gen Secuencias Producto T alineacion ciclos

MIF (F) AGACCACgtgCtTAgCTgAg 200 pb 60°C 35
(R) gCATCgCTACCggTggATAA

NEO  (F) ATTgAACAAgATggATTgCAC 500 pb 60°C 35
(R) CgTCCAgGATCATCCTQATC

IFNy  (F)AgCggCTgaCTgAACTCAgATTgTAg 243 pb 56°C 30
(R)gTCACAGTTTTCAgCTgTATAggag
RANTES (F)gTg CCCACgTCAAggAgTAT 260 pb 56°C 30
(R)gggAACCgTATACAgggTCA
TLR-4 (F)TATCCACT;-Tr\gCATTTCTgATATACC 480 pb 56°C 30
\R)CTCTgTg TTg CTCAggATTCgAggC
B ACTINA (F) gTggCCgCTCTAggCACCAA 536 pb 56°C 30
(R)ICTCTTTgATTgCACgCACQATTTC
GAPDH (F)TCggTgTgAACggATTTggC 1035 pb 58°C 25

(R)CTCTTgCTCAgTgTCCTTgC
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