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GLOSARIO  
 

ABTS             2,2' azino-bis-(3-etilbenzotiazolin 6-ácido sulfónico) 

Ag                   Antígeno 

APC               Célula presentadora de antígeno 

BSA               Albúmina sérica bovina  

CD                 Cluster de diferenciación 

CHO              Células de ovario de hámster chino 

DCs               Células dendríticas  

DEPC            Dietil pirocarbonato 

DNA              Ácido desoxirribonucleico 

DNTP            Deoxinucleósidos  

EDTA            Ácido etilendiaminotetraacético   

ELISA           Inmunoensayo ligado a enzimas 

F                     Sonda hacia adelante             

FACS            Citómetro de flujo 

FITC              Ficoeritrina  

FSC               Tamaño celular 

GM-CSF        Factor estimulante de colonias de monocítos y granulocitos 

IFN                Interferón 

IL                   Interlucina               

LCs               Células de Langerhans 

LNs               Nodúlos linfáticos  

LPS               Lipopolisacárido de Escherichia coli 

MAPK           Proteínas cinasas activadas por mitogénos 

MHC             Complejo principal de histocompatibilidad 

MIF               Factor inhibidor de la migración de macrófagos 

MyD88          Proteína de respuesta primaria de diferenciación mieloide 

NO                Óxido nítrico 

NK                Células asesinas naturales  

NF-kB           Factor nuclear de transcripción kappa B 

PAMPS         Patrones moleculares asociados a patógenos 

PBS              Solución amortiguadora de fosfatos 

PCR              Reacción en cadena de la polimerasa  

PE                 Ficoeritrina 

PM                Marcador de peso molecular             
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PRRs            Receptores de reconocimiento de patrones  

R                  Sonda reversa 

RNA             Ácido ribonucleíco 

SFB             Suero fetal de bovino  

SSC              Granularidad celular 

SDS              Dodecil sulfato de sodio 

SIDA              Síndrome de inmunodeficiencia adquirida 

TCR              Receptor de células T 

Th                 Linfocitos cooperadores 

TLR              Receptor tipo toll 

TNF              Factor de necrosis tumoral 

TGF              Factor de crecimiento tumoral  

TCD4+          Linfocitos T colaboradores                

TCD8+          Linfocitos T citotóxicos 

TSA              Antígeno de Toxoplasma gondii 

UV                Radiación ultravioleta 

VIH               Virus de inmunodeficiencia humana 
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RESUMEN 
 

La toxoplasmosis es una enfermedad oportunista causada por el protozoario intracelular 

Toxoplasma gondii capaz de infectar cualquier animal vertebrado de sangre caliente. La 

resistencia a la infección por T. gondii depende de un delicado balance de citocinas pro-

inflamatorias (interleucina (IL) 1β, 6 y 12, factor de necrosis tumoral (TNF)-α) y citocinas 

anti-inflamatorias (IL-4, e IL-10). Recientemente hemos establecido que el factor inhibidor 

de la migración de macrófagos (MIF) participa de manera importante en la respuesta 

inmune protectora contra este parásito. Sin embargo, los mecanismos implicados a través 

de los cuales MIF ejerce sus efectos en la primera línea de defensa, como son las células 

dendríticas (DCs), aún no se han establecido. Las DCs son células blanco de MIF, así 

como productoras del mismo, participan activamente en el aumento de fenómenos 

inflamatorios y en la resistencia contra parásitos intracelulares. Por esta razón 

estudiamos la modulación de la actividad de las DCs deficientes en MIF en respuesta al 

antígeno de T. gondii (TSA). Utilizamos ratones machos silvestres (MIF+/+) y deficientes 

en la proteína MIF (MIF-/-), cuyos genotipos fueron confirmados por reacción en cadena 

de la polimerasa (PCR). Se obtuvieron DCs de fémur y tibia por diferenciación in vitro con 

factor estimulante de colonias de monocitos y granulocitos (GM-CSF). Las DCs se 

estimularon in vitro con lipolisacárido (LPS, 0.5 µg/ml) y/o TSA (2.5 µg/ml) por 24 h. Se 

determinó la producción de citocinas pro-inflamatorias (IL-12, TNF-α, IL-1β, e IL-6) y 

óxido nitríco (NO) por ELISA-sandwich en los sobrenadantes de los cultivos y se 

determinó la expresión de TNF-α, L-12 p35, IL-12 p40 e IL-12 p19 por RT-PCR tiempo 

real. También se determinaron por citometría de flujo las moléculas CD11c, MHC-II, 

CD40, CD86, CD80, TLR4, TLR-11, TLR-2, IFN-γR y CCR-5. La ausencia de MIF 

disminuyó  la producción y expresión de IL-12, TNF-α, IL-6, e IL-1β, y la expresión de 

marcadores de membrana MHC-II, CD40, CD86, CD80, TLR-4, TLR-2, TLR-11, CCR-5 e 

IFN-γR. Por otra parte, cuando se incorporó la proteína MIF recombinante, se observó 

que  hubo una recuperación parcial en la producción de citocinas pro-inflamatorias (IL-12, 

TNF-α, IL-1β, e IL-6) a nivel de los transcritos y en los moléculas de membrana (MHC-II, 

CD40, CD86, CD80, CCR-5 e IFN-γR). Por lo que concluimos que MIF juega un papel 

importante en la resistencia innata como factor de inducción de citocinas pro-inflamatorias 

y marcadores de membrana.  
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ABSTRACT 

Toxoplasmosis is a parasitic disease caused by the protozoan Toxoplasma gondii able to 

infect any vertebrate animal of warm blooded. The resistance to the infection for T. gondii 

depends on a delicate balance of cytokines pro-inflammatory (interlukine (IL) 1β, 6 y 12, 

tumor necrosis tumoral (TNF) and anti-inflammatory citokine (IL-4 and IL-10).  

Macrophage migration inhibitory factor (MIF) is a proinflamatory cytokine that is involved 

in the host defense against several pathogens. Here we used Balb/c MIF-/- to determine 

the role of endogenous and exogenous MIF in the regulation of dendritic cells in response 

to T. gondii antigens. MiF-/- mice displayed reduced levels of proinflamatory cytokines 

such as IL-12, TNF-α, IL-6, IL-1β and ( nitric oxide) NO in culture supernatant of DCs after 

TSA stimulation. At all time points, we have found that antigen-stimulated DCs MIF-/- 

reduced the expression of CD80, CD40, CD86, MHC-II, TLR-4, TLR-2, TLR-11, CCR-5 

and IFN-γR. DCs MIF-/- showed a reduction in the transcripts for TNF-α, IL-12 p35, IL-12 

p40, and IL-12 p19 compared to DCs MIF+/+.  

however  the adiction of MIFr to Dcs MIF-/- reestablishes the production of cytokines such 

as IL-12, TNF-α, IL-6, IL-1β and ( nitric oxide) NO,  the expresion of  transcripts for TNF-α,  

IL-12 p35, IL-12 p40, IL-12 p19 and expresion of marker of membrane for CD80, CD40, 

CD86, MHC-II, TLR-4, TLR-2, TLR-11, CCR-5 and IFN-γR. Taking together, our findings 

show that MIF plays an important role in the regulation and maduration of DCs, 

modulating the early production of innate pro-inflammatory cytokines, the expression of 

membrane markers, and at level of the cytokines transcripts involved in the resistance to 

Toxoplasma gondii. 
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INTRODUCCIÓN 

LA TOXOPLASMOSIS 

La toxoplasmosis es una enfermedad causada por un parásito intracelular obligado 

llamado Toxoplasma gondii, capaz de infectar cualquier animal vertebrado de sangre 

caliente. Usualmente la toxoplasmosis es asintomática en hospederos con inmunidad 

intacta, pero puede llevar a daños letales cuando está asociado con estados 

inmunosupresivos como el síndrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) (1). La 

toxoplasmosis es una infección que afecta a múltiples especies animales incluído el 

hombre. Esta infección está extendida por todo el mundo y su frecuencia varía según las 

zonas geográficas y los hábitos alimentarios. Aproximadamente una cuarta parte de la 

población de los Estados Unidos y 1 billón de humanos en el mundo están crónicamente 

infectados con el parásito T. gondii (2). 

Modos de transmisión 

Existen varias vías de transmisión de la infección con T. gondii al hospedero. 

Vía digestiva: La ingestión de quistes u ooquistes es sin duda la principal vía de 

transmisión. Las infecciones pueden adquirirse por el consumo de carne infectada que 

contenga quistes tisulares, o por la ingestión de ooquistes en el agua o en los alimentos 

contaminados con materia fecal de los gatos (3, 4). 

Vía placentaria: Se produce en un tercio o menos de las mujeres embarazadas que 

padecen una infección aguda. Esta vía de transmisión generalmente tiene lugar en el 

curso de una infección materna silenciosa o sin diagnosticar y puede ser causa de 

abortos espontáneos si la infección se da en los primeros meses de embarazo, o ser 

causa de malformaciones genéticas o ceguera del neonato cuando se presenta en 

tiempos posteriores (5).  

Vía parenteral: se han descrito casos humanos por transfusión de sangre o leucocitos (6).   

Ciclo biológico de Toxoplasma gondii 

El ciclo biológico de T. gondii se divide en dos fases: una fase sexual y otra asexual. La 

fase sexual ocurre por gametogénesis en las células epiteliales del intestino delgado de 

los felinos (hospededero definitivo). La fase asexual ocurre en los tejidos extraintestinales 

de todos los hospederos, incluyendo el hombre (hospederos intermediarios) (Fig. 1).  
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Ciclo de vida de Toxoplasma gondii 

 

 

Figura 1. Ciclo de vida de T. gondii (3).  

 

El ciclo vital pasa por tres estadios: taquizoíto, bradizoítos y esporozoítos (Fig. 2). Los 

taquizoítos se definen como una forma de crecimiento rápido del parásito encontrada 

durante la fase aguda de la toxoplasmosis. Los taquizoítos miden aproximadamente 5 µm 

de longitud y 2 µm de ancho. Éstos se replican dentro de una célula con un tiempo 

generacional de 6 a 8 horas in vitro (Fig. 2 A). En animales infectados los taquízoitos se 

diferencian en bradizoítos y forman los quistes tisulares que aparecen de 7 a 10 días 

post-infección. Estos quistes son encontrados predominantemente en el sistema nervioso 

central y en el tejido muscular (Fig. 2 B). El desarrollo de los quistes en los tejidos  

caracteriza el estado crónico de la infección (7). Los quistes son una formación que se 

encuentra en los hospederos intermediarios (incluido el hombre), se transmite 

normalmente por la vía digestiva. Las enzimas digestivas rompen la pared del quiste y 

liberan los bradizoítos. El tercer estadío son los ooquiste (Fig. 2 C); los cuales son 

esféricos y miden de 8 a 10 µm, contienen un cigoto único que no es infectante cuando 
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sale de la materia fecal. La esporulación se completa al cabo de 1 a 5 días dando la 

formación de 2 esporocitos, cada uno de ellos con cuatros esporozoítos. Los ooquistes 

esporulados son infectivos cuando se ingieren prácticamente por cualquier animal de 

sangre caliente, incluídos los gatos (3).  

 

 

 

 

               

 

 

 

Figura 2. Estadíos de T. gondii. Taquizoítos teñidos con tinción Giemsa (A), quist e tisular 

con contenido de bradizoítos teñido con Hematoxilin a-Eosina (B), ooquiste de 10 µm de 

tamaño (C) (7).  

 

LA RESPUESTA INMUNE HACIA  T. gondii 

La resistencia a la infecciòn por T. gondii se producen niveles incrementados de 

interferon gama (IFN-γ), el cual se considera uno de los principales mediadores de la 

respuesta inmune protectora contra T. gondii y otras infecciones intracelulares. El uso de 

modelos murinos de infección con T. gondii permitió establecer que la respuesta inmune 

necesaria para controlar al parásito, tanto en la fase aguda como en la fase crónica de la 

infección se caracterizaba por la inducción vigorosa de la respuesta mediada por células 

tipo Th1, asociada a niveles altos de IFN-γ (8).  

Se ha demostrado que la infección primaria por T. gondii tiene como resultado la 

aparición de una inmunidad que protege contra cualquier reinfección. Desde hace mucho 

tiempo se demostró que los linfocitos T son las células esenciales en la protección contra 

T. gondii. Los linfocitos TCD8+ producen una cantidad importante de IFN-γ, pero también 

se requiere la presencia de los linfocitos TCD4+, los cuales también son productores de 

IFN-γ pero en menor escala, y también son necesarios para inducir una resistencia 

primaria. La primera citocina que aparece en respuesta a la infección por T. gondii es la 

interlucina IL-12 que puede ser producida por macrófagos, neutrófilos y células 

dendríticas (DCs). En la infección por T. gondii las DCs producen IL-12 en respuesta a  

productos secretados por los taquizoítos; uno de ellos es la ciclofilina C-18, la cual se une 

al receptor CCR5 de las DCs para producir IL-12. Posteriormente, la IL-12 activa células 

asesinas naturales (NK), linfocitos TCD4+ y TCD8+ para producir niveles altos de IFN-γ, 

A B C 
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que activa macrofágos para producir factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) e 

intermediarios reactivos de nitrógeno y oxígeno que eliminan el parásito. La infección del 

parásito también es controlada mediante la producción de citocinas anti-inflamatorias 

como IL-10 que modulan la respuesta inflamatoria debida a la respuesta Th1 (Fig. 3) (9, 

10).   

 

 

Figura 3. Control de la respuesta pro-inflamatoria durante la infección primaria con T. gondii 

(9). 

Por otro lado, diversos trabajos de investigación han demostrado que la inducción 

temprana de IL-12 en respuesta a TSA es dependiente del factor de diferenciación 

mieloide 88 (MyD88), una proteína adaptadora crucial en la vía de señalización de los 

receptores tipo Toll (TLRs) (11), lo que sugiere un papel importante de la respuesta 

inmune innata en el control de la infección a través de los receptores TLRs en las DCs, 

capaces de reconocer directamente a los antígenos de este parásito lo que promueve 

rápidamente una respuesta inflamatoria del tipo Th1 (12). Se ha propuesto que la 

resistencia temprana a la infección con T. gondii depende de un delicado balance entre la 

producción de citocinas pro-inflamatorias (IL-12, TNF-α, IL1β e IL-16) (13, 14) y óxido 

nítrico (NO) (15) y de citocinas anti-inflamatorias (IL-4, IL-10). Las citocinas pro-

inflamatorias estarían controlando la replicación del parásito (14), mientras que las anti-

inflamatorias limitando la patología en el huésped (16). La aseveración anterior está 

apoyada por diferentes estudios que han demostrado que las citocinas tipo Th2 favorecen 

la infección (17, 18).  

Por otro lado se ha demostrado que las DCs estimuladas con antígeno soluble total de T. 

gondii (TSA) favorecen la respuesta humoral in vivo, asociada a niveles altos de 

anticuerpos específicos tipo IgG2a, característicos de una respuesta tipo Th1 (19).  
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CÉLULAS DENDRÍTICAS (DCs) 

Las DCs son células esenciales en la respuesta innata y adaptativa, son células altamente 

especializadas para capturar, procesar y presentar antígenos que conllevan a la 

activación de las células T. Los progenitores de las DCs proceden de la médula ósea, un 

pequeño subconjunto de células CD34+ que son  precursores hematopoyéticos que dan 

origen a todas las células de la sangre incluyendo a las DCs. Las DCs representan una 

población celular heterogénea debido a la existencia de distintos linajes. Cada población 

de DCs puede ser caracterizada por tres parámetros: ultraestructura, moléculas de 

superficie y función. Hasta ahora el origen del linaje de cada uno de los estados de 

maduración y las propiedades funcionales no han sido totalmente definidos (20). Entre los 

distintos fenotipos de células dendríticas hay DCs mieloides, DCs plasmacitoides y DCs 

de Langerhans (21). 

DCs mieloides:  son una población que proviene de un precursor CD34+ que da origen a 

los granulocitos y macrófagos que, bajo ciertas condiciones de factores de crecimiento  

como GM-CSF e IL-4, dan origen a la obtención de células inmaduras (20).  

DCS plasmocitoides:  Estas células originalmente se describen como células T 

plasmocitoides o monocitos plasmocitoides, se encuentran en la sangre, no expresan 

marcadores mieloides y su supervivencia depende de IL-3. Estas células expresan 

cantidades altas de receptor de IL-3α (IL-3Rα, CD123) y el inhibidor del receptor ILT3. Las 

células plasmocitoides son la fuente principal de IFN de tipo I y produce grandes 

cantidades de IFN-α en respuesta a una infección víral, incluída la infección por el virus de 

la inmunodeficiencia adquirida (VIH) (22). 

DCs epiteliales:  También llamadas células de Langerhans, están presentes sólo en 

epidermis y mucosas; se caracterizan por presentar granulaciones citoplasmáticas 

llamadas gránulos de Birbek que están implicados en la captura de antígeno (Ag) y en la 

migración de las células. Expresan el marcador de diferenciación CD1a. El TGF-β es 

esencial para el desarrollo de estas células epiteliares (23). 

Subtipos de DCs murinas:  En el ratón todas las DCs esplénicas expresan cantidades 

similares de CD11c, MHC-II, moléculas coestimulatorias CD80, CD86 y CD40, pero 

pueden ser subdivididas en tres clases con base en su expresión de CD4 y el 

homodímero CD8α: CD8α¯CD4¯, CD8α¯CD4+ y CD8α+CD4¯. En el pasado, las DCs 

CD8α+ habían sido referidas como DCs linfoides y DCs CD8α¯ como mieloides. Otros 

marcadores que son utilizados para segregar subtipos de DCs en ratón incluyen el 

marcador de células mieloides CD11b y el marcador de células interdigitantes CD205. 

Usando estos marcadores de membrana se han establecido cinco subtipos 
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convencionales de células dendríticas CD11c+/MHC-II+ que pueden ser encontrados en 

tejidos linfoides; las células de bazo contienen tres subtipos, que incluyen: DCs linfoides 

CD4¯CD8αhighCD205-CD11b; DCs mieloides CD4+CD8α¯CD205¯CD11b+ y DCs mieloides 

de bazo y nódulos linfoides (LNs) CD4-CD8α- CD205 CD11b+ (24). 

Captura de Ag por DCs inmaduras  

Las DCs inmaduras son incapaces de estimular a un linfocito T porque carecen de 

moléculas accesorias como CD40, CD54 y CD86, sin embargo son muy eficaces para 

internalizar y procesar el Ag; esta actividad endocítica se pierde en el proceso de 

maduración (25). En la captura de Ag; intervienen algunas rutas como la macropinocitosis, 

la endocitosis mediada por receptores lectina tipo C (receptor de manosa, DEC205, CD23 

y el FcεR), y la fagocitosis de partículas de fragmentos celulares apoptóticos y necróticos 

a través de CD36 e integrinas αvβ3 ó αvβ5), incluyendo virus, bacterias y  micobacterias 

(26, 27). 

Maduración y activación de las DCs 

Después de la captura de Ag, las DCs adquieren la habilidad para responder 

constitutivamente a quimiocinas, las cuales dirigen su migración hacia los órganos 

linfoides secundarios. La maduración de las DCs es un proceso continuo que comienza 

en la periferia de estos órganos con el encuentro con el Ag o por la liberación de citocinas 

inflamatorias y termina con la interacción de las DCs y las células T. La maduración de las 

DCs implica la pérdida de receptores endocíticos/fagocíticos, la sobrerregulación de 

moléculas coestimuladoras CD40, CD58, CD80, CD86, cambios en la morfología, 

cambios en los compartimentos lisosomales con la baja regulación de CD68 y la 

sobrerregulación de proteína de membrana asociada a los lisosomas de las DCs (DC-

LAMP) y cambios en los compartimentos del MCH-II, así como la sobrexpresión de este 

marcador indicador de la maduración de las DCs (26). También se presenta la pérdida de 

las estructuras de adhesión, reorganización del citoesqueleto, y adquisición de una 

movilidad celular alta (28). Un controlador importante de la remodelación del citoesqueleto 

puede ser la proteína unida a la actina p55, expresada en niveles altos en DCs de sangre 

y DCs interdigitantes localizadas en las áreas de las células T de LNs (29).  En las DCs 

maduras aumentan los niveles del factor de transcripción NF-kB que participa en el control 

transcripcional de proteínas (Rel A/p65, Rel B, Rel C, p50, p52) que regulan la expresión 

de proteínas que participan en la respuesta inmune e inflamatoria. La señalización a 

través de la familia del receptor de TNF, por ejemplo TNF-R (CD120a/b), CD40 y 

TRANCE/RANK, resulta de la activación de NF-kB (28).  

Numerosos factores inducen y regulan la maduración de las DCs, incluyendo moléculas 

como el lipolisacárido (LPS), DNA bacteriano y RNA de doble cadena, el balance entre 
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señales pro-inflamatorias y anti-inflamatorias en los microambientes locales, incluyendo 

TNF, IL-1, IL-6, IL-10, TGF-β y prostaglandinas, señales derivadas de las células T, así 

mismo otra citocina implicada en la maduración de DCs es el factor inhibidor de la 

migración de macrófagos (MIF) (Fig. 4) (28).  

Factores inductores Percusor de DCs Propiedades

GM-CSF, IL-3 y IL-4 
favorece  la 
diferenciación a 
DCs

Las DCs inmaduras 
tienen capacidad 
alta para reconocer 
LPS, DNA bacterial 
CpG y  RNA viral

Producción de IFN- γγγγ, 
TNF-α e  IL-1 permiten 
la activación de las 
DCs para capturar Ag

Captura de Ag

Características de DCs inmaduras

Expresión alta de MHC-II, CCR1, CCR-5 y CRR6

Capacidad alta de fagocitosis y endocitosis

Expresión baja de CCR7, CD40, CD54, CD58, 
CD68,CD80, CD86 y CD83.

DCs inmaduras

DCs maduras
Características de DCs maduras 

Expresión alta de MHC-II, CD54, CD58, 
CD80, CD86, CD40, CD83 y p55.

Capacidad baja de fagocitosis y 
endocitosis.

Expresión baja  de CCR1, CCR-5 y 
CRR6

 

Figura 4. Estados de maduración de las DCs mieloide s (28) 

 

FACTOR INHIBIDOR DE LA MIGRACIÓN DE MACRÓFAGOS (MIF ) 

MIF fue descubierto en la década de los 60s e inicialmente definida como una molécula 

que inhibía la migración de células peritoneales, presumiblemente macrófagos. Esta 

sustancia era liberada por los linfocitos en presencia de Ag como resultado de una 

reacción inmunológica específica (30, 31). Durante los subsecuentes 20 años, la actividad 

de MIF se correlacionó con funciones generales en la activación de macrófagos 

incluyendo adherencia, desprendimiento, fagocitosis y reforzando la actividad tumoricida. 

Sin embargo la clonación de cDNA de MIF humano y murino permitió un mejor análisis de 

las características biológicas, bioquímicas, biofísicas y las funciones de esta citocina (32, 

33). Ahora se sabe que MIF es una molécula de 12.5 KDa, está compuesta por 115 

aminoácidos y tres subunidades idénticas (Fig. 5). Tiene acción pleiotrópica y es 

producida, además de los linfocitos, por monocitos, macrófagos, DCs, células B, 
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neutrófilos, eosinófilos, mastocitos y basófilos, así como en una gran variedad de células 

no inmunes de tejido normal, como en las células de la pituitaria anterior (34), miocitos 

cardiacos (35), cerebro, riñón y células β del páncreas (36, 37). Notablemente, en 

muchos de estos tejidos, MIF es sobre-expresado en condiciones patológicas como son 

la arterosclerosis, glomerulonefritis, esclerosis múltiple, colitis, diabetes tipo 2, pancreatitis 

y cáncer (35-38), sugiriendo, en todos los casos, que MIF participa en los procesos de la 

enfermedad (31). Sin embargo, hasta ahora no se ha establecido específicamente cómo 

ejerce MIF estos efectos sobre células inmunes y no inmunes. Aún no se ha identificado 

un receptor específico de MIF y sólo se ha descrito la unión de MIF a un complejo 

formado por las moléculas CD74 y CD44 que median la señal de traducción de MIF, en la 

cual se da la activación de la ruta de señalización de Src cinasa y Akt llevando a la 

activación de NF-kappa B (39, 40).  

Dentro de la repuesta inmune innata MIF actúa de manera parácrina y autócrina, 

promueve la activación de células así como la inducción de otras citocinas pro-

inflamatorias. MIF es capaz de regular los efectos de los glucocorticoides en los sitios de 

inflamación (41), aumenta la capacidad fagocítica de los macrófagos (42) y elimina 

patógenos intracelulares como Leishmania mayor (43), y se ha observado que regula la 

acumulación de macrófagos en las reacciones de hipersensibilidad retardada (44). MIF 

incrementa la producción de TNF-α y NO en macrófagos estimulados con LPS (39).  

 

  

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 5. Estructura tridimensional de la proteína MIF por cristalografía (39). 
 
Se ha demostrado que hay inducción de RNAm de MIF en células T cuando éstas son 

estimuladas con anticuerpos anti-CD3 y superantígenos (44). Si se neutraliza la 

producción de MIF en estas células T se inhibe la producción de IL-2 bajo el estímulo de 

anti-CD3 ó por superantígenos y se reduce la proliferación en un 40-60%. In vivo los 
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tratamientos con anticuerpos anti-MIF resultan en un decremento de la proliferación 

celular y una reducción en la producción de anticuerpos IgG antígeno específicos (45), 

demostrando que MIF también actúa en la activación de las células T y tiene un papel 

importante en la regulación de la respuesta inmune adquirida. Diversos estudios sugieren 

que los efectos de MIF sobre la regulación de las funciones efectoras y la migración de las 

células T dependen de la subpoblación de células T o del modelo patológico estudiado. 

Por ejemplo, tanto la subpoblación de células Th1 como Th2 producen MIF, pero la 

producción de RNAm y la secreción de la proteína aumenta en las clonas de las células 

tipo Th2 tras la estimulación in vitro (44).  

 

LA RELACIÓN DE MIF CON LA REGULACIÓN DE LA RESPUEST A INMUNE 

Diversos estudios han mostrado que  MIF participa en la respuesta inmune a infecciones 

parasitarias (46). Sin embargo, su participación directa es poco clara. En 1991, el Dr. 

David y su grupo (46) reportaron por primera vez la participación de MIF en el control de 

una infección parasitaria. Al activar a los macrófagos, incrementan su capacidad 

fagocítica y por lo tanto, eliminan al parásito intracelular Leishmania donovani (46). Sin 

embargo, los mecanismos mediante los cuales MIF ejercía estos efectos no se 

establecieron. No hubo más estudios de MIF en enfermedades parasitarias hasta el año 

2000, cuando el Dr. Bucala y su grupo (47) reportaron una correlación entre niveles 

elevados de MIF en suero de ratones infectados con Plasmodium chabaudi y la severidad 

de la enfermedad y se probó que P. chabaudi inducía la producción de MIF en los 

macrófagos.  

En un estudio posterior, el mismo grupo demostró que los pacientes infectados con 

Plasmodium falciparum (niños de Tanzania con malaria) tenían niveles incrementados de 

MIF y niveles disminuidos de TGF-β e IL-12 en suero, asociándose la severidad de la 

infección con los niveles disminuidos de estas citocinas (48). Ahora se sabe que hay una 

asociación directa entre anemia severa por malaria y la variante génica del gen MIF (el 

gen MIF 173 varia en una transición de C-G en comparación con el genotipo MIF 173; CC 

(49).  

En 1973 Boros y colaboradores (50) describieron que granulomas hepáticos formados en 

la infección con Schistosoma mansoni, en donde se observó ,que se secretaban niveles 

altos de MIF (50). Pero fue recientemente que se estableció que MIF modula la respuesta 

inmune en la schistosomiasis. Se demostró que ratones infectados con S. japonicum, 

tratados a las 6 semanas post-infección con anticuerpos anti-MIF tuvieron un incremento 

significativo en el número de parásitos adultos, asociando a éstos con niveles disminuidos 

de TNF-α y niveles incrementados de IL-10 en esplenocitos y granulomas hepáticos (51). 
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Con relación a otras infecciones extracelulares, mediante experimentos de infección de 

ratones knock-out de MIF con Taenia crassiceps se ha demostrado que la ausencia de 

MIF favorece significativamente el establecimiento de T. crassiceps asociado a niveles 

séricos disminuidos  de IgG2a específica y a una producción disminuida de IL-12, TNF-α 

y óxido nítrico (NO) en los macrófagos peritoneales de estos ratones (45). Nuestro grupo 

ha   demostrado que la ausencia de MIF evita el desarrollo de la inmunidad protectora 

contra parásitos como Leishmania major, ya que los ratones MIF-/- desarrollaron una 

carga parasitaria mayor y daño mayor en tejidos en asociación directa con niveles 

incrementados de IL-12, IL-6 y niveles significativamente menores de NO producido por 

los macrófagos (52, 53). También hemos descrito que de los ratones MIF-/- tienen 

disminuidos los niveles séricos de citocinas proinflamatorias (TNF-α, IL-12, IFN-γ, IL-18 e 

IL-1β) en tiempos tempranos post-infección, y sucumben significativamente más rápido a 

la infección por T. gondii (cepas RH y ME49) que los ratones MIF+/+. Esta susceptibilidad 

observada se asocia con la disminución de citocinas pro-inflamatorias, así como con un 

porcentaje alto de macrófagos infectados y un número mayor de quistes en los cerebros 

de los ratones MIF-/-. Adicionalmente, demostramos que había una disminución de las 

DCs sistémicas obtenidas por gradiente de baja densidad en los ratones MIF-/- infectados 

con T. gondii (53, 54), por lo que es de nuestro interés conocer la implicación de MIF en 

la regulación de la activación de las DCs murinas. 
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JUSTIFICACIÓN 

 

MIF es una molécula fundamental en la regulación de la respuesta inmune innata y 

adaptativa debido a su amplio rango de efectos inmunológicos. Aunque se desconoce su 

participación en la activación de las DCs para desarrollar una respuesta inmune contra 

parásitos como T. gondii. Por lo tanto la información derivada de esta investigación 

generará conocimientos sobre aspectos básicos de la modulación de las DCs por MIF. 

 

HIPÓTESIS  

 

MIF podría regular la producción de citocinas y la expresión de algunas moléculas de 

membrana en las DCs importantes para la respuesta inmune implicada en el control de la 

infección por T. gondii. 

 

OBJETIVO GENERAL 

 

Determinar si MIF modula la activación de las DCs en respuesta a TSA. 

 

OBJETIVOS PARTICULARES 

 

� Determinar si MIF afecta la producción de citocinas pro-inflamatorias y anti-

inflamatorias y NO en DCs en respuesta al TSA. 

 

� Determinar si MIF modifica la expresión de las moléculas de membrana MHC-II, 

CD86, CD40, TLR-4, TLR-9, TLR-2, CCR-5, e IFN-γR en DCs estimuladas in vitro 

con TSA.  

 

� Determinar si la expresión de RNAm de citocinas relacionadas con la resistencia a 

T gondii (IL-12 p35, IL-12 p40, IL-12 p19 y TNF-α) es dependiente de MIF. 
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DISEÑO EXPERIMENTAL  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Confirmación del 
genotipo por PCR 

Obtención 
de células a 
partir de 
médula  ósea 

Diferenciación de DCs, 
con GM -CSF 

Estimulación de 
DCs con LPS (0.5 
µg/ml) y TSA (2.5 
µg/ml) en 
presencia de MIFr 

Determinación de 
citocinas IL-12, TNF- α, 
IL-6, IL-1β, IL-10 y NO 
en sobrenadantes de  
cultivos de DCs  

Determinación de RNAm 
de IL-12 p35, IL-12 p40, IL-
12 p19, TNF-α, TLR-11, 
TLR-4 por RT-PCR 
 

Determinación 
de marcadores 
de membrana 
por FACs en 
DCs (CD11c, 
MHC-II, CD86, 
CD80, CD40, 
TLR-11,  
TLR-4, TLR-2, 
CCR-5 e 
IFNγR)  
 

Ratones  
MIF+/+ y MIF-/- 
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MATERIAL Y MÉTODOS  

Animales 

Se utilizaron ratones machos de 8 a 10 semanas de edad, con fondo genético BALB/c, 

deficientes en el gen que codifica MIF (MIF-/-) y silvestres. Los ratones MIF-/- fueron 

desarrollados originalmente de las cepas B6/129Sv. Posteriormente estos ratones MIF-/- 

fueron retrocruzados por más de 12 generaciones con ratones BALB/c. Estos animales 

fueron donados por el Dr. John R. David, de la Escuela de Salud Pública de Harvard, y 

nosotros los hemos mantenido en reproducción desde hace más de cuatro años bajo 

condiciones estándares en el bioterio de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala, 

UNAM, donde son revisados genéticamente de manera rutinaria.  

Genotipificación 

Todos los animales fueron revisados genéticamente para determinar la ausencia de MIF 

por PCR siguiendo la técnica previamente descrita (54). Brevemente, utilizando material 

nuevo, estéril, libre de DNAsas y RNAsas se hizo un corte de la cola de los ratones 

experimentales y se colocaron en tubos eppendorf con 500 µl de solución amortiguadora 

de lisis Pk (Apéndice) y 20 µl de proteinasa K (4,000 µg/ml, Invitrogen) y se dejó incubar 

toda la noche a 56° C. Se agitaron los tubos en un vor tex y se centrifugaron por 10 min a 

8,000 rpm, se descartó el sobrenadante y se agregaron 500 µl de isopropanol frío, se 

homogenizó por inversión suave hasta que las hebras de DNA se hicieron evidentes. Se 

centrifugaron por 10 min a 10,000 rpm y se obtuvo la pastilla decantando el 

sobrenadante, se añadió etanol frío al 75%, se resuspendió la pastilla por inversión y se 

centrifugó por 5 min a 14,000 rpm. Se obtuvo el botón de DNA y se dejó secar a 

temperatura ambiente. Finalmente se resuspendió el botón de DNA con 200 µl de agua 

destilada y se incubó a 56° C durante toda la noche par a disolver el DNA. La 

cuantificación de DNA se realizó utilizando una dilución 1:200 en agua. Se calibró el 

espectrofotómetro con agua grado molecular (Jenway, Genova) y se analizaron las 

muestras a 260 nm. Para identificar el gen MIF se utilizaron los oligonucleótidos 

específicos de MIF y neomicina (NEO) cuya secuencia se muestra en la tabla 1. El 

volumen de la mezcla de  reacción fue de  25 µl y contenía los componentes adicionados 

en el orden que se indica en la tabla 1 (Kit Taq Platinum polymerase, Invitrogen): 
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Tabla 1. Proporción de reactivos y sondas utilizadas  para genotificar los animales 

del estudio. 

Reactivo MIF   NEO 

Solución amortiguadora 

10x 

2.5 µl 2.5 µl 

MgCl2 0.75 µl 0.75 µl 

DNTP mix (20 mM) 0.5 µl 0.5 µl 

Sonda F (50 pM) 5.6 µl 5.6 µl 

Sonda R (50 pM) 4.1 µl 4.1 µl 

DNA- Taq polimerase  

(5 U/µl) 

0.25 µl 0.25 µl 

Agua (Sigma) 9.3 µl 9.3 µl 

 Muestra de DNA 2 µl 2 µl 

Producto  200 pb 500 pb 

Oligos 

 

(F)AgACCAgtgCTTAgCTgAg 

(R)gCATCgCTACCggTggAT

AA 

(F)ATTgAACAAgATggAT

TgCAC 

(R)CgTCCAgATCATCCTg

ATC 

 

Las reacciones de PCR fueron amplificadas en un termociclador (Corbett Research) 

programado de la siguiente manera: 35 ciclos cada una: 94° C por 30 seg para 

desnaturalizar, 58° C por 30 seg para alinear los olig onucleótidos y 72° C por 120 seg 

para extender la cadena. Se utilizó un gel de agarosa  (ICN Biochemicals) al 1% de 

solución amortiguadora TBE 1x (Apéndice 1) sobre un molde y un peine de 10 pozos, que 

se mantuvo a 4° C por 30 min para que el gel solidifi cara. Después el gel se colocó en la 

cámara de electroforesis con solución amortiguadora TBE 1x y se colocaron 5 µl de 

muestra por pozo  previamente mezclados con 3 µl de solución amortiguadora de carga 

Blue Juice (Invitrogen), y 3 µl de SYBR Green (Invitrogen), reactivo utilizado para la 

tinción de ADN. En el primer pozo se colocaron 3 µl de marcador de peso molecular de 

1kb (Invitrogen) y a partir del segundo pozo se colocaron las muestras. Las muestras se 

colocaron hacia el extremo positivo y el gel se corrió a 90 volts, 150 mA durante 50 min.  
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Finalmente se observó el gel en un transluminador con luz ultravioleta (UV) y la imagen se 

capturó utilizando el programa Alphaimagen (Figura 6).  

NEOMICINA 500 pb

MIF-/-MIF+/+

MIF 200 pb

PM

 
 

Obtención de sobrenadante GM-CSF procedente de célu las de ovario de hámster 

chino (CHO) 

Las DCs fueron diferenciadas a partir de linajes mieloides de células madre 

pluripotenciales de médula ósea. Para obtener DCs inmaduras a partir de monocitos 

precursores sanguíneos nosotros utilizamos sobrenadante rico en GM-CSF producido a 

partir de una línea celular de ovario de hámster chino (CHO). El protocolo para obtener el 

GM-CSF apartir de CHO consistió en descongelar las células CHO en una caja pequeña 

(5-7 ml) con medio F12S (F12 completo con L-glutamina, penicilina/streptomicina + 10% 

SFB + 1 mg/mL G418). Se dejaron crecer hasta que llegaron a un 80 ó 90% de 

confluencia, se obtuvo el sobrenadante y las células se despegaron con EDTA para 

sembrarlas en cajas más grandes (20-25 ml) con medio F12 C (F12 con 10% de SFB). 

También se obtuvo el sobrenadante de estas cajas y se paso por una unidad de filtración 

de 500 ml (Millipore) para que estuviera estéril y utilizarlo para poder diferenciar a las DCs 

in vitro.  

 

Obtención de DCs derivadas de médula ósea  

Se removieron la tibia y el fémur de ratones MIF+/+ y MIF-/- en condiciones de esterilidad, 

el hueso se limpió y se colocó en etanol al 70% por 1-3 min para lograr su desinfección. 

Posteriormente se lavó en PBS estéril. Se cortaron los extremos de los huesos, se 

perfundió el contenido con 4 ó 5 ml de PBS estéril en dos ocasiones usando una aguja de 

insulina. Se colectaron las células en tubos de 15 ml y se centrifugaron a 2500 rpm por 6 

min a 4° C. La pastilla fue resuspendida en 1 ml de me dio DMEM con penicilina (100 

U/ml, Sigma), estreptomicina (100 µg/ml, Sigma), L-glutamina (2 mM, Sigma), y 10% de 

SFB inactivado y filtrado (0.22 µm, Millipore). Para realizar el conteo celular se tomaron 20 

µl de muestra y 20 µl de azul tripano (Sigma Chemical Co.), se homogenizó la suspensión 

 Figura 6. Gel representativo del genotipo de raton es MIF+/+ y MIF-/- por PCR.  



 22

y se tomaron 10 µl para colocarlos en la cámara de Neubauer. Se contaron 5 cuadrantes 

y se consideraron como viables a las células azul tripano negativas. Posteriormente se 

ajustaron a una concentración de 5X106 células/ml, en cajas de cultivo bacteriano estériles 

(Becton Dickinson) y se adicionaron 10 ml de medio DMEM complementado y 1 ml de 

sobrenadante de GM-CSF (a partir de células CHO). Las DCs se mantuvieron en cultivo 

durante 5-6 días en un incubador a 37° C con 5% de CO 2. El día de la siembra se 

consideró como día 0, al tercer día los cultivos se alimentaron con 8 ml de medio fresco 

DMEM completo con 1 ml de sobrenadante de GM-CSF, y del quinto al sexto día se 

recuperaron las células flotantes por centrifugación.  

Las células DCs durante el proceso de diferenciación mostraron cambios en su fenotipo. 

En el día 1 y 2 de cultivo no se observaron cambios aparentes (Fig. 7 A). En el día 3 de 

cultivo se observó la formación de aglomerados (Fig. 7 B). En el dia 4 de cultivo se dio la 

formación de células flotantes las cuales darían origen a las DCs; en esta etapa también 

se observaron células adheridas a la placa que en su gran mayoría son monocitos y 

granulocitos (Fig. 7 C). En el día 5-6 se formaron  las prolongaciones citoplasmáticas y  un 

aumento en el tamaño de las DCs lo cual nos indicaba que las DCs estaban listas para 

realizar la parte experimental (Fig. 7 D). 

Estimulación de DCs in vitro  

Una vez diferenciadas in vitro las DCs de médula ósea fueron colectadas en el día 6, y se 

ajustaron a 5x105 células/ml en medio DMEM completo con penicilina y estreptomicina 

(100 U/ml c/una, Sigma), L-glutamina (2 mM, Sigma), y 10% de SFB inactivado. Se 

colocaron 100 µl de la suspensión por pozo en una placa de 96 pozos (Becton Dickinson) 

y las DCs se estimularon con TSA (2.5 µg/ml) o LPS (0.5 µg/ml) y un grupo basal sin 

estímulo. Se colectaron los sobrenadantes después de 24 h de estímulo y se llevó al cabo 

la cuantificación de citocinas por ELISA-sandwich. Se cosecharon las células para 

analizar la expresión de moléculas co-estimuladoras y TLRs por citometría de flujo. 
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Día 2 de cultivo (células madre)              Día 3  de cultivo (formación de aglomerados) 

                   

 

 

 

 

 

 

Día 4 de cultivo (células flotantes)              

Día 4 de cultivo (células flotantes)                  Día 5 de de cultivo (elongaciones presentes) 

  

 

 

 

Determinación de óxido nítrico  

El ensayo para determinar NO en sobrenadantes consiste en preparar dos soluciones por 

separado, solución A (0.1% de clorhidrato de naftiletilendiamina) en agua destilada y 

solución B (1% sulfanilamida en H3PO4 al 5%). Antes de realizar la prueba, se mezclan la 

solución A y B en volumen iguales para así obtener el reactivo de Griess. Esta mezcla es 

estable por 12 h a 4° C, aunque las soluciones  A y B pue den ser refrigeradas por varios 

meses. En una placa de 96 pozos se colocó en las dos primeras filas una curva de nitritos 

como control y referencia para extrapolar las concentraciones de nitritos en las muestras. 

Se colocaron 100 µl por cada pozo por duplicado de las diferentes concentraciones de  

nitritos (10, 5, 2.5, 1.25, 0.65, 0.315 y 0 mM) también se colocaron 50 µl del sobrenadante  
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Figura 7. Proceso de maduración de DCs procedentes de médula ósea de origen 
mieloide a partir de un precursor CD34+. 
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celular y 70 µl de reactivo de Griess. Esta mezcla se incubó a temperatura ambiente por 

10 min y se analizó la absorbancia a 550 nm - 620 nm en un lector de microplacas. 

Inmunoensayo ligado a enzimas (ELISA) 

Se realizó la detección de las citocinas IL-12, TNF-α, IL-1β e IL-6,  en los sobrenadantes 

de los cultivos celulares por medio de la técnica de ELISA-sandwich de acuerdo a las 

instrucciones de fabricante (Peprotech, México). Las placas de 96 pozos (Maxisorp) 

fueron sensibilizadas con 100 µl por pozo del anticuerpo de captura purificado anti-mouse 

(IL-12, TNF-α, IL-1β e IL-6 (Tabla 4) diluido en PBS a una concentración de 2 µg/ml, se 

cubrió la placa para prevenir la evaporación y se dejó incubar toda la noche a 4° C. Se 

removió el anticuerpo de captura, se lavó 3 veces con PBS-Tween (1000 ml de PBS 1X + 

0.5 ml de Tween). Posteriormente se añadieron 200 µg/ml de PBS de bloqueo (PBS 1X + 

1% de albúmina sérica bovina, BSA) por pozo para evitar las uniones no específicas. Se 

incubó a temperatura ambiente por 2 h. Después se lavó la placa 4 veces con 

PBS/Tween y se realizó la curva de citocina recombinante murina por duplicado en los 

primeros pozos de la placa desde 20 ng/ml realizando diluciones a la mitad hasta el pozo 

11 y al último pozo sólo se le agregó PBS-BSA al 1%. A los pozos restantes se agregaron 

por duplicado 50 µl de los sobrenadantes, se incubaron toda la noche a 4° C. Se lavó 4 

veces con PBS/Tween, se agregaron 100 µl por pozo del anticuerpo biotinilado diluido en 

PBS-BSA (0.5 µg/ml). Se incubaron a temperatura ambiente por 30 min. Después se lavó 

6 veces con PBS/Tween y se agregaron a cada pozo 100 µl de avidina peroxidasa 

(1:2000 en PBS-BSA 1%), se dejó incubar a temperatura ambiente por 30 min. 

Trascurrida la incubación se lavó 6 veces con PBS-Tween y se añadieron a cada placa 

100 µl de ABTS (Apéndice) se incubó por 15 min a temperatura ambiente y se analizó la 

placa en un lector de microplacas (Thermo LabSystems) a 405 nm. Los datos obtenidos 

se analizaron con el software Multiskan Ascent y Graphpad Prism 5.0. 

 

Tabla 4. Anticuerpos utilizados en el ensayo de ELIS A 

ANTICUERPO                MARCA 
IL-12  Peprotech México  
TNF-α Peprotech México  
IL-1β Biolegend  
IL-6  Peprotech México  
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RT-PCR  

Se utilizaron muestras de DCs resuspendidas en 800 µl de trizol, se incubaron 5 min a 

temperatura ambiente, se agitaron en vortex, se agregaron 200 µl de cloroformo por cada 

ml de trizol, se agitaron fuertemente durante 15 seg y se mantuvieron a temperatura 

ambiente por 3 min. Se centrifugaron a 10000 rpm durante 15 min a 2° C, se recuperó la 

fase transparente (superior), se agregaron 500 µl de isopropanol por cada ml de trizol y se 

mantuvieron 10 min a temperatura ambiente mezclando suavemente. Las muestras se 

centrifugaron durante 10 min a 10000 rpm a 4° C. En las muestras que no se observó un 

botón  se agregó 1 ml de etanol al 75% y se mezcló en un vortex por 5 a 10 segundos. 

Luego, se centrifugó a 8,000 rpm durante 10 min a 4° C y se decantó el etanol sin perder 

el botón. Una vez decantado el etanol se dejó secar al aire hasta eliminar los restos del 

mismo (10 - 20 min). Las muestras se resuspendieron en H2O DEPC libre de DNAsas y 

RNAsas (20 a 40 µl), se agitaron en un vortex, se hicieron alícuotas en tubos estériles y 

se mantuvieron a -70° C. Por último, se utilizó una a lícuota para verificar la concentración 

del RNA. Posterormente se utilizó el kit First- Strand Síntesis SuperScript II (invitrogen) 

para retrotranscribir el RNA en cDNA. Se utilizaron 5 µg de RNA total ajustados a 10 µl 

con agua mQ, el procedimiento se realizó en condiciones estériles en una campana de 

flujo laminar. Se mezclaron los componentes del kit, First- Strand Síntesis SuperScript II 

en tubos libres de RNAsas de 0.2 ml con: 1 µl de dNTP Mix 10 mM y 1 µl de Oligo dT (0.5 

µg/µl) 1 µl. Las muestras se incubaron  por 5 min a 65 °C en el termociclador y se 

colocaron los tubos en una cama de hielo por 1 min. A cada tubo se adicionaron los 

siguientes componentes con el volumen indicado: 10X RT buffer 2 µl, 25 mM MgCl2 4 µl y 

0.1 M DDT 2 µl. Posteriormente los tubos se agitaron suavemente y se incubaron 2 min a 

42° C, se adicionó 1 µl de enzima SuperScript II RT (50  unidades) a cada reacción y se 

incubaron  por 50 min a 42° C. A continuación, los tubo s se incubaron a 70° C durante 15 

min y se colocaron en hielo por 5 min. Para concluir, se agregó a cada tubo 1 µl de 

RNAsa H y se incubó a 37° C por 20 min, la concentraqció n se ajustó a 50 ng/ml y los 

tubos se almacenaron a -70° C. Para analizar las difere ncias entre los tratamientos, se 

amplificaron los genes RNAr18S (gen control), TLR4, y TLR-11. Las mezclas de reacción 

se llevaron a un volumen final de 25 µl de solución amortiguadora 10x, 2.5 µl de MgCl (25 

mM) ,1 µl de DNTP mix (2 Mm), 2 µl de sonda F (15 pM), 1 µl de sonda R (15 pM), 1 µl de  
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cDNA (50 ng/ml), 1 µl de Taq polimerasa (5 u/µl) y 16.3 µl de H20 mQ. Las sondas 

específicas que se utilizaron para amplificar cada gen se presentan en la tabla 2. 

PCR tiempo real  

La concentración de cDNA se ajustó a 50 ng/ml, se realizó el análisis cuantitativo por PCR 

tiempo real  de acuerdo a  las instrucciones del KIT IQ Supermix. Se usaron sondas de IL-

12 p35, IL-12 p40, IL-12 p19 y 18s (gen constitutivo) utilizando como fluorocromo el 

SYBRTM Green I (1X) (Amresco) como lo describe la literatura (55) en un termociclador 

de tiempo real, Rotor Gene RG 3000 (Corbett Research). La secuencia de las sondas de 

cada gen se presenta en la tabla 2.  

Tabla 2. Secuencia de sondas y condiciones de ampli ficación de citocinas 

Sondas de citocinas  Producto  T° alineación  Referencia  

TLR-4  
5ACCTGGCTGGTTTACACGTC3   
5´CTGCCAGAGACATTGCAGAA3´ 

201 bp 52° C (56)  

TLR-11 
5CTgCAAgTTTgACTggCT ACTC3’ 
5´CTg CAAg TTTgACTg gCT ACTC3´ 

350 bp 56° C Diseñado por 
el programa 
FAST PCR  

TNF-α 
5GGCAGGTCTACT TTGGAGTCATTGC 3 
5´ACATTCGAGGCTCCAGTCAAT TCG 3´ 

307 bp 59° C (56)  

IL-12 p35 
5´GCAAGAGACACAGTCCTGGG3´ 
 5´TGCATCAGCTCATCGATGGC3´     

618 bp 55° C (57) 

IL-12 p40 
F-5´GGAGACCCTGCCCATTGAACT3´ 
R-5´CAACGTTGCATCCTAGGATCG3´ 

421bp 55° C (57)  
 

IL-12 p19 
5´TgCTggATTgCA  gAg CAg TAA3´ 
5´CTg gAg  gAg TTg gCT gAgTC 3´ 

413 bp 54° C (58)  

18S  
5´GGGAGCCTGAGAAC GGC3´ 
5’ GGG TCG GGA GTG GGT AAT TT 3’ 

212 bp  59° C Diseñado por 
el programa 
FAST PCR 

 

Citometría de flujo  

Se utilizaron DCs, estimuladas con LPS (0.5 µg/ml) y TSA (2.5 µg/ml) por 24 h. Se 

recuperaron las células y se centrifugaron a 2500 rpm por 8 min y se decantó el 

sobrenadante. Se resuspendieron las células en 500 µl de solución amortiguadora para 

FACs. Se incubaron las células con los anticuerpos primarios correspondientes aclopados  
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con fluoresceína (FITC) y/o ficoeritrina (PE) como se muestra en la tabla 5 (1 µg/ml, 

PharMingen) en tubos Falcon de 5 ml a 4º C por 30 min en la oscuridad. Se utilizó un 

anticuerpo anti-IgG2 como control de pegado inespecífico. Las células se lavaron 2 veces 

con solución amortiguadora de FACs para quitar el excedente del anticuerpo primario y 

posteriormente se les agregó paraformaldehído al 1% para fijar las células y evaluarlas en 

los siguientes 4 días. Se analizaron 10000 eventos por muestra, utilizando el sotware Cell 

Quest (Becton Dickinson). Se clasificaron las DCs de acuerdo a su tamaño (FSC) y 

granularidad (SSC), se delimitó la región R1 agrupando la población de DCs. Las células 

aisladas de ratones que fueron teñidas con el anticuerpo isotipo mostraron un pegado 

inespecífico menor al 5% (Fig. 8). 

       

 

                            

 

 

 

 

 

 

 
Figura 8. Citometría de flujo de DCs. Delimitación de la población de DCs por 
tamaño y granularidad (A), determinación de cuadran tes (B). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A B 

Tamaño  FL4-H 

G
ra

nu
la

rid
ad

 



 28

Tabla 5. Anticuerpos utilizados en el análisis por c itometría de flujo. 

 

ANTICUERPO   CLONA  MARCA 

MHC-II (FITC)   CLONA 11-5.2   Biolegend  
CD11c (APC)    CLONA  N418 Biolegend  
CD40 (FITC)     CLONA G28.5 Biolegend  
CD86 (PE)        CLONA GL-1 Biolegend  
TLR-4 (PE)        CLONA MTS510 Biolegend  
TLR-11 (FITC)   POLICLONAL Ebioscience  
TLR-2 (PE)        CLONA 6C2 Biologend  
CCR-5 (FITC)    CLONA T21/8 Biologend  
IFN-γR (PE)       POLICLONAL Santa Cruz Biotechnology  
 

Análisis estadístico Las comparaciones entre los diferentes grupos considerados en 

este trabajo se realizaron mediante la prueba t de Student (GraphPAd Prism 5.0). Se 

consideraron significativas las comparaciones con valores de p < 0.05. 
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RESULTADOS     

MIF ES NECESARIO PARA LA PRODUCCIÓN DE ÓXIDO NITRÍC O 

Los intermediarios de nitrógeno reactivo, incluyendo al NO, han sido identificados como 

moléculas efectoras importantes que restringen el crecimiento de patógenos en los 

hospederos infectados (59). Con la finalidad de establecer si MIF modula la producción de 

NO en DCs se determinó esta molécula en el sobrenadante de cultivos de DCs 

estimuladas por 24 h con TSA y LPS como control positivo. En la figura 9A se observa 

que la producción de NO en DCs de ratones MIF+/+ sin estímulo (basal) fue de alrededor 

de 20 µM, cuando estas mismas células fueron estímuladas con LPS o TSA se 

incrementó significativamente la producción de NO, alcanzando niveles de alrededor de 

40 y 50 µM respectivamente, siendo el mejor inductor de NO el TSA. En la misma figura 

9A puede observarse que las DCs de ratones MIF-/- sin estímulo (basal) produjeron 

cantidades similares de NO (19 µM) que el grupo de DCs de ratones MIF+/+ basal. Sin 

embargo, al ser estimuladas con LPS y TSA no respondieron tan eficientemente como las 

DCs de ratones MIF+/+, alcanzaron niveles de sólo 20 y 30 µM respectivamente, y 

observándose una disminución estadísticamente significativa comparada con los niveles 

producidos por las DCs de los ratones MIF+/+. Estos resultados nos sugieren que MIF 

puede ser un inductor positivo de la producción de NO. Con la finalidad de probar esta 

posibilidad se incorporó MIFr (10 ng/ml) a los cultivos de DCs de ratones MIF-/- 

estimuladas con LPS y TSA y observamos que la incorporación de MIFr favorecía la 

recuperación en la producción de NO en ambos casos (40 y 50 µM, respectivamente) 

(Fig. 9B). Estos resultados sugieren que MIF participa como co-activador de la producción 

de NO en DCs y podría tener un papel importante en la regulación de la respuesta inmune 

innata.  

A                                                                       B 

 

 

                                                                                

 

 

 

Figura 9. Producción de NO en sobrenadantes de cultivos de DCs estimuladas con 0.5 
µg/ml  de LPS  y  2.5 µg/ml de TSA,  *p < 0.05 (n=4) “t” de Student vs. MIF+/+. 
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MIF MODIFICA LA PRODUCCIÓN DE CITOCINAS PRO-INFLAMA TORIAS 

RELACIONADAS CON LA RESISTENCIA  A LA INFECCIÓN POR  T. gondii. 

Una vez que establecimos que MIF puede ser importante en la respuesta inmune innata 

debido a su regulación sobre los niveles de NO, decidimos investigar si MIF también 

participa en la respuesta inmune adquirida. Analizamos algunas citocinas pro-

inflamatorias consideradas importantes para conferir resistencia en la infección por T. 

gondii. Se cuantificó por ELISA la secreción de IL-12, TNF-α, IL-1β e IL-6 en el 

sobrenadante de cultivos de DCs estimuladas por 24 h con TSA o LPS como control 

positivo. En la figura 10 se observa que la producción basal de IL-12 (A), TNF-α (B), IL-1β 

(C) e IL-6 (D) no se modifica en DCs provenientes de ratones MIF-/- comparadas con 

DCS de ratones MIF+/+. Al agregar los estímulos de LPS y TSA la producción de estas 

citocinas se incrementó significativamente en ambos tipos celulares, siendo el TSA mejor 

inductor de IL-12, TNF-α e IL-6. Sin embargo, en las DCs de los ratones MIF-/- la 

inducción fue menor que en las células MIF+/+. Cuando se agregó proteína MIFr a los 

cultivos de DCs de ratones MIF-/- (Figura 11) se observó una recuperación casi total de 

los niveles de citocinas secretadas al estimular las células con LPS y TSA sin modificar el 

nivel basal. Nuevamente estos resultados sugieren que MIF actúa como un factor que 

regula positivamente la producción de estas citocinas pro-inflamatorias en colaboración 

con otros factores, teniendo así un papel co-estimulador más que regulador directo. 

Ya que observamos modificaciones a nivel de secreción de proteínas decidimos evaluar 

si la modificación en la secreción de las proteínas se puede deber a una reducción en la 

expresión de las mismas. Utilizamos la técnica de PCR-tiempo real para determinar la 

expresión de transcrito de TNF-α y de las diferentes subunidades de la IL-12 (p35, p19 y 

p40) utilizando como control el gen constitutivo GADPH. En la figura 12 se puede 

observar que la expresión relativa de TNF-α (A) y las diferentes subunidades de IL-12; IL-

12p35 (B), IL-12p19 (C) y IL-12p40 (D) estan disminuidos en las DCs provenientes de 

ratones MIF-/- comparados con DCs de ratones MIF+/+ al ser estimuladas tanto con TSA 

como con LPS. De la misma manera que con la proteína, los niveles de expresión relativa 

de las citocinas en DCs de ratones MIF-/- aumentó a niveles cercanos a los de DCs de 

ratones MIF+/+ cuando se adicionó proteína MIFr a los cultivos (Fig. 13).  

Con todo lo anterior se puede concluir que MIF ejerce un papel importante a nivel de la 

expresión de los transcritos de TNF-α y de las diferentes subunidades de la IL-12, tanto 

en respuesta a TSA como a LPS y que por lo tanto la disminución en los niveles de 

proteínas secretadas presentes en los sobrenadantes de los cultivos de DCs se debe a 

una disminución en la expresión y síntesis de la proteína. 
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Figura 10. Cuantificación por ELISA -sandwich de IL -12 (A), TNF-α (B), IL-1β(C) e IL-6 (E)  en 
sobrenadantes de cultivos de DCs estimuladas por 24  h con 0.5 µg/m de LPS y 2.5 µg/ml de 
TSA ٭p < 0.05 (n=4) “t” de Student  vs. MIF+/+.            
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Figura 11. Cuantificación por ELISA-Sandwich de TNF -α (A),  IL-12 (B), IL-1 β (C) e IL-6 (D), en 
sobrenadantes de cultivos de DCs estimuladas por 24 h con 0.5 µg/ml de LPS  y 2.5 µg/ml de 
TSA y con la adición de 10 ng/ml de MIFr (barra gri s), ٭ p < 0.05 (n=4) “t” de Student vs. 
MIF+/+ ** p < 0.05 t de student MIFr vs MIF +/+. 
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Figura 12. Expresión relativa de TNF -α (A), IL-12 p35 (B) , IL-12 p19 (C) e IL-12 p40 (D), en RNAm 
de DCs estimuladas con (2.5 µg/ml) de TSA y (0.5 µg/ml) de LPS p < 0.05 (n=4) “t ” de Student 
vs. MIF+/+ ** p < 0.05 t de student MIFr vs. MIF +/+. 
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Figura 13. Expresión relativa de TNF-α (A), IL-12 p35 (B), IL-12 p19 (C) e IL-12 p40 (D) en DCs 
estímuladas con 0.5 µg/ml de LPS y 2.5 µg/ml de TSA  durante 24 hs, y con la adición de 10 
ng/ml de MIFr (barra gris)  p < 0.05 (n=4), “t” de Student vs. MIF+/+, ** p < 0.05 “t” de Student 
MIFr vs. MIF+/+. 
 

0

1

2

3

*
**
*

BASAL LPS TSA

E
xp

re
si

ón
 r

el
at

iv
a

IL
-1

2 
p3

5 
/ G

A
D

P
H

0

1

2

3

4

**
*

BASAL LPS TSA

 E
xp

re
si

ón
 R

el
at

iv
a

IL
-1

2 
p4

0 
/ G

A
D

P
H

0

1

2

3

4

*
*

BASAL LPS TSA

E
xp

re
si

ón
 re

la
tiv

a
IL

-1
2 

p1
9 

/ G
A

D
P

H

0

1

2

3

4

BASAL LPS TSA

*
*

E
xp

re
si

ón
 re

la
tiv

a
TN

F-
αα αα

 / 
G

AD
P

H
A MIF +/+ 

MIF -/- 

MIFr 



 34

 MIF MODIFICA LA EXPRESIÓN DE MOLÉCULAS COESTIMULAD ORAS EN  DCs 

Además de las citocinas proinflamatorias, otras moléculas importantes implicadas en la 

activación adecuada de las DCs son las moléculas de membrana coestimuladoras como 

MHC-II, CD86, CD80 y CD40. Con la finalidad de establecer si MIF participa en la 

regulación de estas moléculas en DCs, se determinó su expresión por citometría de flujo 

en DCs de ratones MIF+/+ y MIF-/- estimuladas por 24 h con TSA  y LPS  como control.  

En la figura 14 se observa la expresión de MHC-II en DCs. En los grupos MIF+/+ en 

condiciones basales las DCs expresan constitutivamente MHC-II, al agregar los estímulos 

con LPS y TSA hubo un discreto incremento no significativo en la expresión de esta 

molécula. En las DCs de ratones MIF-/- sin estímulo (basal) se observó una disminución 

estadísticamente significativa en la expresión de MHC-II. Los estímulos antigénicos con  

LPS y TSA no parecieron tener algún efecto positivo que favoreciera la expresión de la 

molécula MHC-II.  

La incorporación de MIFr a los cultivos de las DCs de ratones MIF-/- tanto basales, como 

con los estímulos antigénicos favoreció la expresión de MHC-II en los tres grupos, aún 

cuando no alcanzaron los niveles de expresión observados en las DCs de ratones MIF+/+ 

(basal, LPS y TSA).  

Estos resultados confirman que la molécula MHC-II se expresa de manera constitutiva en 

las DCs de ratones MIF+/+ y esta expresión no es dependiente, de manera importante, 

por la presencia de los estímulos antígenicos LPS y TSA. Por otro lado, la regulación 

negativa en la expresión de MHC-II observada en las DCs de ratones MIF-/- a nivel basal 

con LPS y TSA  sugiere que la deficiencia de MIF afecta los procesos de maduración de 

las DCs y en consecuencia posiblemente también se afecte la presentación de antígenos, 

sugiriendo, entonces a MIF como una molécula importante en los procesos de 

maduración de las DCs (60).  

Actualmente es ampliamente aceptado que la infección por T. gondii regula los niveles de 

expresión de las moléculas coestimuladoras CD80 y CD86 (61). Con la finalidad de 

establecer si MIF participa en esta regulación se determinaron los niveles de expresión de 

estas dos moléculas en las DCs MIF+/+ y MIF-/- estimuladas in vitro por 24 h con TSA y 

LPS como control.  

En la figura 15 se observa que la expresión de CD86 en las DCs de ratones MIF+/+ en 

estado basal fue significativamente menor en comparación con los estímulos LPS y TSA, 

cabe señalar que el mejor inductor de CD86 fue el TSA. En las DCs de ratones MIF-/- en 

estado basal la expresión de esta molécula estuvo significativamente disminuida en 

comparación con las DCs de ratones MIF+/+ basal y con los estímulos antigénicos LPS y 

TSA no favorecieron significativamente su expresión también se observó una menor 
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expresión de CD86 en comparación con los estímulos. Al incorporar MIFr en los cultivos 

de las DCs de ratones MIF-/- se observó una recuperación de CD86 en estado basal y en 

cada uno de las DCs estimuladas con LPS o TSA. Con todo lo anterior se puede concluir 

que MIF favorece a la expresión de CD86. 

Figura 14. Expresión de MHC -II en DCs. Análisis estadístico (A) y dot plots (B).  Las DCs 
fueron estimuladas con 0.5 µg/ml de LPS, 2.5 µg/ml de TSA y procesadas 24 h después de 
la estimulación, *p < 0.05 (n=4), “t de Student vs. MIF+/+, ** p < 0.05 t de Student MIFr  vs. 
MIF+/+. 
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Figura 15. Expresión de CD86 en DCs. Análisis estad ístico (A) y dot plots (B). Las DCS 
fueron estimuladas con LPS (0.5 µg/ml) y  (2.5 µg/ml) de TSA y procesadas 24 h después de 
la estimulación, *p < 0.05 (n=4), “t de Student vs. MIF+/+, ** p < 0.05 t de Student MIFr  vs. 
MIF+/+. 
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En la fig 16 se puede observar que las DCs de ratones MIF+/+ estimuladas con LPS y 

TSA incrementaron su expresión de CD80 en relación con las DCs sin estímulos 

antigénicos, basal. Siendo el mejor inductor de esta sobreexpresión el TSA. En las DCs 

de ratones MIF-/- no estimuladas, se observó una disminución estadísticamente 

significativa con respecto a la expresión de las DCs de ratones MIF+/+ basal. El estímulo 

con LPS favoreció a una discreta sobreexpresión de esta molécula que no fue 

estadísticamente significativa respecto a las DCs de ratones MIF-/- basal. El estímulo con 

TSA incrementó la expresión más eficazmente que el LPS. Tanto el LPS como TSA 

favorecieron parcialmente la expresión de CD80 en las DCs de ratones MIF-/-, sin 

embargo en ninguno de los casos se alcanzaron los niveles de expresión observados en 

las DCs de ratones MIF+/+. Al incorporar MIFr en los cultivos de las DCs de ratones    

MIF-/- se recuperó significativamente la expresión de CD80 en los tres grupos (basal, LPS 

y TSA) siendo constante esta expresión para todos los grupos.  

Con todo lo anterior se puede concluir que el LPS no presenta un efecto sinérgico en la 

expresión de CD80 y que el mejor inductor de CD80 es el TSA en presencia de MIF. 

En la Fig 17 se observa la expresión de CD40 en los grupos de DCs de ratones MIF+/+ en 

estado basal la expresión fue menor en comparación con los estímulos LPS y TSA, al 

agregar estos dos estímulos la expresión se incrementó significativamente, en donde el 

TSA fue el mejor inductor de la expresión de CD40. En los grupos de DCs de ratones 

MIF-/- también se observó un efecto escalonado siendo el mejor inductor también el TSA. 

Sin embargo la ausencia de MIF disminuye significativamente la expresión de esta 

molécula en los grupos basal, LPS, TSA. Al incorporar MIFr se recuperó la expresión de 

CD40 con los estímulos LPS y TSA, ya que en estado basal no hubo una recuperación 

significativa. Con lo anterior se puede concluir que CD40 responde solo en presencia de 

LPS como TSA siempre y cuando MIF se encuentre presente. 
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 Figura 16. Expresión de CD80 en DCs. Análisis estadístico (A ) y dot plots (B). Las DCs fueron 
estimuladas con LPS 0.5 µg/ml y  2.5 µg/ml de TSA y procesadas 24 h después de la 
estimulación, *p < 0.05 (n=4), “t” de Student vs. MIF+/+, ** p > 0.05 “t” de Student MIFr vs. 
MIF+/+. 
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Figu ra 17. Expresión de CD40 en DCs. Análisis estadistico (A) y dot plots (B).  Las DCS 
fueron estimuladas con LPS (0.5 µg/ml) y  (2.5 µg/ml) de TSA y procesadas 24 h después 
de la estimulación, *p < 0.05 (n=4), “t” de Student  vs. MIF+/+, ** p > 0.05 “t” de Student 
MIFr vs. MIF+/+. 
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MIF MODIFICA LA EXPRESIÓN DE RECEPTORES TIPO LIKE ( TLR-2, TLR-4, TLR-11) 

Y EN DCs  INVOLUCRADOS EN LA VÍA DE SEÑALIZACIÓN DE  T. gondii. 

Otra parte importante en nuestro trabajo de investigación fue medir receptores tipo Toll  

que son uno de los mecanismos por el cual el sistema inmune innato reconoce la 

presencia de organismos patógenos. Se conoce que la respuesta inducida por antígenos 

de T. gondii  puede ser mediada a través del reconocimiento de los TLR-2, TLR-4 y TLR-

11 en las DCs (62), (63). Esto nos llevó paralelamente a medir la expresión por citometría 

de flujo de los receptores Toll. En la figura 18 (B) y (C) se observa la expresión de TLR-4 

en DCs. En los grupos de DCs de ratones MIF+/+ basal hubo una menor expresión de 

TLR-4 en comparación con los grupos LPS y TSA, en estos dos grupos se observó un 

incremento significativo en la expresión de este receptor y como se puede observar el 

mejor inductor para la activación de TLR-4 es el LPS. En los grupos de DCs de ratones 

MIF-/- también se encontró que con el estímulo con LPS hay una mayor expresión, en 

comparación con los estímulos basal y TSA, sin embargo la deficiencia de MIF afectó 

significativamente la expresión de TLR-4, al incorporar MIFr la recuperación de TLR-4 

soló se observó con LPS ya que en la condición basal y TSA la recuperación no fue 

significativa, en comparación con los estímulos del grupo de DCs de ratones MIF+/+. 

Paralelamente medimos TLR-4 por RT-PCR utilizando como gen constitutivo RNA18s, en 

la Figura 18 (A) se observa el gel de agarosa y una tabla con los valores desintométricos 

para el gen TLR-4 y los datos obtenidos demostraron que los grupos de DCs de ratones 

MIF+/+ basales expresan constitutivamente el gen, sin embargo cuando las DCs de 

ratones MIF+/+ son expuestas a antígenos de LPS y TSA hay una mayor expresión del 

gen. En las DCs de ratones MIF-/- disminuye la expresión de TLR-4 en todos los casos, 

sin embargo al incorporar MIFr en los cultivos de las DCs de ratones  MIF-/- se volvió a 

recuperar la expresión de TLR-4 en todos los casos. Por lo cual podemos concluir que la 

presencia de MIF tiene un efecto importante en la expresión de TLR-4 a nivel de receptor 

como a nivel del transcrito y que muy posiblemente los Ag de LPS y TSA  tengan una ruta 

de señalización compartida en presencia de MIF. Sin embargo la activación de TLR-4 si 

es dependiente de la participación de MIF. 

En la Fig 19 se observa la expresión de TLR-2%. En los grupos de DCs de ratones 

MIF+/+ basal, sin estímulo, la expresión fue menor en comparación con los estímulos con 

LPS y TSA observándose un incremento significativo. En los grupos de DCs de ratones 

MIF-/- (basal, LPS y TSA)  la expresión de TLR-2  se disminuyó significativamente en 

comparación con los grupos MIF+/+.  Asi mismo el mejor activador de este receptor en 

ausencia de MIF es el TSA ya que en el estado basal y con LPS el efecto no fue 

significativo. Al incorporar MIFr a las DCs de ratones MIF-/- se recuperó la expresión para 
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LPS y TSA.  Por lo anterior se concluye que la presencia de MIF es fundamental para 

modular la expresión de TLR-2 en respuesta con LPS y TSA; estos resultados nos 

permitió comprender que estos Ag son regulados por la misma vía de activación y con ello 

promover  la producción de citocinas pro-inflamatorias.   

A                                                                                B 

 

   

     

 

MIF+/+              MIF -/-              MIFr 

BASAL 19%      BASAL 16%     BASAL 23% 

LPS  42.4%       LPS 20.29%     LPS 40.23%  

TSA  38.1%      TSA  23.2%      TSA 37.14% 

 

 

C 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0

10

20

30

40

50

BASAL LPS TSA

*
*

*

**

**

**

TL
R

-4

 

 

Figura 18.  Expresión de TLR -4 en  DCs. Análisis RT-PCR (A), estadistico (B) y dot plots (C). Las 
DCS fueron estimuladas con LPS 0.5 µg/ml y  2.5 µg/ml de TSA y procesadas 24 h después de 
la estimulación. Los datos son representativos de t res experimentos, *p < 0.05 (n=4),  “t” de 
Student vs. MIF+/+, ** p > 0.05 “t” de Student MIFr vs. MIF+/+. 
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Figura  19 . Expresión de TLR -2 en  DCs. Análisis estadistico (A) y dot plots (B).  Las DCs 
fueron estimuladas con LPS 0.5 µg/ml y  2.5 µg/ml de TSA y procesadas 24 h después de la 
estimulación, *p < 0.05 (n=4), “t” de Student vs. MIF+/+, ** p > 0.05 “t” de Student MIFr vs. 
MIF+/+. 
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En la figura 20 (B) y (C) los grupos de DCs de ratones MIF+/+ basal mostraron una menor 

expresión de TLR-11, al agregar los estímulos con LPS y TSA la expresión se incrementó 

significativamente, sin embargo el efecto encontrado en estos dos antígenos es muy 

similar. En los grupos de DCs de ratones MIF-/- se observó un efecto interesante la 

expresión de TLR-11 dismunuyó significativamente en todos los grupos estando su 

expresión por debajo de la condición MIF+/+ basal. Al incorporar MIFr a las DCs de 

ratones  MIF-/- se recuperó la expresión de TLR-11 para todos los casos, lo cual sugiere 

que TLR-11 es dependiente de MIF para una buena activación del receptor TLR-11 en 

respuesta a TSA. Esto concuerda con los resultados obtenidos por RT-PCR (A) en donde 

los grupos de DCs de ratones MIF+/+ se observó una mayor expresión en respuesta a los 

antígenos con LPS y TSA. En las DCs de ratones MIF-/- se observó una disminución 

significativa en la expresión de TLR-11. Al incorporar MIFr a las DCs de ratones MIF-/- se 

observó una recuperación del receptor TLR-11 en los grupos estimulados con LPS y TSA. 

Por lo cual podemos concluir que la presencia de MIF tiene un efecto importante en la 

expresión de TLR-11 a nivel de receptor como a nivel del transcrito.  

 Por otro lado otro receptor que fue medido fue CCR5, debido a que esta quimiocina se 

expresa en DCs durante procesos inflamatorios y es activada por una proteína llamada la 

ciclofilina que promueve la síntesis de IL-12 después de la estimulación con T. gondii.  En 

la figura 21 en los grupos de DCs de ratones MIF+/+ en condición basal y en presencia de 

antígenos con LPS no se observaron cambios significativos en la expresión de CCR5, sin 

embargo con los antígenos de TSA la expresión de CCR5 se duplica en comparación con 

el estado basal y LPS. En los grupos de DCs de ratones MIF-/- se observó una 

disminución significativa en la expresión de CCR5 en comparación con los grupos de DCs 

de ratones MIF+/+, al incorporar MIFr sólo hay una recuperación con los estímulos con 

TSA. Por lo anterior se concluye que la presencia de MIF es fundamental para 

sobreregular la expresión de CCR5 y de esta manera promover la síntesis de IL-12 en 

respuesta a TSA.  

Por otra parte se sabe que las DCs son productoras de IL-12 y que esta induce la 

producción de IFN-γ. Con el objetivo de determinar si las DCs presentan el receptor para 

IFN-γR, se midió este marcador por citometría de flujo, así mismo con la finalidad de 

poder determinar la participación de MIF en la expresión IFN-γR. En la figura 22 los 

grupos de DCs de ratones MIF+/+ se pudo observar una expresión constante de este 

receptor en todos los grupos (basal, LPS y TSA). Sin embargo en ausencia de MIF se 

observó una disminución estadísticamente significativa en  la expresión de IFN-γR en 

todos los grupos, al incorporar MIFr a las DCs de ratones MIF-/- hubo una recuperación 
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total para este receptor, se puede concluir que el IFN-γR  se puede expresar de manera 

constitutiva y que los antígenos no ejercen función alguna sobre la expresión de este 

marcador y que MIF es uno de los factores indispensable para su expresión. 
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Figura 20. Expresión de TLR-11 en DCs. Análisis  RT-PCR (A) estadistico (B) y dot plots 
(C). Las DCs fueron estimuladas con LPS 0.5 µg/ml y  2.5 µg/ml de TSA y procesadas 24 
h después de la estimulación, * p < 0.05 (n=4) “t” de Student vs. MIF+/+, ** p > 0.05 “t” de 
Student MIFr  vs. MIF+/+. 
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Figura 21 . Expresión de CCR5 en DCs. Análisis estadistico (A) y dot plots (B ). Las DCS 
fueron estimuladas con LPS 0.5 µg/ml y  2.5 µg/ml de TSA y procesadas 24 h después 
de la estimulación, *p < 0.05 (n=4), “t” de Student  vs. MIF+/+, ** p > 0.05 “t” de Student 
MIFr vs. MIF+/+. 
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Figura  22. Expresión de CCR5 en  DCs. Análisis estadístico  (A) y dot plots (B). Las DCS fueron 
estimuladas con 0.5 µg/ml de LPS y  2.5 µg/ml de TSA y procesadas 24 h después de la 
estimulación, *p < 0.05 (n=4) “t” de Student vs. MIF+/+, ** p > 0.05 “t” de Student MIFr vs. 
MIF+/+. 
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DISCUSIÓN 

En la infección por Toxoplasma gondii las DCs son la primera línea de defensa, pues son 

una fuente importante de IL-12 y participan en el aumento de fenómenos inflamatorios 

asociados en la restricción del crecimiento parasitario. Las DCs son un eslabón que unen 

la inmunidad innata y adaptativa por medio de la activación de linfocitos T, que son claves 

en el reconocimiento de antígenos y marcan el inicio de la respuesta inmune adaptativa 

sostenida (64). Además las DCs son blanco para MIF y productoras del mismo. Aún con 

estos antecedentes no se sabe bien si MIF tiene alguna influencia sobre las DCs en 

respuesta a antígenos parasitarios. Con el objetivo de contribuir al establecimiento de los 

mecanismos “finos” en la regulación de MIF en la respuesta inmune contra esta infección, 

el presente trabajo estuvo enfocado a conocer la participación de MIF en la regulación de 

las DCs en respuesta a antígeno soluble de TSA.  

En este trabajo se demostró que MIF es una molécula que participa en la activación y 

maduración adecuada de las DCs en respuesta a antígeno total de T. gondii (TSA). MIF 

actùa regulando, a nivel de la traducción y la transcripción, las citocinas proinflamatorias 

IL-12, TNF-α e IL-6. Sin embargo, MIF parece no ser el único factor que contribuye a la 

producción de estas citocinas en las DCs expuestas a TSA, ya que en ausencia de MIF 

las DCs siguen produciendo, en cantidades mínimas, estas citocinas proinflamatorias lo 

cual sugiere que pueden estar participando otra u otras moléculas (el mismo TSA) de 

manera independientes de MIF en la inducción del factor de transcripción NF-kB y 

moléculas de la familia de las MAPK, que juegan un papel crítico en el inicio de la 

activación y regulación de los mediadores pro-inflamatorios controladores de la respuesta 

innata y adaptativa (65).  

En este contexto, posiblemente la sobre expresión de IL-12, TNF-α e IL-6 observadas en 

las DCs expuestas a TSA sea el resultado sinérgico de MIF y TSA en la activación de las 

vías de señalización dependientes de NF-kB y las MAPK. Recientemente se ha 

demostrado que MIF participa en la activación de las MAPK en especial con P38 y ERK la 

cual es regulada por la fosfatasa MAPK-1 (MKP-1) que es inducida por mitógenos, stress 

y estímulos pro-inflamatorios (66, 67). Está plenamente demostrado que MKP-1 puede ser 

inducida por glucocorticoides y que es el mediador responsable de la inhibición de los 

glucocorticoides de las actividades de las ERK, JNK y p38 MAPK, y de la producción de 

citocinas inducida por estímulos pro-inflamatorios como son el LPS o IL-1 (66) y muy  
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posiblemente MIF interactué con estas rutas de señalización para promover la producción 

de citocinas pro-inflamatorias en respuesta a TSA. 

Una vez determinado que MIF participa en la producción de citocinas pro-inflamatorias, se 

determinó el efecto de MIF en la modulación de algunos marcadores de membrana en 

DCs involucrados en la inmunidad innata (MHC-II, CD40, CD80, CD86, TLR-4, TLR-2, 

TLR-11 y CCR5 y IFNγR) en respuesta a TSA. Se midieron estas moléculas co-

estimuladoras ya que es bien conocido que cuando las DCs entra en contacto con algún 

antígeno o un patógeno se da un proceso de maduración que esta asociada con el 

incremento de la expresión de moléculas MHC-II, CD40, CD80, CD86 al analizar estas 

moléculas nuestros resultados demuestran que MIF participa en la sobre-regulación de 

estas moléculas coestimuladoras, participando en la maduración de las DCs y 

posiblemente en la presentación de antígenos por el incremento de MHC-II. En estudios 

previos se ha visto que CD80 y CD86  juegan un papel crucial en el mantenimiento de la 

respuesta inmune ya que cuando se da la interacción entre CD28 expresado en células T 

y la unión a su receptor CD80 (B7-1) y CD86 (B7-2) en DCs, proporcionan a la mayoría de 

las células presentadoras de antígeno, señales importantes co-estimulatorias (61). Al 

analizar CD80, CD86, CD40 encontramos que MIF participa regulando la expresión de 

estos marcadores, indicando que MIF juega un papel importante en la regulación de estas 

moléculas co-estimuladoras necesarias para la proliferación y activación de las células T y 

así mismo desencadenar la producción de IL-12 (68) esto se correlaciona directamente 

que a mayor expresión de estas moléculas coestimuladoras se da una mayor producción 

de IL-12, esto se ve apoyado con nuestros resultados previos ya que a menor expresión 

de estos marcadores de membrana en DCs MIF-/- la producción de IL-12 se vio 

parcialmente inhibida (68). Por otra parte se ha establecido que T. gondii posee dos 

mecanismos para activar la producción de IL-12 uno es dependiente a la proteína 

adaptadora mieloide (Myd88) y la probable participación de los receptores Toll y el 

segundo mecanismo involucra la activación del receptor CCR5 a través de una molécula 

secretada por el parásito llamada ciclofilina (11, 69). Los TLRs que estan involucrados en 

la inducción de la IL-12 no es de todo conocida, un reciente reporte implica que la 

molécula glicosilfosfafo inositol (GPI) es un ligando potencial para TLR-2 (70). TLR-2  

puede activar una amplia variedad de componentes bacterianos, estos incluyen 

lipoproteínas, ácido lipoteico y peptidoglicanos de bacterias gram-negativas (69).  En  
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nuestro experimento se decidió medir TLR-2, porque se sabe que los taquizoitos de 

T.gondii son abundantes en una proteína llamada glicosilfosfatilinositol (GPI) y por lo tanto 

esta molécula puede servir de ligando para el reconocimiento innato (71, 72). Al analizar 

la expresión de este receptor encontramos que MIF participa en la activación de TLR-2 en 

respuesta a TSA. Por otra parte algunos grupos han investigado el papel para TLR-2 en el 

reconocimiento del parásito y establecieron que ratones deficientes en el gen TLR-2 

presenta una producción normal de IL-12, por lo que este receptor no esta involucrado en 

la producción de esta citocina. De igual forma con el objetivo de determinar el papel de 

TLR-2 se ha establecido que con grandes cantidades de inóculos de quistes, los ratones 

deficientes en TLR-2 se presentan una ineficiente activación de funciones microbicidas, ya 

que hay un decremento en la producción de óxido nítrico, concluyendo que T. gondii  

regula el receptor TLR-2 e induce la producción de NO en macrófagos (73, 74). Estos 

datos nos permite analizar que MIF puede ser un buen candidato que esta regulando la 

vía TLR-2 ya que la producción de NO en los ratones MIF-/-  se vio inhibida parcialmente. 

Quizás la interacción de los TLRs con GPI de T. gondii  puede contribuir a delimitar la 

resistencia en el hospededero. Por otro lado MIF regula la expresión del receptor Toll- 4 

(TLR-4), es un mecanismo por el cual MIF podría promover el desarrollo de la respuesta 

inmune innata. Es interesante que TLR-4 medie la respuesta a T. gondii, ya que se 

observó una producción de citocinas asociadas con la respuesta inmune innata en 

ratones MIF+/+. Así mismo la  baja expresión del receptor TLR4 en MIF-/- puede estar 

involucrado en una baja respuesta inflamatoria. En los últimos años se ha descubierto una 

proteína llamada profilina (PFTG) en T. gondii la cual participa en la activación de TLR-11. 

Esto sea observado en experimentos con DCs deficientes en TLR-11en donde han sido 

expuestas a la proteína PFTG, en donde se vio un incremento en la susceptibilidad a la 

infección con T. gondii asociado con el decremento en la producción de la IL-12 (62). En 

nuestros resultados encontramos que MIF es una molécula involucrada en modulación de 

este receptor ya que en ausencia MIF se presenta una baja expresión de TLR-11 y así 

mismo se ve reflejado directamente en la baja producción de IL-12. Nuestros datos se 

fundamentan fuertemente con lo obtenido con este grupo de investigación, ya que la 

ausencia o la baja expresión de TLR-11 afecta directamente la producción de esta 

citocina siendo más susceptibles a la infección por T. gondii. Se ha investigado que T. 

gondii puede activar la producción de la IL-12  a través de la activación del receptor CCR5  
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a partir de una proteína llamada ciclofilina la cual es descargada por los taquizoitos (75, 

76). Esto se ha observado en DCs de ratones CCR5-/- donde hay una baja expresión en 

la producción de IL-12 incrementando la susceptibilidad a T. gondii. Esto se correlaciona 

de modo que existe una co-dependencia CCR5/IL-12 para una eficaz polarización hacia 

TH1. Sin embargo los mecanismos propuestos a nivel de  la ruta bioquímica del receptor 

CCR-5 para la activación de IL-12 aún no esta claro presumiblemente involucra la 

señalización dependiente a proteínas G. En nuestra investigación al medir CCR5 

encontramos una baja expresión de este receptor en los grupos MIF-/-, lo cual nos 

permite ver que MIF regula positivamente la expresión de esta quimiocina. 

Interesantemente una posible baja en la producción de IL-12 fue debida a la baja 

expresión de este receptor. Por otra parte se midió un último marcador IFN-γR con el 

objetivo de determinar si las DCs presentaban este marcador, encontrando que la DCs 

maduras presentan este marcador a demás que sirven de receptoras para IFN-γ, Sin 

embargo en los grupos MIF-/- la expresión de este receptor es parcialmente inhibido. Con 

todo lo anterior se corrobora que MIF participa activamente en la respuesta innata, 

regulando positivamente la expresión de moléculas de membrana, la producción y la 

expresión de citocinas pro-inflamatorias, involucradas directamente a  la resistencia T. 

gondii. Todo lo anterior nos permitió un conocimiento más detallado sobre los 

mecanismos con los que MIF opera para controlar la infección con T. gondii, así mismo 

esto da pie en un futuro para empezar a estudiar la participación de MIF en las vías de 

señalización de T. gondii.   
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Figura 23. Participación de MIF en las DCs expuesta s al antígeno de T. gondii. 
MIF participa en  la producción de citocinas pro-in flamatorias, los transcritos de citocinas 
involucradas a la resistencia a T. gondii y la expresión de diferentes marcadores de 
membrana importantes en la respuesta innata y adapt ativa.  
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CONCLUSIONES 

 

1)  MIF incrementa la secreción de TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-12 y NO en DCs estimuladas 

con LPS Y TSA  

 

2) MIF participa en la expresión de los transcritos de IL-12 p40, IL-12 p35 e IL-12 p19 

en DCs. 

 

3) MIF modula la expresión de las moléculas de membrana MHC-II, CD40, CD86, 

TLR-4, TLR-2, TLR-11, CCR5, IFNγR en DCs. 

 

4) MIF juega un papel crucial en la infección por T. gondii  como un regulador positivo 

de la activación y maduración de DCs. 
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APÉNDICE  

Preparaciones de soluciones y reactivos 

Medio de Cultivo de células dendríticas 

DMEM (Gibco) 

10% de SFB 

1% de antibióticos  

 

 Solución salina amortiguadora con fosfatos (PBS) 1 x: 

10 L, pH 7.4 

80 g NaCl                                                                                           (J.T. Baker) 

11.6 g Na2HPO4                                                                                                                              (J.T. Baker) 

2.0 g KCl                                                                                            (ICN Biomedicals Inc) 

 

Solución amortiguadora Pk lisis   

200 µl mM deNaCl                               (J.T. Baker) 

5 mM de ácido etinediaminatetraacético (EDTA)                               (J.T. Baker) 

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

100 mM tris HCl, pH 8.5 se afora  con H2O destilada hasta 1 litro     (ICN Biomedicals inc) 

 

Solución amortiguadora de separación 

PBS 1x conplementado con 2 mM EDTA y 0.5µg de  BSA 

 

Solución amortiguadora TBE 10x  

Tris base (890 mM)                                (ICN Biomedicals inc) 

Ácido bórico H3BO3                                (J.T. Baker) 

40 ml de EDTA disodico (0.5 M)                                (J.T Baker) 

Se ajusta a pH 8.0 y se afora con H2O destilada hasta 500 µl  

 

BlueJuice (10x)  

65% (w/v) Sucrose 

10 mM Tris-HCl (pH 7.5) 

10 mM EDTA 

0.3% (w/v) azul de bromofenol 

 

Solución de lavado (ELISA)  

PBS más 0.5% de Tween 20                                                              (Promega Co.) 
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Solución de bloqueo (ELISA)  

 PBS más 1% de BSA                                                                         (ICN Biomedicals Inc) 

 

PBS/Tween 

IL de PBS más 0.5 ml Tween 20                                                         (Promega Co.) 

1L PBS 1x 

 

Sustrato ABTS para revelar 

Adicionar 150 mg de ABTS (ICN Biomedicals Inc)  en 500 ml de 0.1 M de ácido cítrico 

(Tecsiquim) en H2O destilada y con NaOH (Sigma) llevar a pH 4.53 y hacer alícuotas de 

11 ml en tubos y congelar a -70° C. 

  

Solución H 202  al 3% 

Agregar 10 ml de H202 30% a 90 ml de H20. Proteger de la exposición de la luz. 

 

Solución amortiguadora para citometría 

1L de PBS 0.1% de azida de sodio NaN3 (Sigma), 1% SFB (Gibco) 
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