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RESUMEN

El Factor Inhibidor de la Migracién de Macrofagos (MIF) favorece la inmunidad a la
infeccion por Toxoplasma gondii (T. gondii), a través de inducir la produccion de
citocinas inflamatorias necesarias para el control de la replicacion del parasito. Sin
embargo, se conoce poco sobre el papel de esta molécula inflamatoria en la
respuesta inmune celular hacia T. gondii. En este proyecto se utilizé un modelo
murino de toxoplasmosis para determinar el papel de MIF en la maduracion de
células dendriticas convencionales durante la infeccion aguda con T. gondii.
Ratones silvestres (WT) y deficientes de MIF (Mif") de fondo genético BALBIc,
fueron infectados via intraperitoneal con 100 quistes de la cepa ME49 de T. gondii.
Se evaluaron diariamente los niveles en suero de las citocinas MIF, I1L-12p70, IFN-
v, IL-6, TNF-a. e IL-10 durante la fase aguda de la infeccion con T. gondii (1-7 dias
post infeccion). Se determino el estado de maduracion de células dendriticas
convencionales CD11b" y CD8a" en el sitio de infeccion (cavidad peritoneal) y
bazo de los ratones infectados (1-7 dias post-infeccion). Adicionalmente, se evalud
el estado de activacion de los monocitos inflamatorios Ly6C* (principales
precursores de CDs CD11b") en el sitio de infeccion. Se determin6 el efecto
directo de MIF en la maduracion de CDs CD11b" en ensayos in vitro. Ademas, se
analizo la produccion de IFN-y intracelular en células NKs de ratones infectados
WT y Mif”", un mecanismo esencial para la maduracién de CDs, con el objetivo de
evaluar vias alternas inducidas por MIF para la maduracion de CDs
convencionales durante la infeccion aguda con T. gondii. Finalmente, el papel

protector de MIF en la toxoplasmosis aguda, fue corroborado evaluando el



porcentaje de sobrevida de ratones infectados Mif” tratados diariamente con rMIF
durante el curso de la infeccion (1-5 dias post-infeccion). Nuestros datos indican
que en la infeccion aguda con T gondii, los niveles de MIF se incrementaron en
suero de ratones infectados WT. Sin embargo, no se observaron niveles
detectables de esta citocinas en ratones infectados Mif”". Adicionalmente, los
ratones infectados Mif”" presentaron niveles reducidos de las citocinas IL-12p70,
IFN-y, IL-6 y TNF-a en suero comparado con ratones WT infectados.

Las CDs CD11b* de ratones infectados Mif”", presentaron una deficiente
maduracion, caracterizada por la reducida produccion de IL-12p70 y una menor
expresion de la molécula co-estimuladora CD86 comparado con CDs CD11b* de
ratones infectados WT. Los ensayos in vitro demostraron que MIF no induce
directamente la maduracion de CDs CD11b", lo que sugiere que MIF induce otras
vias in vivo para la activaciéon de CDs CD11b*. Los ratones infectados Mif”,
presentaron un menor numero de células NKs productoras de IFN-y en el sitio de
infeccibn comparado con ratones infectados WT, lo que sugiere que MIF
promueve el reclutamiento temprano de linfocitos NK durante la infeccion aguda
con T. gondii. Los ratones infectados Mif” presentaron una mayor carga
parasitaria y un menor nimero de CDs CD11b" productora de iNOS y TNF-a (TIP-
CDs) en el sitio de infeccion, comparado con ratones WT infectados, lo que indica
un menor control de la infeccidbn en ausencia de MIF, debido a una deficiente
actividad microbicida. La administracién de rMIF en ratones infectados Mif",
restaurd los numeros de TIP-CDs y revirtio el fenotipo susceptible de los ratones.

Estas evidencias demuestran una participacion importante de MIF en la respuesta

10



inmune celular hacia T. gondii, probablemente a través de inducir el reclutamiento
temprano de linfocitos NK productores de IFN-y, lo que a su vez promueve la

maduracion de CDs CD11b" y la resistencia a la infecciéon por T. gondii.

ABSTRACT

Macrophage migration inhibitory factor (MIF) mediates immunity against
Toxoplasma gondii (T. gondii) infection by inducing inflammatory cytokines
required to control parasite replication. However, the role of this inflammatory
molecule in the cell-mediated immune response against T. gondii is poorly
understood. In this project, we used an in vivo model of murine toxoplasmosis to
determine the role of MIF in the maturation of conventional dendritic cells (DCs)
during acute T. gondii infection. BALB/c wild type (WT) and MIF deficient (Mif")
mice were infected intraperitoneally with 100 cysts of T. gondii ME49 strain. Serum
levels of the cytokines MIF, IL-12p70, IFN-y, IL-6, TNF-a and IL-10, were evaluated
during the acute phase of infection (1-7 days post-infection). The maturation state
of conventional CD11b"* and CD8a" dendritic cells in the site of infection (peritoneal
cavity) and spleen was determined during the acute phase of T. gondii infection. In
addition, we evaluated the activation of inflammatory Ly6C* monocytes (main
precursors of CD11b" DCs) in the site of infection. The role of MIF directly inducing
maturation of bone marrow-derived CD11b* DCs, was tested in vitro. To determine
alternative pathways of MIF in promoting DCs maturation, we analyzed intracellular
IFN-y production in NK cells from infected WT and Mif” mice, an essential

mechanism for DCs maturation during acute T. gondii infection. Finally, the
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protective role of MIF during experimental acute toxoplasmosis was corroborated
after evaluating the survival rate of T. gondii-infected Mif” mice treated with rMIF
during the acute phase of infection (1-5 days post-infection). Our data indicate that
MIF levels increased in serum from acutely T. gondii-infected WT mice. However,
infected Mif” mice displayed non-detectable levels of MIF and reduced IL-12p70,
IFN-y, IL-6 y TNF-a levels in serum compared to infected WT mice. Moreover,
CD11b* DCs but not CD8a" DCs from infected Mif” mice showed impaired
maturation, characterized by deficient IL-12p70 production and reduced expression
of the co-stimulatory molecule CD86 compared to WT CD11b" DCs. Interestingly,
in vitro assays demonstrated that MIF has a limited role in inducing directly the
maturation of CD11b" DCs, which indicates that MIF must use an alternative
pathway for inducing CD11b* DC maturation. We found that T. gondii-infected Mif "
mice showed reduced numbers of IFN-y-producing NK cells in the site of infection
compared to WT mice, suggesting that MIF promotes CD11b" DCs maturation by
inducing the recruitment of IFN-y-producing NK cells. Additionally, Infected Mif "
mice displayed higher parasitic burden in the site of infection and reduced numbers
of TNF-a/iNOS-producing CD11b" DCs (TipDCs), indicating an uncontrolled T.
gondii infection due to deficient antimicrobial capacity in Mif” mice. Administration
of rMIF into T. gondii-infected Mif” mice, restored the numbers of TipDCs and
reversed the susceptible phenotype of Mif” mice. Collectively, these results
demonstrate an important role for MIF in the cellular immune response against T.
gondii, by inducing the early recruitment of IFN-y-producing NK cells, which in turn

induces CD11b* DCs maturation and resistance to T. gondii infection.
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1. INTRODUCCION

1.1. Toxoplasmosis

La toxoplasmosis es una enfermedad causada por el parasito intracelular obligado
T. gondii. Este parasito fue descrito por primera vez en 1908 por Nicolle y
Manceaux en especies de roedores Ctenodactylus gondi al norte de Africa. Desde
entonces se ha demostrado que el patdogeno es capaz de infectar una amplia
variedad de especies de aves y animales de sangre caliente, incluyendo al hombre
[1].

Aproximadamente un tercio de la poblacion mundial esta infectada con T. gondii,
por lo que se le ha considerado como uno de los parasitos mas exitosos que
infectan al ser humano. La incidencia de toxoplasmosis puede variar
considerablemente a nivel mundial. Existen areas de alta prevalencia, en América
Latina, parte del Este/Centro de Europa, Medio Oriente y Sur Este de Asia y Africa

como se muestra en la Figura 1 [2].
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Fig. 1 Seroprevalencia del parasito Toxoplasma gondii (T. gondii). Los colores representan la
positividad en suero a T. gondii: Rojo obscuro es >60%, rojo es 40-60%, amarillo 20-40%, azul
10%-20% y verde <10%. Blanco es igual a ausencia de datos. Tomado de Pappas G. et al. [2].

1.2.Patogenia

La infeccion por T. gondii es normalmente asintomética en individuos inmuno-
competentes, por tal motivo la enfermedad clinica esta comunmente limitada a
individuos inmuno-comprometidos o a los casos de toxoplasmosis congénita [3].

La toxoplasmosis congénita es el resultado de una primera infeccion con T. gondii
durante el embarazo, causada por una migracion transplacentaria de taquizoitos
del parasito al feto. El riesgo de infeccion congénita es menor en el primer
trimestre de embarazo (10-15%) y mayor en el tercer trimestre (60-90%). Sin
embargo la infeccidn en el primer trimestre es mas severa debido a un alto riesgo
de desarrollar abortos espontaneos o desérdenes neuroldgicos (ceguera o retraso

mental) [4].
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En pacientes inmuno-comprometidos T. gondii causa comunmente lesiones
unifocales o multifocales intracerebrales que resultan en una encefalitis
toxoplasmica, potencialmente fatal en caso de no llevar un tratamiento adecuado.
Los farmacos empleados actualmente (sulfadiazina y primetamina) eliminan
eficientemente la fase de taquizoito del parasito. Sin embargo, estos no remueven
la fase cronica de la infeccion (bradizoitos), por lo que un tratamiento a largo plazo
es requerido. El efecto toxico de éstas drogas combinado con su efecto limitado
para eliminar la infeccion, exhibe la necesidad de tratamientos mas seguros y

efectivos para tratar la toxoplasmosis [5].

1.3.Diagnostico
El diagndstico de la infeccidn por T. gondii se realiza principalmente con pruebas
seroldgicas que identifican anticuerpos IgM (infeccion aguda), IgA e 1gG (infeccion
cronica) especificos para T. gondii. Adicionalmente, esta prueba puede ser
confirmada con otros estudios en el laboratorio como ensayos de PCR para

detectar la presencia del parasito [5].

1.4.Ciclo de vida de Toxoplasma gondii
Existen 3 estadios infecciosos en el ciclo de vida del parasito Apicomplexa T.
gondii: taquizoitos (en grupos o clones), los bradizoitos (en quistes tisulares), y

esporozoitos (en ooquistes).

1.4.1. Taquizoito

Es un estadio infeccioso asociado a la fase aguda de la infeccion, se desplaza por
deslizamiento y penetra las células del huésped de manera activa o por

fagocitosis, se multiplica rapidamente en cualquier célula nucleada de los
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huéspedes intermediarios y en células no pertenecientes al epitelio intestinal del
huésped definitivo. El taquizoito normalmente tiene una forma de luna creciente y
mide de 2-6 um. Los taquizoitos se multiplican asexualmente por endodiogenia,
una forma especializada de reproduccion en la cual dos parasitos se forman
dentro del parasito progenitor. La velocidad de crecimiento, virulencia e
invasividad dependen de la cepa de T. gondii y el tipo de célula reservorio [6] [5,
7, 8].

Co

Mn

Rh

No

Nu
Dg Fig. 2 Fotografia de microscopio electrénico de un

taquizoito de la cepa VEG de T. gondii.,, tomado de
Dubey J. P. et al, [8] Co, conoide; Mn, micronemo,

Am Pv, vacuola parasitofora; Go, Golgi; Mn, micronemo;
Nu, nudcleo; Dg, gradnulo denso; Rh, roptrias; Am,
granulo de amylopectina.

Lb

1.4.2. Bradizoitos

Es una fase infecciosa de replicacion lenta en quistes tisulares, asociada a la
infeccion cronica del parasito. Los bradizoitos son estructuralmente muy similares
a los taquizoitos y difieren principalmente en la posicion del nucleo, el cual se
ubica normalmente en el centro en el caso de los taquizoitos y en el término

posterior en los bradizoitos.
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Los quistes tisulares se alojan principalmente en el sistema nerviosos central y
musculo esquelético donde pueden permanecer de por vida en el huésped
definitivo o intermedio. Los quistes tisulares pueden llegar a medir de 5 ym a 100
MM y contener desde cientos a miles de bradizoitos que se multiplican por

endodiogenia [5-8].

A B

Fig. 3 Fotografia de microscopio electronico de A) un quiste tisular en cerebro de raton con 8
semanas de infeccion con la cepa VEG de T. gondii, con aproximadamente 110 bradizoitos. B)
Bradizoito de la cepa VEG de T. gondii., Co, conoide; Mn, micronemo; Go, Golgi; Mn, micronemo;
Nu, nacleo; Dg, granulo denso; Rh, roptrias; Am, granulo de amilopectina; Mi, mitocondria, Pm,
plasmalema; Ce, centriolos; Im, membrana interior. Tomado de Dubey J. P. et al [8].

1.4.3. Esporozoitos

Se encuentran en ooquistes excretados por el huésped definitivo. Los ooquistes
pasan por un proceso de esporulacion con duracion de 1 a 5 dias, en el que se

forman dos esporoquistes conteniendo cuatro esporozoitos cada uno [5-8].
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Fig. 4 Fotografia de microscopio electronico de A) un ooquiste no esporulado y B) un ooquiste
esporulado con dos esporoquistes. Cuatro esporozoitos son visibles en el esporoquiste derecho.
Tomado de Dubey J. P. et al [8].
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Fig. 5 Ciclo de vida de Toxoplasma gondii.
Tomado de http://www.cdc.gov/parasites/toxoplasmosis/biology.html.
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El ciclo de vida de T. gondii (Figura 5) comienza cuando el gato excreta en sus

heces millones de ooquistes no esporulados, después de infectarse con cualquiera

de los estadios infecciosos del parasito: taquizoitos, bradizoitos y esporozoitoso.
Aunque el gato solo defeca ooquistes durante 1-2 semanas después de ser
infectado, un gran numero de estos son liberados en las heces. Los ooquistes
esporulan de 1-5 dias en el medio ambiente y se vuelven infectivos. Los

huéspedes intermediarios como aves y roedores se infectan después de ingerir

tierra, agua o vegetales contaminados con ooquistese. Los ooquistes se
transforman en taquizoitos después de ser ingeridos. Estos taquizoitos se alojan

en los tejidos nervioso y muscular y se desarrollan hacia quistes tisulares de
bradizoitoso. Los gatos se infectan después de consumir huéspedes

intermediarios que alojan quistes tisulares®@. Los animales criados para el

consumo humano pueden llegar a infectarse con quistes esporulados en el medio

ambientee. El ser humano puede llegar a infectarse por las siguientes rutas:

Al consumir carne mal cocida de animales infectados con quistes tisulares®.

Al consumir alimentos o agua contaminada con ooquisteso.

Transfusion de sangre o trasplante de érganoso.

De manera transplacentaria de la madre al fetoo.

En seres humanos infectados, los parasitos forman quistes tisulares
principalmente en musculo esquelético, miocardio, cerebro y ojos, donde pueden

permanecer de por vida. El diagnostico de la infeccion se lleva a cabo por pruebas
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serologicas, aunque los quistes tisulares también pueden ser vistos en biopsias@.

El diagndstico de infecciones congénitas se puede llevar a cabo detectando DNA

de T. gondii en fluido amniotico utilizando métodos moleculares como PCR@ [5,

7,9

1.5.Ciclo de vida sexual y asexual de Toxoplasma gondii

El ciclo de vida sexual de T. gondii (Fig. 3, parte superior) se limita al intestino de
los miembros de la familia Felidae, e inicia cuando éstos ingieren ooquistes o
carne infectada con quistes tisulares que contienen bradizoitos de T. gondii. Los
quistes tisulares se rompen al pasar por el tracto digestivo y liberan bradizoitos
que se pueden diferenciar en los estadios sexuales de T. gondii (macrogametos y
microgametos), lo que resulta en la formacion y posterior excrecion de ooquistes
en las heces del felino. Los ooquistes excretados pasan por un proceso de
esporulacion y se vuelven altamente infectivos y capaces de sobrevivir desde
meses hasta afios en el medio ambiente.

El ciclo asexual de T. gondii (Fig. 3, parte inferior) comienza cuando huéspedes
intermedios ingieren ooquistes infecciosos. Los esporozoitos que son liberados del
ooquiste infectan el epitelio intestinal y se diferencian a taquizoitos, una fase
infectiva que se disemina rapidamente en el organismo (principalmente musculo y
sistema nervioso), para diferenciarse posteriormente en bradizoitos que dan origen
a los quistes tisulares. Cuando los quistes tisulares son ingeridos por hospederos
definitivos o intermedios, se completan el ciclo sexual o asexual, respetivamente,

del parasito [10].
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Fig. 6 Ciclo de vida sexual y asexual de T. gondii, tomado de Michael W. Black et al. [10].

1.6.Estructura poblacional de Toxoplasma gondii

La estructura poblacional de T. gondii, es el resultado de su habilidad para
propagarse via sexual y asexual. La presencia de una fase sexual en el ciclo de
vida de este parasito sugirié en un principio una alta diversidad genética entre las
cepas de T. gondii, sin embargo, la estructura poblacional de T. gondii es
principalmente clonal, probablemente debido a su reproduccion asexual que
permite su propagacion directa de un huésped intermedio a otro [5].

Existen 3 tres lineas clonales dominantes de T. gondii en Norte América y Europa:
tipo 1, tipo 1l y tipo Ill. Las clonas de tipo | son virulentas y las de tipo Il y IIl son

avirulentas. La cepas de tipo | causan una infeccion letal en ratones de laboratorio
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en dosis letal media (LD) de un parasito ((LD1oo)=1), mientras que los tipos Il y Il
presentan una dosis letal media de ((LDso) de > 10°). Ademas, las cepas de tipo |
se replican rapidamente y presentan una mayor habilidad de migracion comparado
con cepas de tipo Il y 111

En Norteamérica y Europa, la mayoria de las infecciones en pacientes con SIDA 'y
toxoplasmosis congénita son causadas por cepas de tipo Il, mientras que en

Sudameérica las cepas de tipo | son las mas prevalentes [11, 12].

1.7.Respuesta inmune hacia Toxoplasma gondii

La infeccion con T. gondii ha sido un modelo muy importante para entender como
el sistema inmune murino promueve la resistencia a enfermedades infecciosas
causadas por parasitos intracelulares [13]. Diversos estudios han demostrado que
la inmunidad a la infeccidbn por T. gondii inicia con la induccion de niveles
sistémicos de la citocina pro-inflamatoria IL-12, producida por macréfagos (M®s),
células polimorfonucleares (PMNs) y células dendriticas (CDs). Esta citocina
promueve a la produccion de IFN-y en linfocitos asesinos naturales (del inglés
natural killer NK), colaboradores (T CD4") y citotdxicos (T CD8"), lo que induce
mecanismos microbicidas como la produccién de 6xido nitrico (ON) en células
inmunes y la privacion de triptofano en células no inmunes, un aminoacido
esencial para la replicacion de T. gondii [13, 14].

En la infeccion por T. gondii se han identificado diferentes poblaciones celulares
capaces de producir IL-12. Las CDs convencionales, particularmente la

subpoblacion de CDs CD8a", son la fuente principal de IL-12 durante la infeccion

22



in vivo con el parasito o ante un estimulo con antigeno soluble de Toxoplasma (del
inglés Toxoplasma Soluble Antigen —TSAQ) [15, 16].

La produccion de IL-12 por CDs CD8a* es dependiente del reconocimiento de
diferentes antigenos de T. gondii como ciclofilina 18 y profilina, por receptores
asociados a proteinas G (CCR5) y TLRs (11 y 12), respectivamente [17, 18]. El
reconocimiento de antigenos de T. gondii, induce importantes vias de sefializacion
a través de MyD88 y las MAPKSs, para la produccion de IL-12 por CDs [13, 18, 19].
Por otra parte, estudios recientes han demostrado que CDs CD11b" derivadas de
monocitos, presentan un papel crucial en la produccion de IL-12 y la resistencia a
la infeccion via intraperitoneal (i.p) con T. gondii [20]. Lo que sugiere que
diferentes poblaciones de CDs contribuyen de manera importante en el desarrollo

de la inmunidad innata y adaptativa hacia la infeccion por T. gondii.

1.8.Factor inhibidor de la migracion de macrofagos (MIF)

La citocina inflamatoria MIF, fue descrita en 1966 como una molécula derivada de
linfocitos T provenientes de un modelo in vivo de hipersensibilidad de tipo 1V,
capaz de inhibir la migracion azarosa de los macrofagos in vitro [21]. Actualmente
se sabe que MIF es una molécula de efecto pleiotropico, ampliamente expresada,
producida y secretada por células del sistema inmune como linfocitos, M®s, CDs y
PMNs entre otras [21-24].

La secrecion de MIF esta regulada por sefiales de estrés e inflamacion incluyendo:
endotoxinas, citocinas inflamatorias (IFN-y and TNF-a) y glucocorticoides [25-27].
Una vez liberado, MIF es capaz de inducir la produccién de citocinas infamatorias
(TNF, IFN, IL-1B, IL-12 e IL-6) [22, 27-34], contra-regular el efecto inmuno-
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supresor de los glucocorticoides [35], promover la expresion del TLR4 [36],
prolongar la vida media de células inmunes inhibiendo a la proteina p53 [29] e
inducir la migracion y el reclutamiento de células inmunes al promover la expresion
de quimiocinas y receptores de quimiocinas como MCP-1, ICAM-l y VCAM [37-40].
Estas funciones han demostrado que MIF tienen un papel importante como
potenciador de la respuesta inmune inflamatoria, por lo que se le ha estudiado en
numerosas patologias y enfermedades autoinmunes como: glomerulonefritis [41,
42], artritis [43, 44], encefalomielitis autoinmune [45], sepsis [46, 47], colitis [48, 49]
entre otras. Adicionalmente, se ha demostrado que MIF participa en la resistencia
a enfermedades parasitarias causadas por patdgenos protozoarios como malaria,

leishmaniosis, tripanosomosis, neosporosis y toxoplasmosis [50].

1.9.Participaciéon de MIF en la respuesta inmune hacia T. gondii

Las enfermedades parasitarias son una causa importante de morbilidad y
mortalidad en los seres humanos. Las respuestas inmune innata y adaptativa
hacia las infecciones parasitarias son esenciales para determinar el control,
eliminacion o prevalencia de la infeccion. Los factores asociados a patdgenos y
elementos de la respuesta inmune del huésped son importantes moduladores de

la respuesta inmune inflamatoria hacia la infeccion [50].

Desde el descubrimiento de MIF se ha presenciado un progreso lento en el
conocimiento de los mecanismos inflamatorios inducidos por MIF que pudieran
estar involucrados en la resistencia hacia infecciones parasitarias como malaria,

leishmaniosis, tripanosomosis, neosporosis y toxoplasmosis. A pesar de los
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importantes descubrimientos sobre la biologia de los patdgenos que causan estas
enfermedades, los tratamientos preventivos y terapéuticos empleados actualmente
no son lo suficientemente especificos o eficientes para la eliminacion de la
infeccion, por lo que se requiere de un mayor numero de estudios sobre la

respuesta inmune hacia estas enfermedades parasitarias [50].

Recientemente, estudios en nuestro laboratorio han demostrado que MIF tiene un
papel crucial en la resistencia a la infeccién por T. gondii. Ratones Mif’” BALBIc,
son altamente susceptibles a la infeccion via oral o via intraperitoneal (i.p.) con las
cepas virulenta (RH) o avirulenta (ME49) de T. gondii, comparado con ratones WT
BALB/c [51]. La susceptibilidad de los ratones Mif’ infectados, estuvo asociada a
niveles disminuidos de citocinas inflamatorias (IL-12, IFN-y, IL-18 y TNF-a) en
suero, un menor porcentaje de sobrevida y un mayor nimero de quistes en
cerebro comparado con ratones infectados WT. Adicionalmente, células CD11c”
provenientes del bazo o ganglios mesentéricos de ratones Mif” infectados,
presentaron una deficiente maduracion caracterizada por una menor produccion
de IL-12 intracelular y una reducida expresion de moléculas co-estimuladoras
(CD80, CD86 y CD40), comparado con células CD11c" de ratones WT [52]. Estas
evidencias sugieren que MIF tiene un papel importante en el desarrollo de la
respuesta inmune protectora hacia T. gondii, probablemente a través de inducir la
maduracion de CDs CD11c".

Por otra parte, estudios previos sobre la participacion de MIF en la toxoplasmosis
congénita, han demostrado que MIF tiene un papel importante en el control de la

infeccion con T. gondii en placentas humanas infectadas ex vivo con la cepa
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virulenta RH [53]. El papel protector de MIF estuvo asociado a un incremento en la
activacion y adhesion de monocitos THP-1 en placentas humanas, asi como una
mayor expresion de moléculas de adhesion (ICAM-1) en placentas infectadas [40,
54]. Estos estudios indican que MIF promueve la resistencia a la toxoplasmosis
oportunista o congénita, probablemente a través de inducir la activacion de las

CDs y Mos en la infeccion aguda con el parasito.

2. JUSTIFICACION

Las enfermedades zoonoticas, enfermedades naturalmente transmisibles de
animales vertebrados al ser humano (WHO), representan una amenaza importante
a nivel mundial debido a que mas del 60% de los patdbgenos emergentes que
infectan al ser humano son zoonoticos e incluyen mas de 200 diferentes especies
de bacterias, virus y protozoos. En muchas regiones del mundo, principalmente en
paises en desarrollo, las medicinas y medidas de prevencion para la propagacion

de estas enfermedades son limitadas [9].

La toxoplasmosis, una enfermedad zoonética clasica, ha adquirido una
significancia clinica importante desde los afios 80s al ser identificada como una de
las principales infecciones oportunistas en pacientes con SIDA [3, 5]. La
reactivacion de la infeccion latente con T. gondii en individuos inmuno-
comprometidos, ocasiona una encefalitis severa que es potencialmente fatal. Los
farmacos empleados actualmente (sulfadiazina y primetamina) eliminan la fase

aguda del parasito (taquizoito) mas no la fase cronica de la infeccion (bradizoitos),
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lo que exhibe la necesidad de tratamientos mas seguros y efectivos para tratar

esta enfermedad [5].

Estudios en nuestro laboratorio han demostrado que la citocina inflamatoria MIF,
favorece la inmunidad hacia T. gondii promoviendo la produccion de citocinas
esenciales (IL-12 e IFN-y) para el control de la infeccibn aguda y cronica del
parasito [51]. Ademas, células CD11c" de ratones Mif’ infectados con T. gondii,
presentaron una maduracion deficiente caracterizada por una menor produccion
de IL-12 y una reducida expresion de moléculas co-estimuladoras (CD86 y CD40)
comparado con células CD11c’ de ratones WT [52]. Estos resultados sugieren que
MIF regula la produccion de citocinas inflamatorias y la resistencia al parasito, a
través de inducir la maduracion de CDs necesarias para el control de la infeccion.
Sin embargo, el analisis de las CDs solo con la identificacion de la expresion de
CD11c es bastante general; lo que limita determinar si todas las subpoblaciones
de CDs se encuentran afectadas en ausencia de MIF, y no permite discriminar
entre otras poblaciones celulares como M¢s y NKs que también pueden expresar
la integrina CD11c [55, 56]. En éste proyecto de investigacion, se determino el
papel de MIF en la maduracién de las subpoblaciones de CDs CD8a* y CD11b"
(subpoblaciones esenciales para la resistencia a la infeccion por T. gondii) durante

la infeccion aguda con el parasito.
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3. OBJETIVOS

3.1. General
Determinar la participacion de MIF en la maduracion de las subpoblaciones de

CDs convencionales CD11b* y CD8a", durante la infeccion aguda con T. gondii.

3.2. Particulares
1. Determinar en la infeccion aguda por T. gondii los niveles de MIF en suero

de ratones WT y Mif".

2. Analizar la produccion de IL-12p70 y la expresion de las moléculas
coestimuladoras (CD86 y CD40) en las subpoblaciones de CDs CD11b" y

CD8a", durante la infeccion aguda con T. gondii.

3. Determinar la expresion de los receptores de MIF (CD74, CXCR2 y
CXCR4) en las subpoblaciones de CDs convencionales en la infeccién con

T. gondii.

4. Determinar si MIF induce in vitro la maduracion de CDs CD11b" derivadas

de médula 6sea.

5. Determinar si MIF participa en la activacion y diferenciacion de monocitos
inflamatorios hacia CDs CD11b* en ratones Mif’ y WT infectados con T.

gondii.

6. Determinar si la administracion de MIF recombinante en ratones Mif”

reconstituye la resistencia a la infeccion por T. gondii.

28



4. HIPOTESIS

MIF participa en la maduracion de las subpoblaciones de células dendriticas
convencionales CD11b" a través de inducir la produccion de IL-12, iNOS, TNF-a. y
la expresion de las moléculas coestimuladoras CD40 y CD86 durante la infeccion
aguda por T. gondii. Ademas, MIF participa en la activacion y diferenciacion de los
precursores de CDs CD11b* (monocitos inflamatorios) durante la infeccion aguda

con el parasito.

29



5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Lineamientos éticos
Los experimentos en este proyecto fueron realizados de acuerdo con los
lineamientos para el cuidado y uso de animales de laboratorio de la regulacion
mexicana para el cuidado de animales (NOM-062-ZO0-1999, 2001) y el
Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC) durante una estancia de
investigacion en en Research Institute, Nationwide Children’s Hospital. En el curso
de estos estudios se hizo el maximo esfuerzo para minimizar el sufrimiento de los

animales.

5.2. Ratones
Ratones adultos de 6-8 semanas de edad (BALB/c) fueron adquiridos de los
laboratorios de Harlan (México o USA). Los ratones Mif” fueron desarrollados
como se describié anteriormente [33] y cruzados por mas de diez generaciones en
fondo genético BALB/c. Todos los animales fueron mantenidos en un ambiente
libre de patogenos y las colonias fueron establecidas en el departamento de
animales transgénicos de la Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM) o

en el Research Institute at Nationwide Children’s Hospital animal facility.

5.3. Determinacion del genotipo de los ratones silvestres (WT) y
deficientes de MIF (Mif-/-)

Con el objetivo de asegurarnos que los grupos de ratones experimentales
cumplieran con la condicion de silvestre (WT) y/o deficientes para el gen que MIF

(Mif"), los ratones fueron genotipificados por la técnica de PCR.
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5.3.1. Extraccion del ADN genémico

Para la obtencion del DNA genomico se emple6 el método previamente reportado
por Laird, P.W. [57]. Brevemente, se utilizaron ratones machos entre 6-8 semanas
de edad, guantes y material nuevo estéril, libre de DNAsas-RNAsas. Se obtuvo
aproximadamente 0.5 cm de la parte final de la cola de cada uno de los ratones
experimentales, el tejido fue colocado en tubos de 1.8 ml (Eppendorf), marcados
previamente. Para llevar a cabo la digestion del tejido se agrego 500 pl de buffer
de lisis (Apéndice 1) y 20 ul de proteinasa K (Invitrogen 100 ug/ul) dejando incubar
toda la noche a 55 °C. Terminada la incubacién, se centrifugaron los tubos a
11000 rpm durante 10 minutos y se recuperd el sobrenadante con micropipeta
para colocarlos en tubos Eppendorf con 500 pl de isopropanol frio (grado biologia
molecular, Sigma-Aldrich, México), éstos se invirtieron suavemente hasta hacer
evidente la precipitacion del DNA. Se centrifugaron nuevamente a 11000 rpm
durante 5 segundos para precipitar el DNA, se decanté el sobrenadante para
proceder a lavar el boton de DNA con etanol frio al 75 % (grado biologia
molecular, Sigma-Aldrich, México). En el mismo tubo se resuspendio la pastilla y
se centrifugd nuevamente a 11000 rpm durante 5 minutos, el sobrenadante fue
desechado, se dejo evaporar el etanol del tubo a temperatura ambiente (1 h).
Posteriormente el boton fue resuspendido en 200 uyl de H,0 grado miliQ (mQ,

Sigma-Aldrich, México).

5.3.2. Amplificacion de gen

Se utilizaron cebadores especificos (referidos en el Apéndice 2) para el

reconocimiento del gen de MIF. Brevemente, se utilizaron tubos nuevos libres de
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DNAsas-RNAsas de 0.2 ml, para llevar a cabo la reaccion con un volumen final de
25 ul colocando los siguientes reactivos (Kit Red-Tag DNA polimerasa, Sigma-

Aldrich, México) en el siguiente orden:

Para MIF Para NEO

Buffer [10x] 2.5yl 2.5 ul

Mg Cl2  [50 mM] 0.75 ul 0.75ul
dNTP’'s  [10 mM] 1.0 ul 0.5 ul

F [15 pM] 1.0 pl 3.0 yl
R [15 pM] 1.0 ul 3.0 ul
Red-Taq [2.5 U/ul] 0.5 pl 0.5 pl
H,O (Sigma) 18 ul 14.5 ul
Muestra DNA (100 ng) 1.0 ul 1.0 ul

Una vez listos los tubos se colocaron en el termociclador (Bioer) con la

temperatura mencionada en el Apéndice 2.

5.3.3. Electroforesis

Se utilizé un gel de agarosa (ICN Biochemicals) al 1% en buffer TBE 1x (Apéndice
3) y 0.1% de bromuro de etidio (Sigma-Aldrich, México) sobre una camara molde y

un peine de 12 pozos, que se mantuvo a 4 °C por 15 min para que se solidificara.

A cada uno de los tubos se les agreg6 5 ul de buffer de carga blue Juice con Sybr-
Green (Invitrogen), una vez mezclados se tomaron 8 ul de la muestra y se
colocaron en el gel a partir del segundo pozo, dejando el primero para colocar 3 ul
del marcador de tamafio molecular 100 pb (Invitrogen). Las muestras fueron
colocadas en la camara hacia el extremo positivo y se corrié a 90 volts, 200 mA

durante 40 min. Se capturo la imagen con el equipo Fla 5000 Fujifilm.
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La Figura 7 muestra una electroforesis en gel de agarosa del amplificado del gen
funcional de MIF de ratones WT, con un tamafio de 200 pb, en los carriles 1-4, del
grupo utilizado como control positivo, y el gen de neomicina (NEO), gen de
insercion de los ratones Mif’, con un peso de 500 pb, en los carriles 5-8. La

secuencia de los cebadores utilizados se muestra en el Apéndice 2.

po |MPM Ratones WT Ratones MIF-KO

NEOMICINA o

Fig.- 7. Gel representativo de una electroforesis del producto de PCR para el gen de MIF (carriles
1-4) y Neomicina (carriles 5-8). MTM= marcador de tamafio molecular; pb= pares de bases.

5.4. Parasitos e infeccion experimental
El estudio de la infeccion in vivo se llevo acabo inoculando via intraperitoneal (i.p.)
ratones Mif” o WT con 100 quistes tisulares de la cepa avirulenta ME49 de T.
gondii o PBS como control. En algunos casos MIF recombinante (Biolegend
#599504) fue administrado via i.p. en ratones infectados o no infectados como

control.

33



Los quistes tisulares de la cepa ME49 de T. gondii, fueron obtenidos de cerebros
de ratones C57BL/6 de 8 semanas de infeccion, los cuales fueron infectados via
I.p. con 40 quistes de T. gondii. El homogenado de cerebros provenientes de
ratones no infectados, usado como control, no indujo respuesta inflamatoria
detectable y tampoco indujo el incremento en los niveles de citocinas

inflamatorias.

5.5. Analisis del progreso de lainfeccion
La sobrevida de los ratones infectados Mif”"y WT se realiz6 mediante el monitoreo
visual diario durante 25 dias posteriores a la infeccion y se registré el deceso para

graficarlo (grafico de sobrevida, GraphPath Prisma 6).

Para determinar el establecimiento de la infeccibn aguda con T. gondii, se
inyectaron 3 ml de PBS frio (4°C) en la cavidad peritoneal de ratones Mif” o WT
sacrificados por CO; a las 0, 3, 5y 7 dias post infeccion (dpi). Posteriormente se
hizo una pequefia incision en la piel dejando expuesta la cavidad peritoneal para
extraer el fluido rico en células del exudado peritoneal (PECs, del inglés Peritoneal
Exudate Cells) y taquizoitos de T. gondii. Los taquizoitos fueron contados por
exclusion de azul tripano en camara de Neubauer en el microscopio Olympus

BX51 (X100; Olympus American, Melville, NY).

Por otro lado, se obtuvieron cerebros de ratones Mif” o WT a 25 dpi y se
homogenizaron cada uno en 2 ml de PBS. De esta soluciéon se tomaron 10 pl para

contar el numero de quistes en camara de Neubauer en los cuadrantes para
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leucocitos con objetivo 40X, microscopio Olympus. El nimero de parasitos por

cerebro de ratén se obtuvo desarrollando la férmula:

No. de quistes x la dilucion = No de quistes x 1000 = No. de quistes
0.1 x No. de cuadrantes contados mm?® ml

5.6. Preparacion del Antigeno Soluble de Toxoplasma gondii (STAQ)

El STAg fue preparado acorde a los lineamientos descritos anteriormente [58].
Brevemente, la cepa RH de T. gondii fue mantenida por pases seriados en la
cavidad peritoneal de ratones CD1. Para la preparacion del antigeno de T. gondii
se obtuvieron taquizoitos de un cultivo de células Vero infectadas con el parasito
como se ha descrito anteriormente [59]. Los taquizoitos (1x10°%) fueron
suspendidos en 5 ml de solucion salina de fostatos amortiguda de Dulbecco
(Dulbecco’s phosphate-buffered saline D-PBS), sonicados en hielo por 5 min a 40
W con el homogenizador ultrasonico 4710 (Cole-Parmer, Chicago, Ill.) y
centrifugados a 10000 X g a 4°C por 30 min. El sobrenadante fue colectado,
filtrado en condiciones estériles (filtro de 0.22 um) y almacenado en alicuotas a -20
°C. La concentracion proteica fue determinada con el Bio-Rad protein assay (Bio-

Rad, Richmond, Cal.), en el que se us6 albumina de suero como control estandar.

5.7. Diferenciacion de CDs CD11b" derivadas de medula 6sea, y las
condiciones de estimulo

Se obtuvieron CDs CD11b" derivadas de médula 6sea de acuerdo al protocolo
descrito anteriormente [60]. Brevemente, células de médula 6sea fueron obtenidas
de fémures y tibias de ratones WT o Mif", a través de lavados con medio

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (D-MEM) suplementado con 10% de suero
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fetal bovino (SFB), 100 unidades penicilina/estreptomicina, 2 mM de glutamina, 25
mM de buffer HEPES y 1% de aminoacidos no esenciales (GIBCO, BRL Grand
Island, NY, USA). Los eritrocitos fueron descartados con cloruro de amonio al
0.83%. La suspension celular fue estimulada por 24 h con 20 ng/ml de mGM-CSF
(Peprotech, México) en medio D-MEM suplementado. Después de 24 h las células
no adherentes fueron descartadas y las células adherentes fueron re-estimulas
con 20 ng/ml de mGM-CSF a 30°C, 5% CO.. Este paso fue repetido en el dia3y 5
de incubacion. En el dia 6 de cultivo las células no adherentes (en su mayoria CDs
CD11b") fueron cosechadas y resuspendidas a una concentracién de 2x10%ml en
medio D-MEM suplementado. Las células fueron transferidas a platos de cultivo de
24 pozos (Costar, Cambridge, MA, USA) y tratadas con el inhibidor de p-
38/SAPK2 (SB203580, Millipore) a 10 yM, o unicamente con el diluyente (DMSO)
durante 2 h. Posteriormente, las células fueron incubadas a diferentes tiempos (0O,
5 15, 30 min y 24 h) a 30°C, 5% CO,, con los siguientes estimulos: MIF
recombinante murino (rMIF, 100 ng/ml, Biolegend), Lipopolisacaridos (LPS, 100
ng/ml, SIGMA), STAg (5 pg/ml) y acetato de forbol miristato (PMA, 50 ng/ml,
SIGMA) en conjunto con ionomicina (1 pg/ml, Invitrogen). Las células fueron
cosechadas y analizadas por fosfo-flow o western blot. Se colectaron los
sobrenadantes de cultivos estimulados por 24 h y se almacenaron a -70 °C hasta

Su uso.
5.8. Transferencia adoptiva de monocitos de médula 0sea

Los monocitos fueron aislados como se reportd anteriormente [61]. Brevemente,

tejido de médula 6sea fue obtenido de fémures y tibias de ratones WT o Mif”, a
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través de lavados con medio RPMI-1640 suplementado con SFB 10%,
penicilina/estreptomicina (100 unidades), glutamina 2 mM, buffer HEPES 25 mM y
aminoacidos no esenciales 1% (GIBCO, BRL Grand Island, NY, USA). Los
monocitos fueron enriquecidos a través de un gradiente de Ficoll (SIGMA),
centrifugado a 500 x g por 30 min a 24 °C (sin freno). A continuacion, se colecté la
capa de monocitos y se diluyé en PBS 1:10 para centrifugarla a 500 x g por 10 min
a 24 °C. Una vez terminado el lavado, las células fueron contadas en el
microscopio (40X) e incubadas con el KIT Monocyte Isolation (Miltenyi Biotec, 130-
100-629) de acuerdo al protocolo del fabricante. Las células fueron corridas a
través de una columna LS (MACS separation columns, Miltenyi Biotec) para su
seleccion negativa. La fraccion negativa fue colectada (90% de monocitos) y
tefiida para ser adquirida en el DB Influx Sorter. Se colectdé la poblacion de
monocitos Ly6C™" y se incub6 con marca para rastreo y proliferacion celular (cell
trace proliferation dye) eFluor 450 (eBioscience, 65-0842-85) de acuerdo a los
lineamientos del fabricante. Una vez tefiidas las células, fueron transferidas (2x10°
células) via intravenosa (v.i.) a ratones WT o Mif infectados con T. gondii o no
infectados como control. Las células transferidas fueron recuperadas de la cavidad
peritoneal y analizadas por citometria de flujo 5 dias después de la infeccion (via
I.p. con 100 quistes de T. gondii). La figura 8 muestra el disefio experimental de la

transferencia adoptiva de monocitos de médula ésea.
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Fig. 8.- (A) Monocitos CD49b" CD90™ Ly6G™ CD11b* Ly6C" de ratones WT o Mif"", fueron aislados

por (B) seleccidon negativa y separados en Ly6C™" y Ly6C™ por cell sorting. (C) Mos Ly6C"®"

fueron marcados con eFluor 450 dye y transferidos v.i. a ratones WT o Mif” infectados con T.
gondii. (D) Las PECs de ratones infectados fueron cosechadas al quinto dia de infeccion y
analizadas por citometria de flujo.

5.9. Obtencion de células de la cavidad peritoneal (PECS)
Para la obtencién de PECs de ratones WT y Mif”, se utilizé el método basico de
exudado peritoneal. Este método consiste en inyectar 10 ml de PBS a 4 °C en la

cavidad peritoneal de los ratones dando un ligero masaje a fin de remover la

mayor cantidad de macréfagos del peritoneo. Se hace una pequefia incision en la
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piel dejando expuesta la cavidad peritoneal para extraer las PECs contenidas en la
solucion de PBS. El exudado peritoneal obtenido fue colocado en tubos conicos
estériles de 15 ml y centrifugados a 600 x g durante 10 min. El sobrenadante fue
descartado y el boton resuspendido en 1 ml de medio RPMI-1640 suplementado.
Una vez resuspendidas las células, se filtraron con una malla de Nylon de 70 pm
y se tomaron 10 pl de la suspension para su tincion con azul tripano en proporcion
1:1 (Sigma-Aldrich) para ser contadas en camara Neubauer y eventualmente

ajustadas para ser analizadas por citometria de flujo.

5.10. Analisis de citometria de flujo
Aproximadamente 1-3x10° PECs fueron tefiidas con blue-fluorescent dye L23105
(Life technologies) e incubadas con anti-ratbn CD16/32, 93 (Biolegend) en FACs
buffer (1% SFB/0.01% NaN3 in PBS) por 15 min a 4 °C, para descartar células
muertas y reconocimiento inespecifico de los anticuerpos, respectivamente.
Después de un lavado con PBS, las células fueron reconstituidas en 100 pl de
FACs buffer con diferentes combinaciones de anticuerpos fluorescentes primarios
a 4 °C por 20 min para su tincién extracelular y colectadas en el citometro de flujo
LSRIlI (Becton Dickinson, BD). Las células fueron seleccionadas de acuerdo al
tamafio (FSC-A) y granularidad (SSC-A) para eliminar residuos y eritrocitos,
seguido por una seleccion en FSC-A y FSC-H para discriminar los dobletes o
agregados celulares. Los numeros absolutos de las células fueron calculados con
el nimero total de células multiplicado sucesivamente por los porcentajes de
seleccidon obtenidos a través del programa Flow jo Version 9.8.2. Los siguientes

anticuerpos conjugados fueron adquiridos de eBioscience y usados para la tincion
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extracelular: anti-CD11c Alexa Fluor 700, N418; anti-DEC-205 PE-cy7, 205yekta;
anti-MHCII eFluor 450, M5/114.15.2; anti-CD40 PE, 1C10; anti-CD86 FITC, CT-
CD8b; anti-CD86 Brilliant violet 605, GL1; anti-CD11b Alexa Fluor 647, M1/70;
anti-Ly6C, Alexa Fluor 488, HK1.4; anti-F480 Alexa Fluor 488, BMS8; anti-Ly6C
efluor 450, HK1.4; anti-CD3 FITC, 145-2C11; anti-CD3 Alexa 700, 17A2; anti-
CD49 APC, DX5; anti-CD49 APC/Cy7, DX5. Los siguientes anticuerpos fueros
adquiridos de Biolegend: anti-CD8a Alexa Fluor 700, 53-6.7; anti-CD8a PerCP, 53-
6.7; anti-CD11b Alexa Fluor 700, M1/70; anti-F4/80 Brilliant violet 605, BM8; anti-
Ly6G PER-CP, 1A8; anti-CXCR4 Brilliant violet 421, 1276F12; anti-CXCR2
PE/Cy7, 5E8/CXCR2. Los siguientes anticuerpos fueron adquiridos de BD
Bioscience: anti-MHCII PE, AF6-120.1; anti-CD8a PER-CP, 53-6; anti-CD11lc

APC, N418; anti-CD74, FITC, In-1.

La tincion intracelular de CDs y Mo de PECs se realiz6 incubando 1-3x10° células
por 6 h en medio RPMI-1640 suplementado y BD Golgi Plug (BD Biosciences) a
37 °C, 5% CO, Una vez terminado el tiempo de incubacion, las células fueron
lavadas, tefidas extracelularmente y tratadas con el kit Cytofix/Cytoperm (BD
Biosciences) de acuerdo al protocolo del fabricante. Una vez tratadas con
Cytofix/Cytoperm, las células fueron tefiidas intracelularmente con los anticuerpos
adquiridos de las siguientes compafias: eBiosciences: anti-iNOS PE, CXNFT.
Biolegend: anti-TNF-a Brilliant violet 650, MP6-XT22. BD Biosciences: anti-IL-

12p40/70 Brilliant violet 405, C15.6 y anti-1L-12p40/70 APC, C15.6.

Las CDs CD11b" fueron analizadas como células negativas para el marcador de
células muertas (Live/dead’) y positivas para MHCII, CD11c y CD11b. Las CDs
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CD8a" fueron catalogadas como Live/dead” MHCII" CD11c* DEC205" CD8a". Las
poblaciones de monocitos fueron clasificadas como Live/dead” Ly6G™ CD11b*
F480" Ly6C™" o Ly6C"". Los macréfagos residentes en el peritoneo fueron

analizados como Live/dead” Ly6G™ CD11b* Ly6C"" F480"9",

En linfocitos NK la tincion intracelular se realizé incubando 3x10° PECs en 2 ml de
medio RPMI-1640 suplementado BD Golgi Plug (BD Biosciences) a 37 °C, 5%
CO,, estimulados por 4 h con 5 ng/ml de Phorbol 12-myristato 13-acetato (PMA,
Sigma) mas 500 ng/ml de ionomicina (Sigma). Las células fueron lavadas, tefidas
extracelularmente como se menciond anteriormente y tratadas con el Kit
Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences) de acuerdo al protocolo del fabricante. Una
vez tratadas con Cytofix/Cytoperm, las células fueron tefidas intracelularmente
con los anticuerpos anti-IFN-y, PECy7, XMG1.2 (Biolegend) o anti-IFN-y Alexa
fluor 647, XMG1.2 (BD Pharmingen).

5.11. Evaluacion de la via de sefalizacion de la MAPK p38 por el método
fosfo-flow

Para determinar la(s) posibles vias de sefializacion inducidas por la presencia de
MIF en las CDs, se evalud la fosforilacion de la MAPK p-38 en CDs CD11b"
derivadas de médula 6sea de ratones WT o Mif", a través de la técnica de fosfo-
flow, 3x10° células fueron incubadas con anti-ratén CD16/32, 93 (Biolegend) en
FACs buffer (1% SFB/0.01% NaN3z in PBS) por 15 min a 4 °C. Las células fueron
reconstituidas en 100 ul de FACs buffer con los anticuerpos: anti-CD11c FITC,
anti-MHCII PerCP y anti-CD11b PE (Biolegend) a 4 °C por 20 min para su tincién
extracelular. Las células fueron transferidas a platos de cultivo de 24 pozos
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(Costar, Cambridge, MA, USA) y tratadas con el inhibidor de p-38/SAPK2
(SB203580, Millipore) a 10 yM, o unicamente con el diluyente (DMSQO) durante 2
h. A continuacion, fueron incubadas por 30 min con los siguientes estimulos: rMIF
(100 ng/ml, Biolegend), LPS (100 ng/ml, SIGMA), STAg (5 ug/ml) y PMA (50
ng/ml, SIGMA) en conjunto con ionomicina (1 ug/ml, Invitrogen). Las células fueron
tratadas con el kit Cytofix/Cytoperm de acuerdo al protocolo del fabricante (BD
Biosciences) para su tincion intracelular con los siguientes anticuerpos: conejo
anti-fosfo p-38 (Thrl80/Tyrl82, Cell signaling #9211) y anti-conejo APC
(Biolegend) a 4 °C por 30 min. Una vez tefiidas, las células fueron lavadas y

colectadas en el citometro de flujo Attune (Becton Dickinson, BD) para su analisis.

5.12. Western blot

La técnica de Westernblot se realiz0 acorde a los lineamientos descritos
anteriormente [62]. Brevemente, las CDs CD11b" derivadas de médula 6sea de
ratones WT o Mif”, fueron tratadas con el inhibidor de p-38/SAPK2 (SB203580,
Millipore) a 10 uM, o Unicamente con el diluyente (DMSO) durante 2 h.
Posteriormente, las células fueron incubadas a diferentes tiempos (0, 5, 15y 30
min) a 30°C, 5% CO,, con los siguientes estimulos: rMIF (100 ng/ml, Biolegend),
LPS (100 ng/ml, SIGMA), STAg (5 pug/ml) y PMA (50 ng/ml, SIGMA) en conjunto
con inomicina (1 pg/ml, Invitrogen). Las células fueron cosechadas y tratadas con
el buffer de lisis (20 mM Tris—HCI pH 8, 137 mM NaCl, 2 mM EDTA, 1% Triton X-
100, 10% glycerol y 1% del inhibidor de proteasas y (Thermoscientific #78441). La
concentracion proteica fue determinada con el Bio-Rad protein assay (Bio-Rad) y

las muestras fueron almacenadas a -70 °C hasta su uso. Las alicuotas de lisado
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celular fueron separadas por SDS-PAGE (40 pg de proteina por pozo) usando
mini-geles de poliacrilamida al 10% vy transferidas a una membrana de
polyvinylidene difluoride (PVDF, Immobilon-P, Millipore, USA). Las membranas
fueron bloqueadas con PBS al 5% de albumina por 2 h e incubadas con el
anticuerpo primario anti-fosfo p-38 (Thrl80/Tyr182, Cell signaling #9211) a una
dilucion de 1:5000 al 2% de albumina durante toda la noche. A continuacion, las
membranas fueron incubadas con el anticuerpo secundario anti-conejo acoplado a
la peroxidasa (HRP) a una dilucion de 1:5000 (Cell signaling #7074) en PBS al 2%
de albumina durante 2 h. Las membranas fueron incubadas por 5 min con la
solucion West Pico Chemioluminiscent (Thermoscientific #34080) y reveladas con
el aparato ImageQuant LAS 4000 System (GE Healthcare), siguiendo las
especificaciones del fabricante. Posteriormente, las membranas fueron tratadas
con la solucién de stripping (Blot stripping buffer, Thermoscientific #21059) y
tefiidas con el anticuerpo anti-p-38 (Cell signaling #9212) a una dilucién de 1:2500
en PBS al 2% de albumina durante toda la noche. Después de 3 lavados con PBS,
la membrana fue tefiida con el anticuerpo secundario anti-conejo acoplado a la
peroxidasa (HRP), a una dilucion de 1:5000 (Cell signaling #7074). Las
membranas fueron reveladas como se describié arriba y el andlisis por
densitometria se llevo acabo utilizando el programa ImageQuant TL LAS 4000 (GE

Healthcare).

5.13. Determinacion de los niveles de citocinas
Se obtuvo sangre de ratones WT y Mif’ infectados con 100 quistes de T. gondii,

realizando una incision en la vena caudal a los 0, 1, 2, 3, 5y 7 dpi. La sangre se
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centrifugd en tubos eppendorf de 1.8 ml a 3000 rpm a 4 °C por 10 min hasta la
obtencién pura del suero, éste se mantuvo en congelacion a -70 °C hasta su uso.
La concentracion de los niveles de citocinas inflamatorias (IFN-y, IL-6, IL-12p70 y
TNF-a) y anti-inflamatorias (IL-10) en suero y sobrenadantes de CDs CD11b*
derivadas de médula 0sea estimuladas por 24 h, se determiné por medio de los
KITs Bio-Plex Pro Assay (BIO-RAD, M600003J7) y Cytometric Bead Array (BD
Biosciences, CBA Thl1l/Th2, 551287) de acuerdo a los lineamientos de los
fabricantes. Los niveles de MIF fueron obtenidos a través del Kit Mouse MIF

ELISA (Neobiolab, MM0216) siguiendo las instrucciones del fabricante.

5.14. Analisis estadistico
El analisis estadistico fue desarrollado con la prueba t de Student’s o one-way
ANOVA, seguido por la prueba de comparacion multiple de Tukey para los datos
que presentaron distribucion normal. Los datos graficados se muestran como la
media + SD o SEM. Los valores obtenidos de P<0.05 fueron considerados como

significativos. Los datos fueron analizados con el programa GraphPad prism 6.
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6. RESULTADOS

6.1. Lainfeccion aguda con T. gondii induce el incremento de las citocinas
inflamatorias en suero
Aunque MIF tiene un papel importante en la resistencia a T. gondii [51], se
desconoce si este papel protector comienza en la fase aguda de la infeccion con el
parasito, por lo tanto, primero se cuantificaron los niveles de MIF en suero de
ratones WT y Mif” infectados con la cepa avirulenta ME49 de T. gondii.
En la figura 9 se observa que los niveles de MIF en suero de ratones WT se
incrementaron desde el primer dia de la infeccion, alcanzando un pico maximo a
los 3 y 5 dias post infeccion (dpi), descendiendo eventualmente a niveles basales
a los 7 dpi. Como era de esperarse, los ratones Mif’" presentaron una deficiencia
de los niveles de MIF en suero a lo largo de la infeccion aguda con T. gondii.
Adicionalmente, los ratones WT infectados presentaron niveles elevados de
citocinas inflamatorias en suero (IL-12p70, IFN-y, IL-6 y TNF-a), en algunos casos
desde el dia 1 p.i., en comparacién con ratones Mif’ infectados (Fig. 9B-E). Los
niveles de la citocina reguladora IL-10 fueron similares entre los grupos de ratones
Mif” y WT (Fig. 9F).
Estos datos sugieren que el incremento de los niveles de MIF en los ratones WT
durante los primeros dias de la infeccion, podria promover de manera muy
temprana la produccion de citocinas inflamatorias y por lo tanto el desarrollo de
respuesta inmune hacia T. gondii. Esto de acuerdo a las propiedades de inductor
de la respuesta inflamatoria que se han descrito para MIF, en infecciones por

parasitos protozoarios [50].
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Fig. 9 Niveles en suero de las citocinas: MIF (A), IL-12p70 (B), IFN-y (C), IL-6 (D), TNF-a (E) e IL-
10 (F) de ratones WT (O) y Mif" (®) infectados con 100 quistes de T. gondii a los tiempos: 0, 1, 2,
3, 5y 7 dpi. Los datos son representativos de 3 experimentos independientes (n=3-5 cada tiempo
de infeccidn), mostrados como la media + SE *p< 0.05 prueba “t” de student.

6.2. MIF promueve la maduracién de CDs CD11b"* durante la infeccion
aguda con T. gondii
En la infeccion por T. gondii se ha descrito que una de las principales fuentes de
citocinas pro-inflamatorias son las subpoblaciones de células dendriticas
convencionales [15, 16] [20]. En condiciones de infeccion, las CDs maduran por la
exposicion a los patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPS) o factores
mediadores de la inflamacion, lo que incrementa su capacidad de procesar
antigenos, expresion de moléculas co-estimuladoras y produccion de citocinas
[63]. Estudios recientes en nuestro laboratorio sugieren que MIF promueve la

maduracion de CDs en la infeccion con T. gondii [52], lo que podria explicar los
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niveles reducidos de citocinas inflamatorias en suero y el incremento en la
susceptibilidad de los ratones Mif’ a la toxoplasmosis experimental. Por estos
motivos, se evaluo el papel de MIF en la maduracion de las subpoblaciones de
CDs convencionales CD8a"y CD11b", reportadas anteriormente como esenciales
para la resistencia a T. gondii, y principales productoras de IL-12 durante la

infeccion aguda con el parasito [15, 16, 20].

Los resultados demostraron que los nimeros absolutos de ambas poblaciones de
CDs CD8a" y CD11b*, se incrementaron en el sitio de infeccion con T. gondii
(cavidad peritoneal) hasta alcanzar un pico maximo a los 5 dpi (Fig. 10By C). Los
nimeros absolutos de CDs CD8a" y CD11b" fueron similares entre ratones
infectados Mif”" y WT. Sin embargo, los ratones Mif’ presentaron un menor
nimero de CDs CD11b" IL-12p70" comparado con CDs de ratones WT a los 3 (P
= 0.0028) y 5 (P = 0.0006) dpi (Fig. 10D). No se encontraron diferencias
significativas en el nimero de CDs CD8a" IL-12p70" (Fig. 10E). Adicionalmente,
las CDs CD11b*, mas no CD8a" provenientes de ratones Mif”, presentaron una
reducida expresion de la molécula coestimuladora CD86 (11A-C) comparado con
CDs CD11b" WT después de 3 (P = 0.0498) y 5 dpi (P = 0.0194). No se
observaron diferencias significativas en la expresion de CD40 entre los grupos
(Fig. 11D y E). Resultados similares, tanto en ratones WT como Mif", se
observaron en CDs del bazo (Fig. 12). Estas evidencias indican que MIF tiene un
papel importante en la maduracion de CDs CD11b*, un poblacion crucial en el

control de la infeccion y la induccidn de la respuesta inmune innata hacia T. gondii.
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Fig. 10 Ratones WT (O) y Mif"” (®) fueron infectados con 100 quistes de la cepa ME49 de T. gondii
y sacrificados a los tiempos 0, 1, 2, 3, 5y 7dpi. Se cosecharon PECs de las cuales se analiz6 la
produccién de IL-12p70 intracelular en CDs CD11b* y CD8a" por la técnica de citometria de flujo.
(A) Estrategia de seleccion de CDs CD11b* (MHCII'CD11C'CD11b") y CD8a" (MHCII'CD11C"
DEC205'CD8a"). (B) Cinética de los nimeros absolutos de CDs CD11b" y (C) CD8a". (D) Dotplots
representativos (panel izquierdo) y nimeros absolutos (panel derecho) de CDs CD11b" IL-12p70°.
(E) Dotplots representativos (panel izquierdo) y nimeros absolutos (panel derecho) de CDs CD8a"
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ratones WT y Mif” a0, 3,5 y 7 dpi con T. gondii. (A) Histogramas representativos de la intensidad
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representativos de 2 experimentos independientes (n=3 animales en cada tiempo de infeccién) y
mostrados como la media + SE *p< 0.05 prueba “t” de student.
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Fig. 12 Ratones WT (O) y Mif"” (®) fueron infectados con 100 quistes de la cepa ME49 de T. gondii
y sacrificados a los tiempos 0, 1, 2, 3, 5y 7 dpi. Se cosecharon esplenocitos en los cuales se
analizo la produccion de IL-12p70 intracelular en CDs CD11b" y CD8a" por la técnica de citometria
de flujo. (A) Cinética de los nimeros absolutos de CDs CD11b* y (B) CD8a". (C) Numeros
absolutos y (D) dotplots representativos de CDs CD11b" IL-12p70°. (E) Numeros absolutos y (F)
dotplots representativos de CDs CD8a" IL-12p70*. (D) Cinética del MFI correspondiente a la
expresion de CD86 en CDs CD11b" y (E) CD8a". Los datos son representativos de 2 experimentos
independientes (n=3 animales en cada tiempo de infeccién) y mostrados como la media + SE *p<
0.05 prueba “t” de student
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6.3. Las CDs CD11b" expresan en mayor intensidad los receptores de MIF
comparado con CDs CD8a"

MIF es un ligando de la proteina transmembranal de tipo Il CD74 [64] y un ligando
no convencional de los receptores de quimiocinas CXCR2, CXCR4 [64, 65] y
CXCRY7 [66]. Debido a que MIF promueve la maduracion de CDs CD11b" pero no
CD8a", esta funcion selectiva podria estar relacionada con la expresion diferencial
de los receptores de MIF en las subpoblaciones de CDs CD11b* y CD8a’, por lo
tanto, en este estudio se comparo la expresion de los receptores CD74, CXCR2 y
CXCR4 en CDs CD11b" y CD8a" de ratones WT infectados con T. gondii.

Los resultados obtenidos por medio de citometria de flujo demostraron que las
CDs CD11b" expresan en mayor intensidad los receptores CD74 (3 dpi, P =
0.0013; 5 dpi, P = 0.0014; Fig. 13Ay B), CXCR4 (5 dpi, P = 0.0014; Fig. 13Ay C)
y CXCR2 (3 dpi, P =0.0241; 5 dpi, P = 0.0341; Fig. 13A y D) comparado con CDs
CD8a".

Estas evidencias sugieren que las CDs CD11b" son mas sensibles al estimulo de
MIF comparado con las CDs CD8a", lo que podria explicar el papel selectivo de
MIF en la maduracion de las CDs CD11b", durante la infeccion aguda con T.

gondii.
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Fig.- 13.-Andlisis de la expresién de los receptores CXCR2, CXCR4 y CD74 en CDs de ratones
WT infectados a los 0, 3y 5 dpi con T. gondii. (A) Histogramas representativos de la IFM de CD74,
CXCR4 y CXCR2 en CDs CD11b" (linea solida), CD8a" (linea punteada) e isotipo (linea gris). (B)
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CD11b" (O) y CD8a" (A). Los datos son representativos de 2 experimentos independientes (n=3
animales en cada tiempo de infeccion) y mostrados como la media + SE *p< 0.05 prueba “t” de
student.

6.4. MIF promueve el reclutamiento de linfocitos NK productores de IFN-y
durante la infeccion aguda con T. gondii

MIF es una molécula que presenta un efecto pleiotropico en diferentes modelos de

inflamacion e infeccion [41, 42] [43, 44] [45] [50]. Esta propiedad sugiere que MIF

es capaz de inducir la maduracion de CDs directamente al ser reconocido por sus
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receptores o indirectamente induciendo mecanismos importantes para la
activacion de las CDs. Estudios previos han demostrado que el IFN-y producido
por linfocitos NK durante la infeccion aguda con T. gondii, tiene un papel crucial en
la maduracion de la subpoblacion de CDs CD11b* [20] [67, 68]. Nuestros
resultados demuestran que los ratones infectados Mif” presentan niveles
reducidos de IFN-y en suero comparado con ratones infectados WT, por lo que en
este proyecto se analiz6 la produccion de IFN-y intracelular de linfocitos NK del

peritoneo de ratones WT y Mif” infectados con el parasito.

Los resultados obtenidos demostraron que los ratones WT y Mif’" presentaron un
incremento gradual en el porcentaje de linfocitos NK (CD49b" CD3") IFN-y* durante
el curso de la infeccién aguda con T. gondii (Fig. 14B). No obstante, los ratones
Mif”" infectados presentaron un menor porcentaje de células NK IFN-y" comparado
con linfocitos NK IFN-y" de ratones WT (P = 0.038, Fig. 14B). Este fenomeno
estuvo asociado a un menor porcentaje (P = 0.0197, Fig. 14C) y numero absoluto
(P = 0.0362, Fig. 14D) de linfocitos totales NK en el sitio de infeccion de ratones
Mif’”~ comparados con los ratones infectados WT. Estas evidencias sugieren que
MIF promueve la maduracion de CDs CD11b" a través de inducir el reclutamiento
temprano de linfocitos NKs productores de IFN-y durante la infeccion aguda con T.
gondii. Recientemente, se ha demostrado que MIF participa en el reclutamiento de
linfocitos NKT productores de IFN-y en el modelo murino de psoriasis [69], lo que
sugiere que MIF induce el reclutamiento de linfocitos NK y NKTs como un
mecanismo para promover la respuesta inmune innata en condiciones de infeccion
0 de autoinmunidad.
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Por otra parte, aunque la alta expresion de los receptores de MIF en CDs CD11b"
sugiere que éstas son mas sensibles al estimulo de MIF comparado con CDs
CD8a", resultados preliminares de ensayos in vitro (Anexol), indican que el
estimulo con MIF recombinante no induce directamente la maduracion de CDs
CD11b" derivadas de médula 6sea. Probablemente la participacion de MIF es
indirecta, a través del reclutamiento de linfocitos NKs productores de IFN-y, el cual
parece ser el mecanismo principal para inducir la maduracion de CDs CD11b"* en

la toxoplasmosis experimental.
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Fig. 14 Ratones WT (O) y Mif"” (®) fueron infectados con 100 quistes de la cepa ME49 de T. gondii
y sacrificados a los tiempos 0, 1 y 3 dpi. Se cosecharon PECs en las cuales se analizé la

produccidn de IFN-y intracelular en linfocitos NK por la técnica de citometria de flujo. (A) Estrategia
de seleccion de linfocitos NK (CD3  CD49b"). (B) Dotplots representativos (panel izquierdo) y
porcentajes de linfocitos NK IFN-y* (panel derecho). (C) Numeros absolutos de linfocitos NKs y (D).

NK IFN-y*. Los datos son representativos de 1-2 experimentos independientes (n=3 animales en
cada tiempo de infeccion) y mostrados como la media + SE *p< 0.05 prueba “t” student.
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6.5. MiIFinduce TipCDs en lainfeccion aguda con T. gondii

Estudios previos han demostrado que los niveles de IFN-y producidos por linfocitos
NK en la respuesta inmune innata hacia Infecciones parasitarias 0 microbianas
son un factor crucial para la induccién de CDs CD11b" productoras de iNOS vy
TNF-a (TipCDs) en el sitio de infeccion [70-73]. En la respuesta inmune hacia T.
gondii, INOS y TNF-a son mediadores importantes para el control de la replicacion
del parasito [74-78]. Sin embargo, no se ha demostrado si la poblacion de CDs
CD11b" en la infeccion con T. gondii, produce iNOS y TNF-a, o si MIF induce la
expresion de estos factores en CDs CD11b". Por estos motivos, se determiné la
producciéon de iINOS/TNF-a intracelular en CDs CD11b" y CD8a" de ratones WT y

Mif” infectados con T. gondii.

Los resultados demuestran que una poblacion de CDs CD11b* iNOS™ TNF-a”,
(TipCDs), se incrementd gradualmente en la cavidad peritoneal de los ratones WT
o Mif” durante el curso de la infeccién aguda con T. gondii (Fig. 15A y 15B). No
obstante, los ratones Mif’" infectados presentaron un menor niimero de TipCDs (P
= 0.0049; Fig. 15A y 15B) asi como de CDs CD11b" TNF-a" iNOS™ (P = 0.0090,
Fig. 15A y 15C) a los 5 dpi. No se observaron diferencias significativas en CDs
CD11b" iINOS*" TNF-a* (Fig. 15A y 15D). Por otra parte, las CDs CD8a"
presentaron un incremento gradual en su produccion de TNF-a mas no de iINOS
(Fig. 15E) en el curso de la infeccion aguda con T. gondii. No se observaron
diferencias significativas entre CDs CD8a* WT y Mif" (Fig. 15E-H). Estos
resultados indican que las CDs CD11b* mas no CD8a", son capaces de co-

expresar iINOS y TNF-a durante la infeccion aguda con el parasito, originando a
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las TipCDs. Ademas, MIF participa en la induccion de TipCDs en la fase aguda de
la infeccidn con T. gondii, probablemente a través de promover el reclutamiento de

linfocitos NK productores de IFN-y.

Por otra parte, debido a que la presencia de TipDCs en el sitio de infeccion se ha
asociado al control de las infecciones parasitarias y microbianas [70-73], en este
estudio se determind el numero de taquizoitos de T. gondii en la cavidad peritoneal
de ratones infectados WT y Mif” a los 5y 7 dpi. Los resultados indican que los
ratones Mif’” presentaron un mayor nimero de taquizoitos en el sitio de infeccion
comparado con ratones WT infectados (P< 0.05, Figura 16), lo que indica un
menor control de la infeccién por T. gondii en ratones Mif”, probablemente debido
a una deficiente actividad microbicida como resultado de un namero reducido de

TipDCs en el sitio de infeccion.

57



A - DCs CD11b*

Isotipo 0 dpi 3 dpi 5dpi
P R p R
A2 [ oo 11" 12f18 25 PM1.4° 312
i 1 1
s A S
@ [{os6] 02 §79.3 184691 266273 301
e e e e ----uL----| rm vy s dp --q'_--—---—u‘----[-
Z "7 [ o110 13fis 22P111 232
H ! !
Mif-/= \oi=—F o o oo
"992| 00 } 80.1 176 168.1 28.2 i41 24.7
T e e e e e e T T e e e T T N e
TNF-a
B CDs CD11b* (TipCDs) C CDs CD11b* D CDs CD11b*
0.25¢ 0.25 0.15-
& *% . *%
S 0.20 £ 0.20 N
3 2 X 010
*,‘5 0.15: 0 0.15: =
L o ]
£ o010 Z 010 £ oos
: 2 Eo
2 0.05 LEL 0.05 2
0.00¢ by N T 0.00 Q. r; o; 0.00 g l T . ) o;
Dias post-infeccion Dias post-infeccién Dias post-infeccién
DCs CD8a*
Is?tipo 0 (Ljpi . 3dpi 5 gpi
AF1 [ ooffoo” o02Fo1 o02f1 " s
WT |5 11 - |1 11 -
Q 198.9] 00]756 242/693 304{512 42.3
Z |'fo.7 | o3 [fo. 0300 01718 74
10 ! 1.
Mif-/- |71~ Tife 1% , i
199 0.0 {77, . 220{704 295{501 407
e A I S S S St i+
TNF-a
F CDs CD8a* G CDs CD8a* H CDs CD8a*
0.0004 0.03 0.000060
é 0.0003: ‘% 0.02 :%/0.000045
E‘. 0.0002: § g 0.000030
? L; 0.01° 't; hé%
é 0.0001- é g 0.000015
0.0000 - - - 0.00 T T T 0.000000 N T T
Dias post-infeccion Dias post-infeccién

Dias post-infeccién

Fig. 15 Analisis de la produccion intracelular de INOS y TNF-a en las subpoblaciones de CDs
CD11b" y CD8a" de ratones WT (O) y Mif” (®) a los tiempos 0, 3 y 5 dpi con T. gondii. (A)
Dotplots representativos de la produccién intracelular de iINOS y TNF-a (TipCDs) en CDs CD11b".
(B) Cinética de los nimeros absolutos de CDs CD11b* iNOS* TNF-a* (TipCDs), (C) CD11b" iINOS
TNF-a" y (D) CD11b" iNOS* TNF-a'. (E) Dotplots representativos de iNOS y TNF-a intracelular de
CDs CD8a’. (F) Cinética de los nimeros absolutos de CDs CD8a" iNOS" TNF-a”, (G) CD8a" iINOS’
TNF-a’, (H) CD8a"iNOS’ TNF-a'. Los datos son representativos de 2 experimentos independientes
(n=3 animales en cada tiempo de infeccidn) y mostrados como media + SE *p< 0.05 prueba “t”
student.
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Fig. 16 Numero de taquizoitos de T. gondii en ratones infectados WT (barras blancas) y Mif”
(barras negras) a 5 y 7dpi. Los datos son representativos de 2 experimentos independientes (n=3
animales en cada tiempo de infeccién) y mostrados como la media + SE *p< 0.05 prueba “t”
student.

6.6. MIF promueve la activacion clasica (M1) y diferenciacion de los Mos
Ly6C"9" hacia TipCDs
Actualmente, se han caracterizado dos poblaciones de Mos en el modelo murino
basadas en sus caracteristicas funcionales y fenotipicas. Una poblaciéon de Mos
presenta una alta expresién de Ly6C (Ly6C"™") y ha sido denominada
comunmente como Mos inflamatorios debido a su rapida y selectiva migracion de
sangre hacia sitios de inflamacion [79, 80]. La segunda subpoblacion denominada
Mos residentes, presentan una baja expresion de Ly6C (Ly6C°") y se encuentran
distribuidos tanto en sangre como en diferentes tejidos en condiciones basales
[79-82]. Estudios recientes han demostrado que las poblaciones de monocitos
Ly6C" son requeridas para la resistencia a la infeccion via oral o i.p. hacia T.
gondii [83-87]. Adicionalmente, estos monocitos son capaces de diferenciarse

hacia CDs CD11b" durante la infeccion aguda con T. gondii [88], y hacia TipDCs
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en otras infecciones parasitarias [70, 73]. Para determinar si MIF participa en la
activacion de los monocitos precursores de CDs CD11b" durante la infeccion
aguda con T. gondii, en este proyecto se analizo la produccion de iINOS y TNF-a
(marcadores de la activacién clasica o M1) de los Mos Ly6C™" y Ly6C""
provenientes de ratones Mif’ y WT infectados con T. gondi.

La figura 17 demuestra que en condiciones basales, la cavidad peritoneal aloja
tanto M¢s residentes F480"9" como monocitos residentes Ly6C"®" (Fig. 17B). Sin
embargo, un gran nimero de Mos Ly6C"®" y Ly6C"™" son reclutados en la cavidad
peritoneal después de 3 y 5 dpi con T. gondii (Fig. 17B-D). Por el contrario, se
observé una baja proporcién de Més residentes F480™" en el curso de la infeccién
con el parasito (Fig. 17B y 17E). No se observaron diferencias significativas en el
nimero total de Mos y M¢s entre ratones Mif” y WT infectados (Fig. 17B-E). Sin
embargo, los ratones Mif’ presentaron un ndmero reducido de Mos Ly6C™"
iINOS* TNF-a* (P = 0.0330; Fig. 18A y 18B) y Ly6C"¢" iNOS* TNF-a” (P = 0.0473;
Fig. 18A y 18C), comparado con Mos Ly6C"" de ratones WT. No se observaron
diferencias significativas en la produccién de iNOS y TNF-a entre Mos Ly6C"™" de
ratones infectados Mif” y WT (Fig. 18E-H). Estos datos sugieren que MIF
promueve la activacion de los monocitos Ly6C™"", mas no de los Ly6C"", hacia un
perfil de tipo M1 y probablemente su diferenciacion hacia CDs CD11b".

Para determinar la participacién de MIF en la diferenciacién de los Mos Ly6C""
hacia CDs CD11b", se realiz6 una transferencia adoptiva v.i. de Mos Ly6C"" de
ratones Mif” o WT (donadores) tefiidos con marca de rastreo celular (cell trace) a
ratones Mif”” o WT infectados con T. gondii (recipientes), como se muestra en la

Figura 8. Los resultados demostraron que la poblacién de CDs CD11b" de ratones
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recipientes Mif” o WT no infectados, no presenta CDs provenientes de Mos
transferidos (cell-trace positivas) y tampoco produce iNOS (marcador de TipDCs).
Sin embargo, en condiciones de infeccion la poblacion de CDs CD11b" de ratones
recipientes Mif” o WT, incrementé su producciéon de iNOS y presenté CDs
positivas para cell-trace (Fig. 19A). Estos datos indican que los monocitos
transferidos Ly6C™" Mif”" o WT son reclutados en el sitio de infeccién con T.
gondii (la cavidad peritoneal) donde se diferencian a CDs CD11b" y TipDCs. De
manera interesante, los Mos de ratones Mif”~ presentaron una habilidad similar a la
de Mos WT para diferenciarse a CDs CD11b" (Fig. 19B y 19C) y TipCDs (Fig. 19D
y 19E) al ser transferidos a ratones WT infectados con T. gondii, lo que indica que
la presencia de MIF en los monocitos Ly6C"" no es requerida para su conversion
a CDs CD11b" o TipCDs. Sin embargo, al ser transferidos a ratones Mif”
infectados, tanto los Mos Mif” como los Mos WT presentaron una capacidad
reducida para su conversién a TipCDs (WT, P = 0.0049; Mif", P = 0.0047; Fig.
19D y 19E). No se observaron diferencias significativas en la habilidad de los
monocitos Mif” o WT para diferenciarse hacia CDs CD11b* en ratones Mif"
infectados (Fig. 19B y 19C). Estos resultados sugieren que los niveles sistémicos
de MIF, son mas importantes para inducir la conversidon de los monocitos
inflamatorios hacia TipCDs comparado con el MIF liberado/producido por los
monocitos durante la fase aguda de la infeccion con T. gondii.

Por otra parte, los monocitos Ly6C"™" reclutados a los 5 dpi con T. gondii,
presentaron una mayor expresion de los receptores de MIF: CXCR4 (Fig. 20A y
20B) y CD74 (Fig. 20C y D), comparado con los monocitos Ly6C'®" (5 dpi) o Mds

residentes F480™" (0 dpi). Debido a que estos Mos Ly6C"" son los precursores
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de CDs CD11b", estas evidencias podrian explicar la alta expresion de los
receptores de MIF en CDs CD11b". Sin embargo, MIF comparte estos receptores
con otras quimiocinas que inducen el reclutamiento de monocitos en el sitio de
infeccion [65, 89] por lo que es necesario investigar si la presencia de estos

receptores favorece la activacion de los monocitos con el estimulo de MIF.
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Fig.- 17 Las poblaciones de M¢s F480™" y Mos (Ly6C™" y Ly6C"") de la cavidad peritoneal de
ratones WT (O) y Mif” (@), fueron analizadas a los tiempos 0, 3 y 5 dpi con T. gondii por medio de
la técnica de citometria de flujo. (A) Estrategia de seleccion de las poblaciones de Mé¢s F480"" y
Mos (Ly6C™" y Ly6C'™). (B) Dotplots representativos de la cinética de las poblaciones de M¢s y
Mos durante la infeccién aguda con T. gondii. (C) Numeros absolutos de monocitos LyGChigh, (D)
Ly6C™ y (E) Mds F480™" en el curso de la infeccion. Los datos son representativos de 2
experimentos independientes (n=3 animales en cada tiempo de infeccién) y mostrados como la
media + SE *p< 0.05 prueba “t” student.
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Fig.- 18 Monocitos (Ly6C"" y Ly6C"") de ratones WT (O) y Mif" (®) infectados con T. gondii
fueron analizados a los tiempos 0, 3 y 5 dpi con T. gondii. (A) Dotplots representativos de Mos
Ly6C™"" productores de iNOS/TNF-a. (B) Cinética de los nimeros absolutos de Mos Ly6C"®"
iINOS* TNF-a*, (C) iNOS" TNF-a y (D) iNOS TNF-a*. (E) Dotplots representativos de Mos Ly6C'™"
productores de iINOS/TNF-a. (F) Cinética de los niumeros absolutos de Mos Ly60IOW iNOS™ TNF-a”,
(G) iINOS™ TNF-a” y (H) iNOS" TNF-a". Los datos son representativos de 2 experimentos
independientes (n=3 animales en cada tiempo de infeccién) y mostrados como la media + SE *p<
0.05 prueba “t” student.
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Fig.- 19 Mos Ly6C™"" de ratones WT o Mif" (donadores) fueron transferidos a ratones WT o Mif”"
(recipientes) infectados con T. gondii y cosechados de la cavidad peritoneal a 5 dpi para su analisis
por citometria de flujo. (A) Dot plots representativos de la poblaciéon de CDs CD11b" de ratones
recipientes WT o Mif” a 0 y 5 dpi con T. gondii. (B) Nimero absoluto de CDs CD11b" derivadas de
Mos WT transferidos (Cell-trace+). (C) Nimero absoluto de CDs CD11b" derivadas de Mos Mif”
transferidos (Cell-trace+). (D) Numero absoluto de TipCDs derivadas de Mos WT transferidos (Cell-
trace+). (E) Numero absoluto de TipCDs derivadas de Mos Mif” transferidos (Cell-trace+). Los
datos son representativos de 2 experimentos independientes (n=3 animales en cada tiempo de
infeccion) y mostrados como la media + SE *p< 0.05, **P< 0.01prueba “t” student.
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Fig.- 20 Analisis de la expresion de los receptores CXCR4, CD74 y CXCR2 en Més F480"" (0 dpi)
y Mos Ly6C"" y Ly6C'™ (5 dpi) de la cavidad peritoneal de ratones WT. (A) Gréafico de barras del
IFM de los receptores CXCR4, (C) CD74 y (E) CXCR2 de M¢s residentes F480™" a 0 dpi y
monocitos (Ly6C"®" y Ly6C™") de ratones WT infectados a 5 dpi. (B) Histogramas representativos
del MFI de CXCR4, (D) CD74 y (F) CXCR2 de M¢s residentes F480™" a 0 dpi y monocitos
(LyeC™" y Ly6C"") de ratones WT infectados a 5 dpi. Los datos son representativos de 2
experimentos independientes (n=3 animales en cada tiempo de infeccién) y mostrados como la
media £ SE *p< 0.05 prueba “t” student.
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6.7. Laadministracién de rMIF restablece la resistencia de los ratones Mif”"
infectados con T. gondii
Los resultados obtenidos hasta ahora indican que MIF es importante para la
inducir la produccion de IFN-y en los niveles requeridos para la activacion y
diferenciacion de los monocitos inflamatorios hacia TipCDs. Estos datos fueron
confirmados mediante la administracion diaria (1-5 dias) de rMIF (0.5 pg) a ratones
Mif”" infectados con T. gondii. La figura 21 demuestra que la administraciéon de
rMIF reconstituyé los niveles de IFN-y en suero (Fig. 21A) y el nimero de TipCDs
(Fig. 21B) en peritoneo. Ademas, la administracion de rMIF reestablecio la
resistencia a la infeccion con T. gondii en ratones Mif”, los cuales alcanzaron
100% de sobrevida, mientras que ratones infectados Mif’ tratados con PBS
presentaron una sobrevida del 40% (Fig. 21C). El efecto protector del rMIF en
ratones Mif”, estuvo asociado con una reduccién en el nimero de quistes en
cerebro (Fig. 21D). Estas evidencias indican que los niveles de MIF inducidos
durante la infeccion aguda con T. gondii, tienen un papel crucial en la resistencia y

el desarrollo de la respuesta inmune celular hacia el parasito.
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Fig.- 21 Ratones Mif” que recibieron diariamente 0.5 pug de rMIF en el curso de la infeccién aguda
(1-5 dpi) con T. gondii, fueron comparados con ratones infectados WT y Mif” tratados con PBS
diariamente (5 dpi). (A) Niveles de IFN-yen suero de ratones infectados a 0, 5y 7 dpi. (B) Dot plots
representativos de TipCDs en el sitio de infeccion (cavidad peritoneal) a los 5 dpi. (C) Sobrevida de
ratones infectados con T. gondii. (D) Numero de quistes en cerebro de ratones infectados a 25 dpi.
Los datos son representativos de 2 experimentos independientes (n=3 animales en cada tiempo de

infeccion) y mostrados como la media + SE *p< 0.05 prueba “t” de student o log Rank test en el
caso de la grafica de sobrevida.

67



7. DISCUSION

La toxoplasmosis es una de las enfermedades oportunistas mas comunes y
potencialmente fatales en pacientes inmuno-comprometidos, quienes presentan
una deficiente respuesta inmune celular para el control de la replicacion y
eliminacion del parasito T. gondii [3]. Actualmente los farmacos empleados para el
control de la toxoplasmosis (sulfadiazina y pirimetamina) eliminan eficientemente
la fase de taquizoito del parasito, pero no remueven la fase enquistada del mismo
(bradizoitos) [5], por lo que es necesario investigar los mecanismos de la
respuesta inmune protectora hacia la infeccion con T. gondii.

Estudios previos en nuestro laboratorio han demostrado que MIF favorece la
resistencia a la infeccion in vivo con T. gondii, a través de inducir la produccion de
citocinas inflamatorias en suero como IL-12 e IFN-y, las cuales son citocinas
esenciales para el control de la infeccion aguda y cronica del parasito [51].
Ademas, MIF participa en la maduracién de células CD11c" induciendo en esta
poblacion la expresion de moléculas co-estimuladoras (CD80 y CD86) y la
produccion de IL-12 durante la infeccion aguda con el parasito [52]. Estas
referencias sugieren que MIF favorece la respuesta inmune celular hacia T. gondii,
a través de inducir la maduracion de CDs en el curso de la infeccion con el
parasito. Sin embargo, diferentes subpoblaciones de CDs asi como de
macrofagos, son capaces de expresar la integrina de membrana CD11c [55, 56],
por lo que en este proyecto se evalud el papel de MIF en la maduracion de las
subpoblaciones de CDs CD8a* y CD11b*, caracterizadas previamente como

esenciales para la resistencia a la toxoplasmosis experimental [15, 16] [20].
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Los resultados obtenidos en este proyecto demostraron que los niveles de MIF se
incrementaron en suero de ratones WT desde el primer dia de infeccion con T.
gondii, alcanzando un pico maximo a los 3 y 5 dpi, y disminuyendo eventualmente
a niveles basales a los 7 dpi (Fig. 9A). Como era de esperarse, no se detectaron
niveles de MIF en suero de ratones Mif’ infectados con T. gondii (Fig. 9A). Acorde
con estudios previos realizados en nuestro laboratorio [51], los niveles de otras
citocinas inflamatorias en suero (IL-12, IFN-y, IL-6 y TNF-a) se vieron disminuidos
en ausencia de MIF (Fig. 5 B-F). Estas evidencias indican que el incremento
temprano de los niveles de MIF en suero, promueve la respuesta inmune

inflamatoria en la fase aguda de la infeccion con T. gondii.

Las subpoblaciones de CDs CD8a" y CD11b", tienen un papel crucial en el
reconocimiento del parasito intracelular T. gondii por medio de los TLRs (11 y 12)
y el receptor de quimiocinas CCR5 [17, 18]. El reconocimiento de antigenos de T.
gondii, en conjunto con el estimulo inducido por citocinas inflamatorias como el
IFN-y, promueve en estas subpoblaciones de CDs un proceso de maduracion
caracterizado por la expresion de moléculas co-estimuladoras (CD40, CD80 y
CD86) y la produccion IL-12p70 [16, 90] [20]. Las CDs maduras son capaces de
inducir la activacion de los linfocitos T hacia un perfil de tipo Thl, lo que lleva a la
produccion de niveles sistémicos de IFN-y, requeridos para la activacion de los

mecanismos microbicidas hacia T. gondii [91-95].

Nuestros resultados demuestran que los ratones WT y Mif’ infectados con T.
gondii presentaron numeros similares de CDs CD11b* y CD8a" en el sitio de

infeccion (Fig. 10B y 10C), lo que indica que MIF no participa en el reclutamiento
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de estas subpoblaciones de CDs durante la infeccion aguda con el parasito. No
obstante, las CDs CD11b" de ratones Mif’ infectados presentaron una maduracion
deficiente caracterizada por una menor produccion de IL-12p70 intracelular (Fig.
10D) y una menor expresion de la molécula co-estimuladora CD86 (Fig. 11A y
11B), comparado con CDs CD11b" de ratones WT infectados. No se observaron
diferencias significativas en CDs CD8a" (Fig. 10E y 11C). Estos resultados
sugieren que MIF participa en el desarrollo de la respuesta inmune innata hacia T.
gondii, promoviendo la maduracion de CDs CD11b" esenciales para la resistencia
a la infeccion. Adicionalmente, las CDs CD11b" presentaron una mayor expresion
de los receptores de MIF (CXCR2, CXCR4 y CD74) comparado con CDs CD8a”"
(Fig. 13A-D). Lo que sugiere que las CDs CD11b" son mas sensibles al estimulo

de MIF comparado con CDs CD8a".

Para determinar la participacion de MIF en la maduracion de las CDs CD11b" in
vitro, se trataron CDs CD11b"* derivadas de médula ésea de ratones WT y Mif’,
por 24 h con diferentes estimulos (rMIF, LPS, STAg, PMA + Inomicina). Se
observd que el estimulo con rMIF no induce de forma directa la maduracion de
estas CDs, caracterizada por la expresion de CD86 y la produccion de IL-12
(Anexo 1, Fig. 22B y 23A). Ademas, al ser estimuladas con STAg o STAg + MIF,
las CDs CD11b" de ratones Mif’ presentaron un estado de maduracién similar al
de CDs CD11b" de ratones WT (Anexo 1, Fig. 22B y 23A), lo que indica que en
CDs estimuladas in vitro con antigenos de T. gondii, la presencia de MIF no tiene
un papel importante para la maduracion de las mismas. Resultados similares

fueron encontrados con el tratamiento con PMA + lonomicina (Anexo 1, Fig. 22B y
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23A). Por el contrario, el estimulo con LPS indujo una mayor expresion y
producciéon de CD86 e IL-12p70, respectivamente, en CDs CD11b" WT
comparado con CDs CD11b* Mif". Estos resultados fueron confirmados
analizando la via de la MAPK p-38, una de las vias mas importantes para la
maduracién de CDs en la infeccion con T. gondii [96], donde se observé que el
estimulo con rMIF no induce la activacion de p38 en CDs CD11b" (Anexo 1, Fig.
23C y 23E). Mientras tanto, el tratamiento con LPS, PMA + Inomicina y STAGg,
indujo un incremento en la fosforilacion de la MAPK p-38 en CDs CD11b". Sin
embargo, solo se observaron diferencias significativas entre CDs WT y Mif’ al ser
estimuladas con LPS (Anexo 1, Fig. 23C y 23E). Estos resultados fueron
corroborados por la técnica de western blot (Anexo 1, Fig. 24). Estas evidencias
indican que debido a que MIF es capaz de regular la expresion del TLR4 [36], las
CDs de ratones Mif” responden en menor medida al estimulo con LPS comparado
con CDs WT. Sin embargo, debido a que el STAg es reconocido principalmente
por los TLRs 11y 12 [17, 18] y el PMA + lonomicina inducen vias dependientes
de PKC [97] y liberacion de calcio intracelular [98], respectivamente, estos
estimulos inducen la maduracion de CDs CD11b" en una via independiente de
MIF. En resumen, los estudios preliminares in vitro, sugieren que MIF no induce
directamente la maduracién de CDs CD11b" ante el estimulo con el STAg y
probablemente en la infeccion con T. gondii. Estos resultados complementan los
datos publicados recientemente en nuestro articulo [99], donde se sugiere que MIF
podria actuar de manera directa al ser reconocido por sus receptores o de manera
indirecta a través de inducir el reclutamiento de linfocitos NK para promover la

maduracion de CDs CD11b".
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MIF presenta un efecto pleiotropico en diferentes modelos de inflamacion e
infeccion [41, 42] [43, 44] [45] [50]. Esta propiedad sugiere que MIF es capaz de
inducir la maduracion de CDs directamente al ser reconocido por sus receptores o

indirectamente induciendo mecanismos importantes para la activacion de las CDs.

Estudios hechos por Goldszmid et al, han sefialado que la maduracion de las CDs
CD11b" durante la infeccién aguda con T. gondii, depende principalmente del
estimulo con IFN-y producido por los linfocitos NK, en contraste con CDs CD8a*
cuyo proceso de maduracion es dependiente principalmente de la sefializacion

inducida por los TLRs [20].

Para determinar la participacion de MIF en la produccion de IFN-y de células NK o
el reclutamiento de esta poblacion de linfocitos, en este proyecto se determiné la
produccién de IFN-y intracelular de células NK de ratones WT y Mif” infectados
con T. gondii. Los ratones Mif” infectados presentaron un menor nimero de
linfocitos NK (CD3" CD49") productores de IFN-y, comparado con linfocitos NK
provenientes de ratones WT infectados (Fig. 17 B). Esta reduccion en el nimero
de linfocitos NK IFN-y" de ratones Mif’ infectados estuvo asociada a un menor
namero de linfocitos NK totales en peritoneo (Fig. 17C y 17D), lo que indica que
MIF promueve el reclutamiento de linfocitos NK en el sitio de infeccion con T.
gondii. En relacion a esto, estudios realizados por Hsieh C. Y. et al han
demostrado que MIF favorece la respuesta inflamatoria de tipo Thl en el modelo
murino de psoriasis, a través de inducir el reclutamiento de linfocitos NKT
productores de IFN-y [69]. Estas evidencias sugieren que en la respuesta inmune

hacia T. gondii, MIF promueve de manera indirecta la maduracion de CDs
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CD11b", a través de promover el reclutamiento temprano de linfocitos NKs

productores de IFN-y en el sitio de infeccion.

El mecanismo por el cual MIF induce la migracion de linfocitos NK en el sitio de
infeccion con T. gondii, sera determinado en futuros proyectos de investigacion.
Sin embargo, se ha demostrado que MIF promueve la migracion de linfocitos NKT
a través de los receptores CD74 y CXCR2, lo sugiere que MIF podria utilizar este
mecanismo para inducir el reclutamiento de NKs en la toxoplasmosis

experimental.

Las Infecciones parasitarias y microbianas con Trypanosoma brucei [72, 73] y
Listeria monocytogenes [70], respectivamente, inducen CDs CD11b" productoras
de iINOS y TNF-a (TipCDs) [70-73]. La generacion de estas TipCDs depende
principalmente del IFN-y producido por linfocitos NK, el cual promueve la
activacion y conversion de los monocitos inflamatorios hacia TipCDs [72, 73].
Aunque estudios previos han demostrado que en la infeccidon con T. gondii las
CDs CD11b" IL-12" son dependientes del IFN-y producido por linfocitos NKs [20],
no se ha demostrado si estas CDs son capaces de producir INOS y TNF-q, los
cuales son factores importantes para el control y eliminacion de T. gondii. Ademas,
debido a que MIF participa en el reclutamiento de linfocitos NK productores de
IFN-y en la infeccion aguda con el parasito, MIF podria regular indirectamente la
activacion y conversion de los monocitos inflamatorios hacia TipCDs a través de
este mecanismo, por lo que en este proyecto se estudié la presencia de TipCDs
en ratones WT y Mif” infectados con T. gondii. Los resultados demostraron que en

el curso de la infeccibn aguda, una poblacion de TipCDs se incrementé

73



gradualmente tanto en ratones WT como Mif’" (Fig. 18A). Sin embargo, los ratones
Mif”" infectados presentaron un menor niimero de TipCDs comparado con ratones

WT infectados (Fig. 18B).

Es importante mencionar que aunque el término TipCDs se ha aceptado
ampliamente en la literatura para referirse a CDs CD11b" productoras de iNOS y
TNF-a, algunos reportes han argumentado que dicho término no define
necesariamente a una subpoblacién distintiva de CDs, sino a CDs que responden
a su microambiente produciendo iNOS y TNF-q, es decir a un estado particular de
maduracion [71]. Por lo tanto, debido a que el nimero total de CDs CD11b" no se
vio alterado en ausencia de MIF (Fig. 10B), pero un menor numero de TipCDs fue
observado en ratones Mif’ infectados (Fig. 15B), estos datos sugieren que MIF
promueve la produccion de iNOS y TNF-a en CDs CD11b" y por lo tanto su
maduracion hacia TipCDs, probablemente a través del reclutamiento de linfocitos
NK productores de IFN-y en la respuesta inmune hacia T. gondii. EI nimero
disminuido de TipCDs en ratones Mif” infectados estuvo asociado a un mayor
namero de taquizoitos de T. gondii en la cavidad peritoneal (Fig. 16), lo que indica

un menor control de la infeccién en ratones Mif’ comparado con ratones WT.

Por otra parte, la subpoblacién de CDs CD8a" presenté un incremento en su
produccion de TNF-a mas no de INOS, durante la infeccion aguda con T. gondii
(Fig. 15E-H), lo que indica que Gnicamente las CDs CD11b* son capaces de
madurar hacia TipDCs durante la toxoplasmosis aguda, probablemente debido a

su origen monocitico como se ha demostrado anteriormente [20]. No se

74



observaron diferencias en la produccion de TNF-a de CDs CD8a" entre ratones

infectados WT y Mif” (Fig. 15E-H).

Las poblaciones de monocitos inflamatorios tienen un papel importante en el
control de la infeccién con T. gondii [83-87], y son los principales precursores de
TipDCs en infecciones parasitarias [70, 73], por o que en este proyecto se evalud
el papel de MIF en la activacion y conversion de los monocitos inflamatorios hacia
TipDCs durante la infeccion aguda con T. gondii. Los resultados demostraron que
las subpoblaciones de monocitos Ly6C™" y Ly6C'"®", son reclutadas en la cavidad
peritoneal de ratones infectados de manera independiente de MIF (Fig. 17B-D).
Sin embargo, la subpoblacién de monocitos Ly6C™" de ratones Mif” infectados
presentd una menor produccion de iINOS y TNF-a (marcadores de activacion
clasica y factores importantes para la eliminaciéon de T. gondii) comparado con
monocitos Ly6C"9" de ratones WT infectados (Fig. 18B y 18C). Asi mismo, la
transferencia adoptiva v.i. de monocitos Ly6C"™" WT o Mif" (donadores) en
ratones infectados WT o Mif" (recipientes) demostrd que los monocitos
provenientes de ratones Mif” presentan un habilidad similar a la de monocitos de
ratones WT para diferenciarse hacia CDs CD11b" (CD11c" MHCII® CD11b") o
TipCDs (CD11c® MHCI* CD11b" iNOS") al ser transferidos a ratones WT
infectados con T. gondii (Fig. 19A y 19B). Estos resultados indican que la
presencia de MIF en los monocitos Ly6C"®" no es requerida para su diferenciacion
hacia CDs CD11b" o TipCDs. Sin embargo, tanto monocitos WT como Mif”,
presentaron una menor capacidad para convertirse en TipCDs al ser transferidos a

ratones Mif”" infectados (Fig. 19D y 19E). No se observaron diferencias
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significativas en la habilidad de estos monocitos para diferenciarse hacia CDs
CD11b" en ratones Mif’ infectados (Fig. 19B y 19C). Estos resultados indican que
los niveles sistémicos de MIF, son biologicamente mas importantes para la
conversiéon de los monocitos Ly6C"¥" hacia TipCDs, que los niveles de MIF

producidos/liberados por la poblacién de monocitos.

Finalmente, para corroborar el papel de MIF en la respuesta inmune inflamatoria
hacia T. gondii, se administr6 rMIF en ratones Mif’" infectados, los cuales se
compararon con ratones Mif” o WT infectados que recibieron PBS. La figura 21
demuestra que la administracion de rMIF restableci6 los niveles en suero de IFN-y
(Fig. 21A), el numero de TipCDs en peritoneo (Fig. 21B) y la resistencia a la
infeccién con T. gondii en ratones Mif’ (Fig. 21C). Ademas, el grupo de ratones
infectados Mif” tratados con rMIF, presentd un menor nimero de quistes en
cerebro en comparacién con ratones infectados Mif’ que recibieron PBS (Fig.
21D). Estos datos indican que el tratamiento con rMIF favorece el desarrollo de la
respuesta inmune celular y consecuentemente el control de la infeccion por T.

gondii.

8. CONCLUSIONES

 Los niveles de MIF se incrementan en suero desde el primer dia de
infeccion con el parasito T. gondii.
« MIF no participa en el reclutamiento de las subpoblaciones de CDs CD11b"

y CD8a" en el sitio de infeccion con T. gondii.
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MIF promueve la maduracion de CDs CD11b"* en el curso de la infeccién

aguda con T. gondii.

Las CDs CD11b" presentan una mayor expresion de los receptores de MIF

comparado con CDs CD8a", durante la infeccion aguda con T. gondii.

MIF no induce directamente la maduracién en CDs CD11b" derivadas de
médula 6sea (in vitro).

Las CDs CD11b" mas no CD8a’, son capaces de madurar hacia TipCDs
durante la toxoplasmosis experimental.

MIF promueve el reclutamiento temprano de linfocitos NKs productores de
IFN-y en la infeccion aguda con T. gondii.

MIF participa en la induccion de TipCDs en la fase aguda de la
toxoplasmosis experimental.

Los ratones Mif” infectados con T. gondii, presentan un control deficiente
de la infeccidbn comparado con ratones WT infectados.

Las subpoblaciones de monocitos Ly6C"9" y Ly6C'™, son reclutadas en la

cavidad peritoneal de ratones infectados de manera independiente de MIF.

MIF promueve la polarizacién de los monocitos Ly6C"™" mas no de los

Ly6C'"", hacia un perfil de tipo M1y su conversién hacia TipCDs.

La presencia de MIF en los monocitos Ly6C"™" no es requerida para su

conversion hacia TipCDs.
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e Los niveles sistémicos de MIF son mas importantes para la conversion de
los monocitos Ly6C"9" hacia TipCDs, que el MIF liberado/producido por la
poblacion de monocitos durante la infeccion aguda con T. gondii.

e La administracion de rMIF en el sitio de infeccion con T. gondii restablece
los niveles en suero de IFN-y, el numero de TipCDs en peritoneo y la

resistencia a la infeccion en ratones Mif™”".

9. Anexo 1- Resultados complementarios no publicados

9.1. Determinacion de la via de activacion inducida por MIF, para la
maduracién de CDs CD11b" derivadas de médula 6sea

Para determinar el mecanismo por el cual MIF promueve la maduracion de las

CDs CD11b" durante la infeccion con T. gondii, se determind la expresion de la

molécula co-estimuladora CD86 y los niveles de IL-12p70 en sobrenadantes de

cultivos de CDs CD11b" derivadas de médula 6sea, estimuladas in vitro por 24 h

con los diferentes estimulos rMIF, LPS, PMA + ionomicina o antigeno soluble de

T. gondii (STAQ).

Los resultados demostraron que las CDs CD11b" de ratones WT o Mif"
estimuladas con rMIF presentaron niveles de expresion de CD86 similares al de

CDs CD11b" en condiciones basales, no estimuladas (Fig. 22B y D).

Cuando las CDs CD11b* WT o Mif’ fueron estimuladas con PMA + ionomicina o
STAg, presentaron una mayor expresion de CD86 comparado con CDs CD11b*

basales, sin estimulo (p< 0.05, Fig. 22B y D), pero no se observaron diferencias
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entre los grupos WT y Mif”. Esto sugiri6 que el estimulo MIF por si mismo no

influye de manera directa en la expresién de CD86 en las CDs CD11b",

El estimulo con LPS de las CDs CD11b* WT favorecié significativamente la
expresion de CD86 comparadas con las CDs CD11b" de ratones Mif” (P = 0.0269;
Fig. 22B y D). Esto acorde con la observacion de que MIF regula la expresion
positiva del receptor para LPS, el TLR4 [36]. En ausencia de MIF este receptor
estaria subexpresado y las células responderian con menor intensidad al estimulo
del LPS. Esto no se observé con los estimulos de PMA + lonomicina o STAg
debido a que estos estimulos utilizan vias independientes a la de TLR4 para

inducir la activacion celular [17, 18, 98] [97].

Estudio previos han demostrado que los principales patrones de reconocimiento
hacia T. gondii 0 el STAg son los TLRs 11y 12 [17, 100], por lo que el papel de
MIF induciendo la expresion del TLR4 podria estar limitado o no influir
significativamente para promover la maduracién de CDs CD11b" estimuladas con

STAg.

La posibilidad de que MIF presente un efecto sinérgico con el STAg para inducir la
maduracién de las CDs fue explorada cuando CDs CD11b* Mif”" fueron
estimuladas in vitro con rMIF+STAg. Los resultados demostraron que CDs Mif”
estimuladas in vitro con rMIF+STAg presentaron una expresion similar de CD86 a
la de CDs Mif” o WT estimuladas con STAg. Estos resultados demostraron que
MIF no sinergiza con el estimulo del STAg para inducir la expresion de CD86 en

las CDs CD11b".
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La expresion de CD86 fue dependiente de la via de la MAPK p38, ya que al
adicionarse el inhibidor de esta via se redujo significativamente la expresion de

CD86, con todos los estimulos probados (figura 22C y 22D).

Tendencias similares a la expresion de CD86 fueron observadas en los niveles de

IL-12p70 en sobrenadante de CDs CD11b" estimuladas (Fig. 23A).

La produccion de IL-12 fue dependiente de la via de la MAPK p38, cuando se
adiciond el inhibidor de ésta via se redujeron significativamente los niveles de

IL12, con todos los estimulos probados (Fig. 23B).

Estos resultados fueron confirmados evaluando la activacion (fosforilacion) de la
MAPK p38 a través de la técnica de fosfo-flow en CDs estimuladas in vitro a los 30
m (Fig. 23C-D). En la figura 23C se observa que con los diferentes estimulos,
mencionados anteriormente, con excepcion del rMIF, se indujo la activacion de la
MAPK p38 en las CDs CD11b". Adicionalmente, solo se observaron diferencias
significativas en la fosforilacién de p38 entre CDs WT y Mif” estimuladas con LPS

(P = 0.038).

La activacion de la via de sefalizacion de la MAPK p38, fue corroborada por la
técnica de Westernblot. La figura 24 demuestra que el estimulo con STAg induce
la expresion de MAPK p38, pero no se observaron diferencias significativas en la
fosforilacion relativa de la MAPK p38 entre CDs CD11b" WT y Mif” a los 0, 5, 15

(Fig.24A y B) y 30 m (Fig. 24C y D) post-estimulo con STAg.
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Fig. 22 Andlisis de la expresion de la molécula co-estimuladora CD86 en CDs CD11b" derivadas
de medula 6sea de ratones WT o Mif” a 24 h de incubacion con los estimulos: rMIF (100 ng/ml),
LPS (100 ng), STAg (5 ug), PMA (50 ng) mas lonomicina (1 ug) y STAg (10 ug), pre-tratadas por 2
h con el inhibidor de p-p38 (SB 203580, 10 uM) o DMSO. (A) Estrategia de seleccion de CDs
CD11b" derivadas de médula 6sea (MHCII'CD11C*CD11b") por citometria de flujo. (B) Gréfico de
barras representativo de la intensidad de fluorescencia media (IFM) de CD86 en CDs CD11b" WT
(barras blancas) o Mif” (barras negras) pre-tratadas con DMSO. (C) Grafico de barras
representativas de la IFM de CD86 en CDs CD11b", pre-tratadas con el inhibidor de p-38. (D)
Histogramas representativos de la IFM de CD86 en CDs CD11b" WT (linea sélida) o Mif” (linea
punteada) e isotipo (Histograma gris). Los datos son representativos de 1 experimento (n=3 en
cada tiempo de infeccion) y mostrados como mean + SE *p< 0.05 prueba “t” de student.
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El estimulo con rMIF no incremento significativamente la fosforilacion relativa de
p38 en CDs Mif”, y no se observaron diferencias significativas entre CDs tratadas
con STAg y CDs tratadas con STAg + rMIF (Fig. 24E y 24F). La eficiencia del
inhibidor de p-38 se puede apreciar en las figuras 24G y 24H. Estos resultados
indican que MIF no participa directamente en la maduracion in vitro de CDs
CD11b", caracterizada por la expresién de CD86 y la produccién de IL-12p70. Los
resultados en la infeccion in vivo sugieren que MIF influye en esta maduracion, de
manera indirecta a traves del reclutamiento de células NKs que puedan influir en la
activacion de las CDs CD11b" a través de la produccion de IFN-y. Estos resultados

fueron de un solo experimento y deberan confirmarse.
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Fig. 23 (A) Grafico de barras representativo de la concentracion de IL-12p70 en sobrenadantes de
cultivos de CDs CD11b" (MHCII'CD11C'CD11b") derivadas de médula 6sea de ratones WT
(barras blancas) o Mif” (barras negras), a 24 h de incubacién con los estimulos: rMIF (100 ng/ml),
LPS (100 ng), STAg (5 pg), PMA (50 ng) y lonomicina (1 pg), pre-tratadas por 2 h con DMSO o (B)
el inhibidor de p38 (SB 203580, 10 uM). (C) Barras representativas de la fosforilacion (IFM) de la
MAPK p-38 en CDs CD11b" a 30 min de incubacion con los estimulos mencionados anteriormente,
en ausencia o (D) presencia del inhibidor de p-p38. (E) Histogramas representativos de la
fosforilacion (IFM) de la MAPK p-38 en CDs CD11b" e isotipo a los 30 min de tratamiento con los
estimulos mencionados anteriormente. Los datos son representativos de 1 experimento (n=3 en
cada tiempo de infeccion) y mostrados como mean + SE *p< 0.05 prueba “t” student.
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Fig.- 24 (A) Westernblot y (B) gréafico de barras de la fosforilacion relativa de la MAPK p38 de de
CDs CD11b" derivadas de médula 6sea estimuladas a 30 min con STAg (5ug). (C) Westernblot y
(D) gréfico de barras de la fosforilacion relativa de la MAPK p38 de CDs CD11b" a 0, 5y 15 min
con STAg (5 pg). (E) Westernblot y (F) barras representativas de la fosforilacion relativa de la
MAPK p38 en CDs CD11b" a 0 y 30 min de estimulo con STAg (5 ug) y/o rMIF (100 ng). (G)
Westernblot y (H) gréafico de la fosforilacion relativa de la MAPK p38 de CDs CD11b" pre-tratadas
con el inhibidor de p38 o DMSO y estimuladas por 30 min con STAg (5 ug). Los datos son
representativos de 1 experimentos (n=1-3) y son mostrados como la media + SE *p< 0.05 prueba
“t” de student.
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10. APENDICES

10.1. Apeéndicel

Buffer de lisis (Laird W. P. et al. 1991 Simplified mammalian DNA isolation

procedure, Nucleic Acids Research Vol. 19 Num 15, 4293)
200 mM NaCl (J.T Baker)

5 mM 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.)

Aforar a 1 Lt con agua destilada

10.2. Apeéndice 2

Los primers utilizados para la amplificacion del gen de MIF fueron los siguientes:

MIF F-AGA CCA CGT TAG CTG AG. R-GCA TCG CTA CCG GTG GAT AA.

NEO F-ATT GAA CAA GAT GGA TTG CAC. R-CGT CCA GAT CCT GAT C.

La reaccion se llevo a cabo bajo las siguientes condiciones:

Temperatura Tiempo
94°C 3 min

94°C 30 seg
58°C 30 seg
72°C 30 seg
72°C 2 min

10°C 10 min
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10.3. Apeéndice 3

Buffer TBE 10x

Tris base (890mM, Sigma Chemicals)

Acido Bérico (890mM, J.T Baker)

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

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