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Resumen
La inmunidad innata es la primera linea de defensa ante los patégenos. Para

cumplir esta funcién, el sistema inmune ha desarrollado formas de reconocer
patrones presentes en los organismos patdgenos mediante receptores presentes
en diferentes linajes celulares, entre ellos células dendriticas, neutrofilos o
macrofagos. Estos ultimos pueden reconocer, fagocitar y procesar un antigeno
proteico para descomponerlo y presentarlo a células T. Sin embargo, las funciones
del macréfago van mas alla de la presentacion antigénica: pueden desencadenar
una respuesta proinflamatoria, asi como contener y resolver la inflamacion. Esta
plasticidad de los macréfagos ha resultado en una clasificaciébn en dos grandes
grupos: macrofagos M1 y macrofagos M2, reflejados en los perfiles TH1/TH2,
respectivamente.

El Factor Inhibidor de la Migracion de Macrofagos (MIF) es una citocina
proinflamatoria, clave en las etapas iniciales de la inmunidad innata, que
promueve la migracion y reclutamiento de linfocitos y macrofagos. Diversos
modelos reportan que MIF promueve la polarizacidon de los macréfagos hacia
ambos perfiles. Hay estudios que sugieren que MIF promueve un fenotipo M1
mediante la produccién de TNF-a e IFN-y. En contraparte, otros estudios le
atribuyen a MIF la activacibn M2, en ratones, asi como en una respuesta de
citocinas antiinflamatorias.

Para establecer su participacidén en la polarizacion, se estimularon macréfagos de
tipo silvestre y deficientes para MIF, con rMIF (MIF recombinante), se
caracterizaron tanto a nivel de fenotipo como a nivel funcional y se compararon
contra macrofagos M1 y M2. En presencia de rMIF se observé una tendencia al
aumento de la polarizacion M1, por otra parte, en ratones deficientes para MIF, la
polarizacion M1 fue menor y la tendencia a un fenotipo M2 ausente. Demostramos
la participacion de MIF, ademas de su papel en los perfiles pro y antiinflamatorio,
como enzima antioxidante celular que probablemente influye en el sistema redox.
Estos resultados sugieren la participacion de MIF mas alla de una citocina
proinflamatoria, como un componente clave, pero no imprescindible para la

maduracion y funcionalidad del macrofago.



Introduccién

Inmunidad innata
La inmunidad innata es la primera respuesta del sistema inmune ante los

microbios, que impide, controla o elimina la infeccidon del huésped frente a muchos
microorganismos patdgenos; sin embargo, los microbios son extremadamente
heterogéneos y su tasa de mutacién es mayor que cualquiera de los huéspedes.
Para ello, el sistema inmunitario innato ha desarrollado una estrategia de
respuesta basa en reconocer estructuras moleculares que son constitutivas o
producidas por los microorganismos patégenos. Las moléculas microbianas que
estimulan la inmunidad innata son con frecuencia compartidas por distintas clases
de microbios y se llaman patrones moleculares asociados a microorganismos
patogenos (del inglés, pathogen-associated molecular patterns -PAMPs-); entre
los ejemplos mas comunes de PAMPS encontramos los lipopolisacaridos
bacterianos (LPS), peptidoglicanos, DNA bacteriano, entre otros. Si bien, estas
estructuras antes mencionadas son quimicamente distintas, todas poseen
caracteristicas comunes: son producidas por el patégeno, suelen ser vitales para
la supervivencia o patogenicidad del microorganismo y generalmente poseen

estructuras invariables entre distintas clases de patégenos [1].

Las moléculas del sistema inmunitario innato que reconocen los PAMPs son los
receptores de reconocimiento de patrones (del inglés, pattern recognition
receptors -PPRs-) expresados en las células del sistema inmune innato como son
las células dendriticas, macréfagos y neutrofilos. Estos receptores se expresan en
la superficie celular, vesiculas fagociticas y en el citosol. Cuando estos receptores
se unen a los PAMPs inducen rapidamente la respuesta inmune del huésped
mediante la activacion de vias complejas de sefalizacion que culminan en la
induccion de respuestas inflamatorias mediadas por varias citocinas y quimiocinas

gue, subsecuentemente facilitaran la erradicacion del patdgeno [2].

El inicio de las respuestas inmunitarias adaptativas y su desarrollo requiere la

captacién de antigenos y su exposicion ante linfocitos T especificos. Las células



que cumplen esta funcion se denominan células presentadoras de antigeno (CPA)
[3].

Células presentadoras de antigeno

Son células que pueden reconocer, fagocitar y procesar un patdégeno o un
antigeno proteico, para descomponerlo en péptidos y presentarlo a través de una
estructura molecular conocida como complejo principal de histocompatibilidad (del
inglés, major histocompatibility complex -MHC-) que se expresa en la superficie
celular, donde pueden interactuar con los receptores apropiados de las células T

[4].

Las células capaces de reconocer, procesar y presentar antigenos a través de
moléculas clasicas MHC clase Il o no clasicas como el CD1, se han denominado
CPA profesionales. Esto, para diferenciarlas del resto de las CPA no
profesionales, las cuales son capaces de presentar moléculas de origen
intracelular en un contexto de presentacion antigénica a través del MHC clase | [5].
Complejo principal de histocompatibilidad

La funcion de las moléculas del MHC es unir fragmentos de péptidos derivados de
patdgenos y mostrarlos en la superficie de la CPA para su reconocimiento por las
células T apropiadas [6]. Existen diferencias importantes en el reconocimiento
antigénico de las moléculas de clase | y Il por parte de las células T. En general,
las moléculas MHC-I estan presentes en todas las células nucleadas, mientras
que las de clase Il estan expresadas en linfocitos B, macréfagos, células

dendriticas, endoteliales y otros pocos tipos celulares [7].

Los linfocitos T citotoxicos CD8+ reconocen antigenos presentados a través de
MHC-I, esto hace que se activen para matar células infectadas por microbios
intracelulares, como los virus o células que expresan antigenos tumorales. Por el
contrario, los linfocitos T CD4+ cooperadores, reconocen antigenos presentados a
través de MHC-II, sus funciones asociadas a su activacion estan limitadas al
reconocimiento del antigeno presentado por un niumero menor de tipos celulares.
Las moléculas MHC-II presentan péptidos derivados de microbios y proteinas
extracelulares [3].



Las células B, CD, y los macrofagos expresan constitutivamente moléculas MHC-II
y se consideran células CPA profesionales [8]. Sus caracteristicas incluyen la
capacidad de internalizar antigenos solubles y particulados, procesar y cargar
péptidos antigénicos en MHC clase Il, translocar complejos MHC-péptido a la
superficie celular y expresar moléculas accesorias como CD80 y CD86. Esto
permite su activacion y responden a sefiales que las capacitan a migrar para
drenar los ganglios linfaticos y activar las células T, tanto nativas como de

memoria CD4+ [9].

Monocitos
Los monocitos son un subtipo de células blancas circulantes que pueden

diferenciarse en una variedad de macrofagos y células dendriticas. Los monocitos
circulantes en la sangre son derivados de precursores en la médula 6sea, con una
vida media relativamente corta, de 1 dia en ratones y 3 dias en humanos. Son
mediadores de la defensa antimicrobial del huésped. Al ser estimulados por una
respuesta inflamatoria, activan vias de supervivencia, migran a los tejidos y se
diferencian en macrofagos. Sin embargo, en ausencia de estimulos de activacion

o de crecimiento pueden morir por apoptosis [10, 11].

Macréfago (Mo)
Los Mg son células multifuncionales presentes en la mayoria de los tejidos de

vertebrados, conocidos por su actividad fagocitica que es importante para la
defensa del huésped contra infecciones, asi como para una variedad de funciones
de "limpieza", como la eliminacion de células apoptéticas y la remodelacion de la
matriz extracelular [12]. Estas células fueron descritas por primera vez en detalle
por Elie Metchnikoff, a finales del siglo XIX quién descubrié su capacidad para
engullir, digerir y destruir los componentes celulares de las células huésped y

microbianas vivas y muertas [13].

Los Mg son pieza clave en el desarrollo y arquitectura del tejido, en la respuesta
inmune contra patégenos al generar y resolver una respuesta inflamatoria, actiian

como células centinelas y efectoras, vigilando y controlando los cambios tisulares



y especialmente en el mantenimiento de la homeostasis tisular (al despejar las

células apoptoticas o senescentes, y al remodelar y reparar los tejidos) [14].

Clasificacion de los Macrofagos
La mayoria de los tejidos en el cuerpo poseen poblaciones de M@ residentes en

los tejidos; a menudo, varios subconjuntos fenotipicamente distintos son evidentes
en nichos microanatdmicos. Los Mg residentes en tejidos son extremadamente
heterogéneos, consecuencia de las funciones especificas de cada tejido; sin
embargo, los M@ que se encuentran en los tejidos son mas conocidos por su
papel como centinelas inmunes en la primera linea de defensa de los tejidos,
donde estan ubicados y programados transcripcionalmente para el encuentro con
patébgenos o desafios ambientales [15]. Asi, la activacion del M@ es el resultado
del contacto del M@ con un inmundégeno, que favorece la produccion de citocinas,
guimiocinas y otros mediadores inflamatorios, y el reclutamiento de monocitos.
Reflejado en la nomenclatura Th1/Th2, es comun referirse a los M@ activados
como células M1 6 M2, de acuerdo a las caracteristicas moleculares que

presenten [16].

Macrofago M1 (cuadro 1)
La polarizacién M1, conocida como la activacion “clasica” del Me, es inducida por

interferébn gamma (IFN-y), ya sea solo o en conjunto con estimulos microbianos
como LPS, o citocinas como el factor de necrosis tumoral (TNF-a) y el factor
estimulante de colonias de granulocitos y macrofagos (por sus siglas en inglés,
GM-CSF) [16]. Los M@ M1 se caracterizan por una alta produccion de metabolitos
oxidativos, como o6xido nitrico (ON) y anion superoxido (Oz), empleando la
glicdlisis, para la produccion de precursores de dichos metabolitos oxidativos, asi
como para la produccion de energia [17]. Ademas, producen citocinas
proinflamatorias que son esenciales para la defensa del huésped y eliminacién de
células tumorales, pero que también pueden causar dafios colaterales a

células/tejidos sanos [18].

La activaciéon clasica del Mg (M1) esta asociada con una glicélisis aumentada, en

comparacion al estado basal, y un deterioro del ciclo del acido tricarboxilico (del



inglés, tricarboxylic acid cycle —TCA-) y la fosforilacion oxidativa (del inglés,
oxidative phosporylation -OXPHOS-) [19].

El aumento de la glicdlisis se basa principalmente en el incremento en la velocidad
en el consumo de la glucosa favorecido por la sobreexpresion del transportador de
glucosa 1 GLUT1 como resultado de la exposicion de los Mo al LPS [20]. EI LPS
favorece la activacion de NF-kB que a su vez puede inducir la expresion del Factor
de Transcripcién Inducible por Hipoxia (HIF1a), el cual regula la glicélisis mediante
la expresion de genes que codifican para enzimas glicoliticas y el GLUTL1; la
sobreexpresion de GLUT1 facilita el rapido consumo de glucosa [21].Por otro lado,
HIF1a favorece la conversion de piruvato en lactato promoviendo la expresion de
dos enzimas: lactato deshidrogenasa, que produce lactato a partir del piruvato, y
piruvato deshidrogenasa cinasa que inactiva la piruvato deshidrogenasa, limitando
el piruvato disponible para el TCA [22-25]. Dos puntos adicionales en la regulacion
del flujo glicolitico, el primero ocurre al nivel de la 6-fosfofructo-2-cinasa B, donde
los M@ M1 expresan predominantemente la isoforma 53 que, comparada con otras
isoformas, cataliza de manera menos eficiente la conversion de la
fructuosa-2-6-bifosfato en fructuosa 6-fosfato, aumentando el flujo glicolitico [25].
El segundo punto ocurre en la piruvato cinasa M2, debido a que los M M1
sobreexpresan la isoforma 2 de esta cinasa, cuando esta enzima esta
sobreexpresada existe en un equilibrio de mondémeros o dimeros inactivos
enzimaticamente y tetrameros enzimaticamente activos [23]. La enzima inactiva se
transloca al nucleo y al unirse a HIF1a desencadena la expresion de genes
regulados por HIF1a, mientras que los tetrameros enzimaticamente activos son

retenidos en el citoplasma y promueven la glicdlisis [25]

En los macrofagos M1, junto con una glicélisis mejorada, hay un deterioro en el
TCA, el cual se ha propuesto que tiene rupturas en dos puntos: uno en la
disminucién de la enzima isocitrato deshidrogenasa (IDH) que conduce a la
acumulacion del precursor isocitrato, y el otro después del succinato, lo que
conduce a la acumulacién de succinato. Esta acumulacion de succinato estabiliza

a HIF1q, que es clave en la induccion de la expresion de la citocina proinflamatoria



IL-1B, lo cual conecta directamente el metabolismo de la glucosa con la funcion
inflamatoria del Mg [19]. Sin embargo, los puntos de ruptura del TCA contindan
siendo imprecisos y se requiere mas investigacion para determinar las
modificaciones exactas ocasionadas en el TCA, asi como para evaluar sus

consecuencias inmunes [26].

Recientemente, se ha demostrado que la produccién y oxidacion del succinato
regula la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y limita las citocinas
antiinflamatorias como IL-1RA e IL-10. Por otra parte, el citrato acumulado es
utilizado para la produccion de acido itacénico, el cual es un metabolito que posee

actividad antimicrobial directa [27].

Macrofago M2 (cuadro 1)
La polarizacion M2, conocida como activacion “alternativa” del Mg, es inducida por

el factor estimulante de colonias de macrofagos (por sus siglas en inglés, M-CSF),
por células fungicas, parasitos, complejos inmunes, células apoptoéticas, las
interleucinas IL-4, IL-13, IL-10 y el factor de crecimiento transformante (TGF-B),

entre otras [28].

El fenotipo M2 posee una capacidad alta de fagocitosis, produce componentes de
la matriz extracelular, factores de angiogénesis y quimiotaxis, asi como IL-10.
Ademas de defender ante patégenos, los M@ M2 limpian al hospedero de células
apoptoticas, mitigan la respuesta inflamatoria y promueven la curacion de heridas.
Comunmente se consideran como opuestos benignos de los Mg M1, aunque los
Mo M2 pueden ocasionar inflamacién alérgica, ayudar al crecimiento de los tejidos

tumorales y pueden ser reservorio de diversos patégenos [29].

En contraste con los M@ M1, los M@ M2 basan su metabolismo principalmente en
el TCA y la OXPHOS para el metabolismo de la glucosa y la generacion de
energia, debido a que esta via permite la generacion eficiente y sostenida de la
energia necesaria para la reparacion de tejidos y las funciones de remodelacion
de los M M2 [27].

Con base en los estimulos aplicados y los cambios transcripcionales observados,

los M@ M2 se han clasificado en las siguientes subdivisiones:



M2a
La activacion M2a es promovida por las citocinas IL-4 e IL-13, resultando en Mg

implicados en la remodelacion del tejido, los cuales inicialmente expresan enzimas
involucradas en la degradacion de la matriz extracelular (MEC), como colagenasa
y metaloelastasa e inhibidores de metaloproteinasas 1 y 2. Posteriormente, los
M2a contribuyen a la deposicion de MEC mediante la produccion de fibronectina,

tenascina-C y B-1G-H3, asi como el entrecruzamiento de estos [30].

Adicionalmente, estos M@ modulan la proliferacion y sintesis de coladgeno por
parte de los fibroblastos a través de la expresion de altos niveles del factor de
crecimiento transformante 31 (del inglés, transforming growth factor 1 -TGF-31-),
factor de crecimiento derivado de plaquetas AA y BB (del inglés, platelet-derived
grwoth factor -PDGF-), llevando a cabo estas acciones durante la resolucion de

reacciones inflamatorias agudas y crénicas [31].

M2b
Los M@ M2b, también denominados “tipo II”, son generados por la exposicion a

complejos inmunes y a ligandos de los receptores tipo toll (del inglés, toll-like
receptor -TLR-). Poseen un fenotipo muy diferente a los M@ M2a y Mp M2c, pues
tienen alta expresion de IL-10 y baja de IL-12, producen altos niveles de citocinas
inflamatorias como TNF-a, IL-1B e IL-6. Se caracterizan principalmente por
promover la diferenciacién de linfocitos hacia el perfil Th2. Otras de sus funciones
son la exacerbacion de patologias relacionadas con citocinas de ese tipo, como el
asma, las infecciones con helmintos, la muerte y encapsulacion de parasitos, y

favorecen la produccion de anticuerpos principalmente del isotipo 1gG1 [31].

M2c
Los Mg M2c son diferenciados por la exposicion a IL-10, TGF-B y glucocorticoides

[27]. El fenotipo M2c se caracteriza por una baja expresion de citocinas
inflamatorias como IL-12 o TNF-a, baja capacidad para fagocitar y presentar
antigenos, asi como una alta expresion de mediadores antinflamatorios como IL-
10 y TGF-B. Participan en la inmunoregulacion, deposicion de la matriz y en la

remodelacion tisular [32].



M2d
La activaciéon de los M@ M2d es resultado del estimulo de la IL-6 y adenosina [29].

La adenosina es un producto del metabolismo de la adenosina trifosfato. En
macrofagos disminuye la producciéon de TNF-a y favorece la produccion de
citocinas antiinflamatorias, como IL-10 [33], por ello, estos Mg se caracterizan por
producir altos niveles de IL-10 y del factor de crecimiento endotelial vascular (del
inglés, vascular endotelial growth factor -VEGF-) [34]. Estos M¢ han sido
relacionados con el desarrollo de tumores, al facilitar la angiogénesis y promover

la induccién de masa y crecimiento de las células tumorales [35].



M1 M2a M2b M2c M2d

CD68 CD163 CD86 CD163 VEGF
Expresion de CD86 MHC Il MHC Il TLR1
marcadores CD80 SR TLR8
MHC Il MMR/CD206
IL-1R CD200R
TLR2 TGM2
TLR4 DecoyR
iINOS IL-1R 11
SOCS3 Solo en
raton:
Ym1/2
Fizz1
Arg-1
TNF- a IL-10 IL-1 IL-10 IL-10
Secrecion de | IL-1B TGF-B IL-6 TGF-B IL-12
citocinas IL-6 IL-1ra IL-10 TNF- a
IL-12 TNF-a TGF-B
IL-23
CCL10 CCL17 CCL1 CCR2 CCL5
Secrecion de | CCL11 CCL22 CXCL10
guimiocinas CCL5 CCL24 CXCL16
CCL8
CCL9
CCL2
CCL3
CCL4
IFN-y M-CSF ICs IL-10 IL-6
Estimulo LPS IL4 IL-1R TGF- 8 LIF
GM-CSF IL-13 GCs Adenosina
Infeccion por
hongos o
parasitos

Cuadro 1. Algunos estimulos y algunas caracteristicas de macréfagos polarizados [29].
GM-CSF y M-CSF

El GM-CSF y el M-CSF son dos citocinas que parecen ser importantes
controlando el numero y funciones del linaje de las poblaciones de macréfagos, en
condiciones inflamatorias son GM-CSF y M-CSF. Ambas citocinas fueron descritas
originalmente como factores de crecimiento que generaban linajes
hematopoyéticos de la médula 0Osea, incluyendo macrofagos derivados de
monocitos y un tipo de células dendriticas denominadas “derivadas de monocitos”

o “células dendriticas inflamatorias”; sin embargo, se ha demostrado que ademas
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de factores de crecimiento, funcionan como factores de supervivencia celular,
proliferacion, diferenciacion y activacion [36]. Ademas, poseen diferentes patrones
de expresion. ElI M-CSF es producido ubicuamente y es expresado
constitutivamente bajo condiciones de homeostasis por muchas de las células y
tejidos del organismo, mientras que el GM-CSF es producido principalmente por
leucocitos activados formando parte de la respuesta del huésped ante infecciones
o dafos [37, 38].

Las poblaciones del linaje de macréfagos responden al M-CSF y el GM-CSF de
manera diferente; sin embargo, la naturaleza de las diferencias no esta clara ni se
han aclarado los mecanismos responsables. Mientras que el M-CSF polariza a los
macrofagos hacia un fenotipo antinflamatorio (M2), el GM-CSF promueve un
fenotipo proinflamatorio (M1), siendo estos efectos opuestos del M-CSF y el
GM-CSF en los macréfagos [36, 39].

Finalmente, se ha reportado que la estimulacion posterior a la diferenciacién, a
menudo ejerce efectos antagonistas sobre la “polarizacion” previa de los
macrofagos mediada por el M-CSF o GM-CSF; es decir, se pueden polarizar a M1
o0 a M2 de manera dependiente del estimulo utilizando IFN-y o IL-4
independientemente del factor de diferenciacion [40].

Factor Inhibidor de la Migracién de Macréfagos (MIF) (Figura 1)
MIF en una proteina soluble identificada inicialmente como un producto de

secrecion de linfocitos cultivados y estimulados in vitro. Su nhombre le fue asignado
por la capacidad de inhibir la migracion aleatoria de macréfagos cultivados in vitro.
Posteriormente, se pudo establecer que tiene una participacion importante en la
activacion del Mg, incluyendo adherencia, diseminacién, fagocitosis y una

actividad mejorada contra tumores [41].

El cDNA para MIF codifica para una proteina de 115 aminoacidos con un peso
molecular de 12.5 kDA que no tiene homologia en la secuencia con ninguna otra
proteina. Las secuencias de aminoacidos del MIF humano y murino comparten un
90 % de identidad. MIF existe como un homotrimero y cada monomero esta

conformado por dos a-hélices antiparalelas y seis p-laminas (Figura 1) [42, 43].
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Actualmente, MIF se reconoce como una citocina proinflamatoria con funciones
similares a una quimiocina e inclusive a una tautomerasa' [44]. Esta proteina es
un componente clave en las etapas iniciales de la respuesta inflamatoria
asociadas a la inmunidad innata, que promueve la migracion y el reclutamiento de

monocitos y leucocitos en sitios inflamatorios e infecciosos [45].

Diferentes estrategias experimentales han ayudado a establecer que MIF
contrarresta los efectos inmunosupresores de los glucocorticoides y favorece la
produccion de citocinas inflamatorias como TNF-a, IL-1(3, IL-6, IL-12, IL-8, IL-17,
IFN-y y prostaglandina E2, asi como la liberacién de ON y la induccién de la via de

la ciclooxigenasa [46]

Adicionalmente, se encontr6 que MIF posee actividad de factor de crecimiento;
favorece la expresion de receptores tipo TLR-4 en células presentadoras de
antigeno, como los macréfagos, favoreciendo la respuesta contra bacterias. Por
otra parte, se ha propuesto que posee actividad proinflamatoria al inhibir p53, lo
gue conlleva a mantener la viabilidad celular durante una infeccién. Es por todo
esto que MIF se ha reconocido como una molécula critica en la actividad
proinflamatoria de la respuesta inmune innata y la restriccibn de ciertas
infecciones por parésitos [47]. Incluso, se ha demostrado el papel de MIF en
enfermedades inmunolégicas e inflamatorias, como el choque séptico, cancer y
enfermedades cronicas, incluyendo la enfermedad de colon irritable, artritis

reumatoide, colitis, obesidad y diabetes [48].

! Tautomerasa: Enzima que cataliza la transformacién de su sustrato en su respectivo isdmero.
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Figura 1. Estructura tridimensional de MIF de Homo sapiens. A) Vista frontal. B) Vista lateral.

[49], Protein Data Bank in Europe.

Células productoras de MIF

La proteina MIF se encuentra preformada y almacenada en vesiculas
intracelulares para su rapida secrecibn como un homotrimero, siendo este su
forma activa. Ademas, es secretada tanto por algunas células inmunes: monocitos,
macrofagos, linfocitos T y B, mastocitos y eosinéfilos, como por células especificas
de dérganos, como hepatocitos, osteoblastos, células del endotelio, entre otras . A
diferencia de otras citocinas, es también secretada por la glandula pituitaria en
respuesta a infecciones e inclusive al estrés [44, 45, 50].

Actividad de MIF
MIF ejerce sus efectos en la célula, mediante la unién y activacién de su receptor

canoénico CD74, que es la forma presente en la superficie celular de la cadena
invariante del MHC-II, reclutando y fosforilando a su correceptor CD44. La
interaccion MIF/CD74 conduce a la activacion de MAPK ERK1/2, y a la
sefializacion de PI3K/AKT, dando como resultado proliferacion celular,
supervivencia mejorada inhibiendo P53 y expresion del gene cxcl8 [51, 52], asi
como una sobreexpresion de TLR-4, activando la familia de factores de
transcripcion ETS, promoviendo una respuesta de tipo Thl por medio de la

secrecion de citocinas como TNF-a, IFN-y e IL-1( [53].

MIF también se puede unir a receptores no convencionales como CXCR2 y

CXCR4. Estos son receptores de quimiocinas, implicados en acciones
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inflamatorias de MIF y en la patogénesis de diversas enfermedades, que incluyen

infarto de miocardio, aterosclerosis y sepsis [52].
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Justificacion

Hay evidencia de que MIF participa en la polarizacién de los Mg, por lo que se
considera una pieza clave en el desarrollo de diversas enfermedades, como
infartos, diabetes e inclusive cancer. Por otra parte, MIF es clasificada como una
citocina proinflamatoria, lo cual podria favorecer la polarizacion de los macréfagos
hacia el fenotipo M1. Sin embargo, no se ha realizado un estudio que demuestre
realmente la participacion de MIF en la polarizacion de los M@ hacia los fenotipos
M1 o M2. Es por ello que el presente proyecto se ha enfocado a establecer la

participacion de MIF en la polarizacion de los M.

Hipotesis
MIF favorecera la polarizacion de monocitos hacia el fenotipo de Mg M1 en un
modelo de activacion y diferenciacion in vitro de M@ murinos obtenidos de médula

Osea.
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Objetivo general

Estudiar la participacion de MIF en la polarizacion de los M@ M1y M2.

Objetivos particulares

1.
2.

Verificar el genotipo de los ratones WT y MIF knockout (Mif )

Obtener células de médula 6sea de los ratones WT y Mif /-y diferenciarlas
in vitro con M-CSF a Me.

Estimular los M¢ obtenidos de ratones WT o Mif - con IFN-y/LPS o
IL-4/1L-13 para su polarizacion de los Me M1 o M@ M2, respectivamente, o
MIF recombinante (rMIF) para la estudiar la influencia de MIF sobre la
polarizacion, como controles se utilizaron M@ sin estimulo.

Caracterizar morfoldgicamente los Mg, mediante citometria de flujo.

5. Determinar los niveles de TNF-a, e IL-10 en el sobrenadante de los cultivos

9.

celulares de Mg mediante técnica de ELISA-Sandwich.

Determinar la expresion de algunos genes asociados a M@ M1y M@ M2, en
Mo , mediante la técnica de RT-PCR.

Cuantificar la concentracién de 6xido nitrico, de manera indirecta mediante
la cuantificacion de nitritos (NO2"), en sobrenadante de los cultivos celulares
de M@ mediante técnica de Griess.

Determinar el estado del potencial de membrana mitocondrial de los M,
por la técnica de MitoTracker.

Evaluar la actividad de las deshidrogenasas celulares por MTT en M.

10. Evaluar la capacidad fagocitica de M@ por citometria de flujo.
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Materiales y método

Organismos
Se utilizaron ratones hembras y machos BALB/c de seis a ocho semanas de edad,

tres hembras y tres machos por grupo, de tipo silvestre (WT) y genéticamente
deficientes para MIF (Mif ). Los ratones fueron obtenidos del bioterio de FES-
Iztacala (UNAM, México).

Determinacién del genotipo de los ratones WT y Mif -
Obtencion de DNA gendmico
Con el objetivo de verificar que el gen de MIF estuviera presente (WT) o ausente

(Mif ), se realiz el genotipo de los ratones mediante la técnica de PCR. El DNA
gendmico fue obtenido y purificado siguiendo el método previamente reportado por
Laird en 1991 [54]. Brevemente se obtuvieron 0.5 cm de la parte distal de la cola
de cada uno de los ratones a verificar. Se coloco la muestra en tubos de 1.5 ml
(Eppendorf), se afiadieron 500 ul de buffer de lisis (anexo 1) y 20 pl de proteinasa
K (Invitrogen, 100 pg/ul), se incubo toda la noche a 56 °C.

Posteriormente se centrifugd a 14000 rpm por 10 min, se recuperd el
sobrenadante y se verti6 en 500 pl de isopropanol (Sigma) frio, se mezclé
suavemente para hacer evidente la precipitacion del DNA. Nuevamente se
centrifugé a 14000 rpm por 10 min para precipitar por completo el DNA, se
decantd el sobrenadante y se lavo el boton con etanol (Sigma) frio al 75 %, se
resuspendio y se centrifugd a 14000 rpm por 5 min. Se decant6 el sobrenadante y
la pastilla, se dejé evaporar el residuo de alcohol por 2 h a temperatura ambiente.
Finalmente, se resuspendié el botén en 200 pl de agua grado miliQ (mQ).
Amplificacién de los genes Mif y de resistencia a la Neomicina

Se amplific6 el gen de Mif y el gen de resistencia a la Neomicina (Neo) para
corroborar su presencia 0 ausencia en los ratones a utilizar, como controles
positivos se utilizé el DNA gendmico de ratones heterocigotos, asi como controles
negativos sin DNA para corroborar que no hubo interferencias en la reaccion.
Todos los reactivos utilizados en esta técnica fueron de grado biologia molecular.

Las reacciones de PCR se prepararon en un volumen final de 20 pul utilizando el kit
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para PCR Taq Pol DNA EP0402 (ThermoFisher) conforme a las instrucciones
proporcionadas por el fabricante (anexo 2).

Electroforesis

Los productos obtenidos de la amplificacion de dichos genes fueron separados por
una electroforesis en gel de agarosa (Cleaver Scientific) al 1.5 % en amortiguador
TBE 1 x (anexo 3) y 0.1 % de bromuro de etidio sobre un molde, incubando a 4 °C

hasta que solidificara.

A cada uno de los tubos de la reaccion de PCR se le afadieron 4 pl de
amortiguador de carga blue juice (Invitrogen); una vez mezclados se tomaron 8 pl
de la muestra y se cargaron en el gel a partir del segundo pozo, dejando el
primero pozo libre para cargar 2 ul del marcador de peso molecular de 100 pb
(Invitrogen). El gel con las muestras se corri6 a 100 v durante 45 min y fue
revelado con el equipo Gel Doc EZ (Bio-Rad).

Obtencién y diferenciacién celular
Se obtuvieron células de médula 6sea (del inglés bone marrow —BM-) de fémures

y tibias de ratones WT y Mif /- mediante perfusion con solucion salina. Las células
obtenidas se centrifugaron por 10 min a 1500 rpm, se decantd el sobrenadante y
se resuspendio la pastilla en 1 ml de DMEM sin suplementar. 10 pl de la
suspension celular se le afiadioé azul tripano (Sigma) 1:1 para verificar viabilidad y
se contaron en camara de Neubauer, se ajustaron las células a 2x10% ml, se
sembré 1 ml/pozo en placa de 12 pozos (Sarstedt). Las células sembradas se
estimularon con 20 ng/ml de M-CSF (PeproTech) en medio DMEM (GE
Healthcare) suplementado al 10 % con suero fetal bovino (SFB) (Gibco) vy
antibiotico al 1 % (Gibco).

En el dia 3 y 5 de incubacion las células fueron re-estimuladas con 20 ng/ml de
M-CSF, se mantuvieron los cultivos celulares dentro de una incubadora a 37 °C,
5 % COz2. Al dia 7 se realizé un lavado con DMEM sin suplementar para descartar
las células no adherentes. Los cultivos se sincronizaron por 2 h en medio DMEM

sin suplementar y posteriormente, se afiadieron estimulos para diferenciar los
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macréfagos de acuerdo con el cuadro 2, segun correspondiera. A las 72 h

post-estimulo las células fueron analizadas mediante diferentes técnicas.

Perfil Estimulo Concentracion por ml
Control DMEM suplementado 10 % SFB, 1 % antibiotico
M1 LPS (Sigma) 50 ng
IFN-y (PeproTech) 10 ng
M2 IL-4 (PeproTech) 50 ng
IL-13 (PeproTech) 10 ng
MIF rMIF (R&D SYSTEMS) 40 ng

Cuadro 2: Concentraciones de estimulos utilizados para la polarizacion.

Inmunofenotipo por citometria de flujo
Para identificar las subpoblaciones de M@ obtenidas con los diferentes estimulos

aplicados, se realiz6 un inmunofenotipo mediante citometria de flujo. Brevemente,
después de la estimulacion por 24, 48 y 72 h se colect6 el sobrenadante de los
cultivos y se almacend a -70 °C hasta su uso. A las células se les afiadié 1 ml de
solucion salina fria y las placas se colocaron sobre una cama de hielo. Las células
se despegaron cuidadosamente utilizando el émbolo de una jeringa para insulina.
Se colectaron las células en tubo eppendorf de 1 ml, se centrifugd a 1500 rpm por
10 min a 4 °C. El bot6n se resuspendié en 100 pl de buffer para Facs (anexo 4)
con anticuerpo anti-raton CD16/32 (Biolegend) para bloguear el reconocimiento
inespecifico de otros anticuerpos, se incubd por 15 min a 4 °C. Se centrifug6é 10
min a 1500 rpm a 4 °C, se retir6 el sobrenadante y se resuspendi6 el botén en
100 ul de PBS con el marcador de viabilidad Zombie Aqua (Biolegend) por 20 min
a temperatura ambiente en la obscuridad con la finalidad de descartar las células
muertas. Pasado el tiempo de incubacion, se centrifugé a 1500 rpm por 10 min y
se resuspendio el boton en 100 pl de la mezcla de anticuerpos, para lo cual se

utilizaron los siguientes anticuerpos que se enlistan en el cuadro 3 (Biolegend).
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Tincion Marcador Fluorocromo A A
acoplado excitacion | emision
Viabilidad -- Zombie Aqua 355 nm 516 nm
Macrofagos Anti-F4/80 Pacific Blue 410 nm 455 nm
(Linaje)
M1 Anti-CD68 FITC 490 nm 525 nm
Anti-TNFR1 APC 650 nm 660 nm
M2 Anti-IL4AR PECy7 565 nm 767 nm
Anti-MMR (CD PE 565 nm 578 nm
206)

Cuadro 3: Anticuerpos utilizados para la identificacién de los Me.

Las células fueron tefiidas segun la concentracibn recomendada por fabricante
para cada anticuerpo y se fijaron en paraformaldehido amortiguado con SFB al
4 %. Se realizé la adquisicion de las muestras en citometro de flujo Attune Nxt
(Invitrogen). Los datos obtenidos fueron analizados con el software Flow Jo X

(Becton Dickinson).

Determinacion de citocinas en sobrenadante
El sobrenadante de los cultivos celulares de 24, 48 y 72 h post-estimulo se utilizo

para la determinacion de TNF-a e IL-10 mediante un ensayo tipo ELISA-Sandwich
(PeproTech) (anexo 5), de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Brevemente se diluyd el anticuerpo de captura especifico para cada citocina a
cuantificar en una placa de 96 pozos El anticuerpo de captura se incub6 a 4 °C
toda la noche. Se realizaron cuatro lavados de las placas con solucién de lavado
(PBS-Tween al 0.05 %) y se bloqued con solucion de bloqueo (PBS-BSA 1 %) por
2 h a temperatura ambiente y se lavo cuatro veces con la solucion de lavado. Se
realiz6 una curva de referencia con diluciones seriadas del estandar de la citocina

a cuantificar segun las indicaciones del fabricante. Se agregaron 50 pl de las
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muestras a cada pozo y se incubaron toda la noche a 4 °C. Se decantaron las
muestras y se lavo cada pozo cuatro veces con solucion de lavado. Se agrego el
anticuerpo secundario y se dejo incubar por dos horas a temperatura ambiente. Se
lavé cuatro veces cada placa con PBS-Tween y se afiadi6 streptavidina
peroxidasa 1:4000 por 45 min. Se lavaron cuatro veces las placas y fueron
reveladas con acido 2'2-azino-bis-[3-etilbenzotiazol-6-sulfénico] (ABTS) y H2023 %
y se incubaron por cinco minutos, posteriormente se cuantificd la absorbancia con
un lector de placas de ELISA a 405 nm de longitud de onda (EPOCH, BioTek).

Determinacion de los transcritos de moléculas caracteristicas de un perfil M1
y M2 por RT-PCR
A las 72 h post-estimulo las células libres de sobrenadante se resuspendieron en

500 pl/pozo de Trizol reagent (Sigma), se recupero la suspension y se almacend
en tubos eppendorf libres de DNAsas y RNAsas a -70 °C hasta su uso.

La extraccion de RNA se realizé de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Brevemente, los tubos con trizol se descongelaron en hielo y se afiadieron 200 pl
de cloroformo (Sigma), se mezcld en el vortex y se incub6 a temperatura ambiente
por 10 min. Se centrifug6 a 14000 rpm por 15 min a 4 °C. La fase transparente se
recuperd y se afiadié a 500 ul de isopropanol (Sigma) frio. Las muestras fueron
incubadas por 10 min a temperatura ambiente y nuevamente fueron centrifugadas
a 14000 rpm a 4 °C. Se decant6 el sobrenadante y el botén se dejé secar a
temperatura ambiente 2 h, el boton se resuspendié en 20 pl de H20 grado biologia
molecular. Finalmente se cuantificod el RNA a 260 nm de longitud de onda en una
placa Take3 (BioTek) el lector de placas.

Sintesis del cDNA

Se sintetiz6 cDNA con el kit Superscript 1%t strand system (Invitrogen). Se incubé
la mezcla en un termociclador (Bio-Rad).

Amplificacién del cDNA.

El cDNA que se obtuvo se cuantific6 a 206 nm de longitud de onda y ajusté a
100 ng por reaccion para cada muestra. Se procedié a realizar un analisis
semicuantitativo de la transcripcion de algunos genes relacionados con los perfiles

M1/M2. Para caracterizar el perfil M1 se utilizaron dos marcadores clasicos
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asociados a esta polarizacion: la 6xido nitrico sintasa inducible (inos) y tnf-a. Para
el perfil M2 se utilizaron como indicadores la enzima arginasa-1, relm-a y ym-1.
Como control de carga se utilizdé un gen que se ha descrito se expresa de manera
constitutiva en los macrofagos (cuadro 4). La amplificacion se realizd con el kit
para PCR descrito anteriormente, de acuerdo con las instrucciones del fabricante,

en un volumen final de 20 pl (anexo 6).

Constitutivo Perfil M1 Perfil M2
gapdh tnf-a arginasa-1

-- inos relm-a

-- -- ym-1

Cuadro 4: Transcritos amplificados por PCR.

Electroforesis de los productos del PCR. Los productos obtenidos de la
amplificacion de los genes de interés fueron separados por una electroforesis en
gel de agarosa (Cleaver Scientific) al 1.5 % en amortiguador TBE 1 x (anexo 3) y
0.1 % de bromuro de etidio sobre un molde.

A cada uno de los tubos de la reaccion de PCR se le afiadieron 4 ul de
amortiguador de carga blue juice (Invitrogen); una vez mezclados se tomaron 8 pl
de la muestra y se coloco en el gel de agarosa a partir del segundo pozo, dejando
el primero pozo libre para cargar 2 pl del marcador de peso molecular de 100 pb
(Invitrogen). El gel con las muestras se corrio a 100 V durante 45 min y fue

visualizado con el equipo Gel Doc EZ (Bio-Rad).

Cuantificacion de nitritos (NO2) en el sobrenadante del cultivo celular
La determinacion del NO2 se realiz6 en los sobrenadantes obtenidos de los

cultivos de macroéfagos, a las 24, 48 y 72 h post-estimulos. El ensayo consistio en

preparar dos soluciones:
Solucién A: 0.1 % Natftil etilendiamina diclorhidrato en agua destilada
Solucion B: 0.11 % Sulfanilamida en H3POasal 5 %.

Antes de realizar el ensayo, las soluciones A y B se mezclaron 1:1 para obtener el

reactivo de Griess. En una placa de 96 pozos se realizé una curva de referencia
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con nitrito de sodio (NaNO2z) 1:100, se colocaron 200 pl en el primer pozo de la
curva y realizando diluciones seriadas 1:2. Posteriormente se afiadieron 50 pl de
sobrenadante en los pozos correspondientes y 50 pl del reactivo de Griess por
pozo a toda la placa, se incubaron por 5 min a temperatura ambiente y se
cuantificaron las absorbancias en un lector de ELISA a 540 nm.

Ensayo de potencial de membrana mitocondrial
Para visualizar el potencial de membrana mitocondrial, se realiz6 una tincién

intracelular. Para esto, las muestras celulares inicialmente fueron sembradas
sobre portaobjetos redondos y estériles colocados en las placas de cultivo.
Después de la diferenciacion y estimulo que se describieron en la parte superior,
las células fueron tefiidas con MitoTracker Orange (Thermo Fisher), para las
mitocondrias y DAPI (Sigma) para el DNA nuclear, durante 1 h a 37 °C, 5 % COz2
en medio DMEM suplementado al 5 %, se lavo tres veces después de la tincion
con medio DMEM sin suplementar para eliminar el exceso de marcadores
fluorescentes. Las células fueron fijadas por 40 min en paraformaldehido 4%, y
lavadas tres veces con PBS para retirar el exceso de paraformaldehido. Se
montaron en portaobjetos, los cuales se observaron en un microscopio confocal a
576 nm de longitud de onda (Leica TCS SP8 X), se obtuvieron imagenes de la
fluorescencia y morfologia celular. Finalmente, las imagenes obtenidas se
analizaron con el programa LAS X para cuantificar la fluorescencia relativa
seleccionando diez regiones de interés sobre el canal de fluorescencia

correspondiente al mitotracker.

Actividad de las deshidrogenasas celulares
La actividad metabdlica del Mg se evalu6 mediante la reduccion metabdlica del

bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5 difeniltetrazol (MTT) (Sigma). Los Mg de
ratones WT o Mif - diferenciados y estimulados por 72 h, fueron lavados con
DMEM e infectados con Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) en una relacion
de 10 bacterias por célula del cultivo. Las bacterias fueron contadas y ajustadas a
10x10° y resuspendidas en DMEM suplementado al 5 % con SFB sin antibidtico.

Una vez afadido el mililitro de DMEM con P. aeruginosa se centrifugaron las
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placas por 10 min a 1500 rpm y se dejaron incubar por 2 h a 37 °C. Pasado el
tiempo se retird el medio y las células se lavaron dos veces con DMEM sin

suplementar para eliminar el exceso de bacterias.

Para la viabilidad mitocondrial se agregd un mililitro de MTT por pozo a la placa de
cultivo celular. EL MTT se preparé a partir de un stock de MTT a 0.5 mg/ml en
solucién salina; se tomaron 100 puL de este stock y se diluyeron en 900 ul de
DMEM suplementado al 5 % de SFB, y al 1 % de antibidtico. Las células se
incubaron por 30 min a 37 °C en estufa de CO2. Transcurrido el tiempo de
incubacion se retir6 el sobrenadante y se afadieron a cada pozo 500 pl de
isopropanol para solubilizar los cristales de formazan. Finalmente, se
cuantificaron las absorbancias en un lector de placas a 450 nm de longitud de
onda (Epoch)(BioTeck).

Actividad fagocitica
El estudio de la capacidad fagocitica se llevé a cabo mediante infeccion del cultivo

de los M@ de ratones WT o Mif - diferenciados con M-CSF no estimulados o
estimulados con IFN-y/LPS, IL-4/IL-13 o rMIF por 72 h, fueron lavados con DMEM
e infectados con P. aeruginosa marcada con el fluorocromo CFSE. Brevemente,
las bacterias fueron contadas y ajustadas a una concentracién de 1x107 y
resuspendidas en solucion salina, se afiadié 1 ul de CFSE por cada mililitro de
solucion salina, se incub6 36 °C en condiciones de obscuridad por 30 min, pasado
este tiempo se centrifugé a 1500 rpm por 10 min y se decant6 el sobrenadante. La
pastilla se resuspendi6é en solucién salina y se centrifugé de nuevo con el fin de
eliminar el exceso de CFSE, posteriormente se resuspendi6 en DMEM
suplementado al 5 % de SFB sin antibiético. Los Mg recibieron 1 ml del stock de
bacterias marcadas con CFSE /10x108/ pozo). Las placas se centrifugaron por 10
min a 1500 rpm y se dejaron incubando por 2 h a 37 °C, 5 % CO2. Se decanto el
sobrenadante y se realizaron dos lavados con DMEM sin suplementar para
eliminar los residuos de bacterias. Las células se cosecharon y marcaron para
citometria de flujo con el método descrito anteriormente para el inmunofenotipo,

utilizando los anticuerpos del cuadro 5.
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Tincién Marcador | Fluorocromo A A
acoplado excitacion | emision
Viabilidad - Zombie Aqua 355 nm 561 nm
Macroéfagos (Linaje) | Anti-F4/80 | PE 565 nm 578 nm
P. aeruginosa -- CFSE 494 nm 521 nm

Cuadro 5: Anticuerpos utilizados para la tincion de macréfagos en el ensayo de infeccion.
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Resultados

Verificacion del genotipo de los ratones
Para verificar el genotipo de los ratones a utilizar, se amplificaron los genes que

codifican para Mif y Neo (expresado Unicamente en ratones deficientes para Mif)
mediante la técnica de PCR. Los productos obtenidos fueron separados por medio
de una electroforesis en gel de agarosa con bromuro de etidio y se revelaron
posteriormente. En todos los casos se confirmd el genotipo de los ratones
utilizados, ratones silvestres (WT) o deficientes para Mif (Mif ”) cumplieron con la
condicion esperada. Como se puede observar en la Figura 2 la expresion del
producto del gen de Mif en los ratones WT correspondié a 200 pb, que es el
tamano esperado para este gene. Mientras que en los ratones Mif 7 no se observo
el transcrito del gen de Mif, pero si el transcrito del gen Neo a 500 pb, esto
comprueba la deficiencia del gen Mif en los ratones mutantes utilizados. Como
control positivo se utiliz6 el DNA genémico de ratones heterocigotos Mif ¥~y se
realizd un control negativo para descartar contaminaciones en la técnica. Todos
los ratones empleados en los experimentos fueron homocigotos de tipo silvestre
(Mif **) y homocigotos deficientes para Mif (Mif ).

500 pb

201 pb

L WT | L Mif 7/~
| | |

Figura 2. Gel de agarosa donde se observan los productos obtenidos de la PCR para los
genes de Mif (201 pb) y Neo (500 pb). 1 = marcador de peso molecular, 2, 3 = ratones WT,
4, 5 = ratones Mif -, 6 = ratén heterocigoto, 7 = control negativo sin cDNA 8= carril vacio. Se
comprobd la presencia de Mif en los ratones WT, asi como su ausencia en los ratones Mif *-. Los

ratones WT no presentaron Neo, mientras que los ratones Mif - si la expresaron.
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MIF modifica la expresion de algunos antigenos de membrana
Para determinar las poblaciones celulares obtenidas tras la diferenciacion de las

células de médula 6sea con M-CSF, y posterior estimulacion por 72 h con
IFN-y/LPS, IL-4/IL-13 o rMIF se analizaron las células mediante citometria de flujo
para determinar los porcentajes de células con caracteristicas de M@ M1y M2.
Macrofagos

Durante el andlisis de citometria en Dot Plots, se separaron las células que fueron
adquiridas de manera singular (singletes) mediante la seleccién de una region
lineal comparando los parametros de area y altura del tamafio celular
(FSC-A/FSC-H) (Figura 3A, Singletes). Se selecciond la region de células grandes
y granulosas (GG) (Figura 3B) y de estas se seleccion6 la poblacion viva, la region
negativa para el fluorocromo Zombie Aqua (Figura 3C). Los Mg fueron

seleccionados de la poblacién positiva para F4/80 (Figura 3D).

En los grupos Mif - sin estimulos fue posible notar un aumento de 2.5 % de
células positivas para F4/80+, asi como una mayor cantidad de moléculas

presentes por célula en comparaciéon con el grupo WT (Figura 3F, CTL).

En cuanto a las células WT que recibieron los estimulos IFN-y/LPS, IL-4/IL-13 o
rMIF, se observé una tendencia por expresar un porcentaje similar de M@ F4/80+,
asi como una cantidad mayor de moléculas presentes por célula. Por el contrario,
la cantidad de Mg F4/80+ deficientes para Mif fue 6.75 % menos, en comparacion
con el WT para el tratamiento de LPS + IFN- y, y 10.35 % menos para el
tratamiento de IL-4 + IL-13. Interesantemente, los Mg WT estimulados con rMIF
presentaron un 96.7 % de células F4/80+, el cual fue el porcentaje mas alto de los
tratamientos. En contraste, en los M@ deficientes para Mif se encontré un 10.2 %
menos de células F4/80+, en comparacion con el WT. Esto podria sugerir que la
deficiencia de MIF afecta de manera negativa la maduracion del M,
principalmente en presencia de un estimulo de activacion. Sin embargo, son

necesarias mas repeticiones para confirmar estas tendencias observadas.
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Figura 3. Estrategia de andlisis para la seleccion de macrofagos F4/80+ de los cultivos
celulares. A) Seleccidn de singletes. B) Regién seleccionada de células grandes y granulosas. C)
Seleccion de células vivas. D) Regién seleccionada para obtener a los macréfagos maduros
F4/80+. E) Porcentaje de células F4/80+, las barras representan la media de los porcentajes +
error estandar. F) Intensidad media de fluorescencia de las células positivas para F4/80+, las

barras representan la media de las intensidades medias de fluorescencia * error estandar. n= 2.
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Macrofagos CD68+TNFR1+ (M1)
Con las regiones descritas en la parte superior, se seleccionaron los M@ positivos

para CD68 y TNFR1 para obtener la poblacion M1 (Figura 4A) y esta poblacion se

compard con los distintos tratamientos.

En las figuras 4A y 4C (gréfica representativa de puntos y grafica de barras,
promedio de 2 experimentos respectivamente) se puede apreciar el porcentaje de
células F4/80+CD68+TNFR1+ (M@ M1). Se observd que las células sin
tratamiento, provenientes de ratones WT, tuvieron 39 % mas M CD68+TNFR+
comparadas con los macréfagos de ratones Mif - (grupo CTL). Este resultado
sugiere que la presencia de MIF afecta negativamente la expresion de moléculas
de membrana asociadas a Mg M1.

Cuando las células fueron tratadas con IFN-y/LPS, el porcentaje de células M1+
disminuyé significativamente en los grupos WT y Mif *- (Fig. 4C) de un 73 % a
10.66 % de CTL WT a M1 WT, respectivamente y de 39 % para CTL Mif -26.9 %
para M1 Mif -, De manera sorprendente, el tratamiento de FN-y/LPS en Mg Mif
presentd 16.2 % mas de células F4/80+ que los Mp WT. Esto podria deberse a
que una sobre estimulacién con LPS, puede desensibilizar la respuesta de los
macrofagos como fue reportado por Ruckdeschel y colaboradores en 2002. Se
tiene que repetir y probar diferentes concentraciones de IFN-y/LPS para confirmar

o descartar este resultado.

Cuando las células fueron tratadas con IL-4/IL-13 se observo un incremento del
20 % en los M@ M1+, en comparacion con los Mg CTL y 54.8 % mas que el
control deficiente para Mif. Por otro lado, las células provenientes de ratones Mif -
presentaron 13.15 % menos células M1+ que las IL-4/IL-13 WT y 41.6 % mas que
el control Mif - asi como 7.15 % mas que las WT CTL (Fig. 4C). Esta observacion
sugiere que la presencia de MIF favorece la expresibn de marcadores

caracteristicos de un perfil M1.

Finalmente, cuando las células WT recibieron Unicamente rMIF, se observo un
porcentaje de células M1+ ligeramente menor al CTL, es decir, 65.95 % de WT
rMIF contra 73.6 %,de WT CTL, ademas, la cantidad de M@ M1+ de dicho
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tratamiento fue 10.55 % mayor que el tratamiento Mif - rMIF y este Ultimo fue
16.3 % mayor que su control respectivo. Este resultado confirma que MIF se
requiere para la expresion de algunos de los marcadores de membrana asociados

a un perfil M1.

Macrofagos MMR+ILAR+ (M2)

A partir de la region de células grandes y granulosas, positivas para F4/80
descritas en la parte superior, se hizo el andlisis de la poblacion de M M2+
seleccionando los eventos positivos para MMR+IL4AR+ (Fig. 4B). A partir de la
region doble positiva se compararon las poblaciones de los distintos tratamientos
(Figura 4D).

El porcentaje de células positivas para los marcadores de M@ M2 solo se observo
en las células estimuladas con IL-4/IL13, donde se presenta un aumento del 3.4 %
en las células Mif - con respecto a las WT. Respecto a los demas tratamientos, el
porcentaje de células dobles positivas fue menor al 1 % por lo que no fue posible

su interpretacion.

30



Mep Control Mep (LPS + IFN-y) M (IL-4 + IL-13) Me rMIF
w® Ja1 a2 | %' 3e a2 | ' qm 5 oz |0 qm az
. {833 . 78 o« {182 120 . 16 361 4 Jese 548
w g w w0 ‘] 1w q
‘U" b | ln‘ 1 ID‘ j IEIl 1
o] o] o3 -
a4 a3 o4 a3 04 o3 a4 a3
' 1z 15 |0’ 433 w5 |00 EETRN AT F 231
+ Ty e M et ey ey Ty Ty
— ° W wt Wt W o W ot w0t w o Wt wt o s
oc
w w® a1 ar | w0® den o2 | 1" don oz | Jen a2
= s 1148 586 5 J034 371 o {128 a2 5 {772 540
E 0 4 w4 0® o* 4
I 10‘ '] InJ 1 lD‘ j IDd 1
T :
o ot 5 o 6"
=
= o9 LR x| o3
2o o3 2o a3 s joe oz s qoe a3
0’ doa7 30 |04 g5 |0’ o 16 [0’Js4s nr
s e ey s T ey Ty
o |D) ID‘ |U: IUD o ﬂ] lﬂ. |D1 IDu L] \D’ ID4 \05 IDe L] IEI3 |U“ Iﬂ5 IUo
CD68+
) Mg Control M (LPS + IFN-y) M (IL-4 + 1L-13) M rMIF
1 Q2 o1 Q2 o a2 o a2
4782 na1 022 022 692 162 213 029
w’ 4 w0’ 107 n’
=~ ==
Eo! o q L 53 o s q
Iﬁ:- IQ,‘ !ﬂ)' .m"
o Q3 Qs Q3 Qs Q3 Qs Qa3
1841 768 BG5S 130 130 B3B8 886 898
+ L T Ll .l .l al T aad - T —y T Lol T T Y T Lol T T .l
o RESEY 10’ w' w® w e o® w' et w® e e w' e e w’ w'w®
'
=t e o2 o1 o2 o oz o1 a2
= |s5s 061 103 0 138 177 a3 010
w’' w6 g 10 0" :
< 1 preca
L - : - o
= :
.IOa‘ Iﬂ)‘ lﬂa‘ -IO?‘
o4 o 1 o3 @ o3 o a3
1778 162 777 213 218 ®7 812 140
L L L T .l al T Ll oy T Y T - T T — Ly Lol T T v
.IU] o IO3 Iﬂ.. ID’3 |U3 o ﬂ] w0 |D° -\O3 o IDX \D‘ |Uq 103 o lI}J ID‘ \Us
MMR+
Q Células M1+ D) Células M2+
— 1004 1004
= - =a WT
=
w i i -
w 80 80 |V
=
@
o 604 604
(1]
o
@ 404 404
©
Z
g 20 20
=
& !
0- T T T 0 T T T T
v S > & NG 2, 2 &
SR & R Y &
] b =l ol
3 & N A

Figura 4. Dot plots y porcentajes de macréfagos M1+ o M2+ obtenidos de los cultivos
celulares. A) Panel representativo de los dot plots obtenidos para CD68 vs TNFR1. B) Panel
representativo de los dot plots obtenidos para MMR vs IL4AR. C) Porcentaje de células CD68+
TNFR1+ las barras representan la media de los porcentajes + error estandar. n= 2. D) Porcentaje

de células MMR+ IL4AR+ las barras representan la media de los porcentajes + error estandar, n= 2.
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La produccion de TNF-a e IL-10 esta influenciada por MIF

Para determinar el tipo de respuesta a nivel celular se cuantifico la concentracion
de la citocina proinflamatoria TNF-a, caracteristica de Mg M1, y la citocina
antinflamatoria IL-10, caracteristica de M@ M2, en el sobrenadante del cultivo
celular a las 24, 48 y 72 horas.

Los resultados obtenidos muestran que la mayor produccion de TNF-a se observo
en los Mg estimulados con IFN-y/LPS. De manera importante, los M¢ Mif /-
produjeron menos TNF-a que los Me WT a las 48 y 72 h post-estimulacion
(Fig. 5A, Mo estimulados con IFN-y/LPS). Esta observacion confirma que MIF
favorece el perfil inflamatorio caracteristico de los M@ M1. Debido a que los Mg

Mif - no respondieron al estimulo IFN-y/LPS para producir TNF-a.

Como se esperaba, con el estimulo de IL-4/IL-13los M@ WT produjeron poco
TNF-a a las 48 y 72 h post-estimulacion, mientras que los M@ Mif - no produjeron
TNF-a en ningan tiempo (Fig. 5A, M@ estimulados con IL-4/IL-13).

Con la adicién de rMIF los M@ Mif - restablecieron su capacidad para producir

TNF-a (Figura 5A, M@ estimulados con rMIF).

La produccién de IL-10 solo se observé en los cultivos estimulados con [L-4/IL-13,
alcanzandose la mayor produccion en las células Mif /- a las 72 horas después de

estimulo, seguidas de las células WT (Figura 5B, Mg estimulados con IL-4/IL-13).
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Figura 5. El estimulo LPS+IFN-y favorece la produccion de TNF-a en M@ WT. El estimulo
LPS + IFN-y favorece la produccién de TNF-a en Mg WT. Se muestran las concentraciones de
TNF-a e IL-10 en el sobrenadante de los cultivos celulares (ng/ml) a las 24, 48 y 72 h post-
estimulacion. A) Concentracion de TNF-a en los distintos tratamientos. B) Concentracion de IL-10

para los diferentes estimulos. Figura representativa de dos experimentos independientes, n= 2.

La expresion de algunos genes asociados a los perfiles proinflamatorios y
antiinflamatorios se ve modificada por los diferentes estimulos
Para caracterizar la expresiéon de algunos genes involucrados con la polarizacion a

macrofagos M1 o M2, se amplificaron los genes a Tnf-a, iNos, arginasa, Relm-a,
Ym-1, como control, se utiliz6 Gapdh. Los productos del RT-PCR se revelaron
mediante electroforesis en gel de agarosa (Figura 6A), a este gel se le realiz6 una
densitometria para cuantificar la sobreexpresion del gen (Figuras 6B, 6C) donde
se observd que los estimulos para M1 favorecen la sobrexpresion de genes
asociados a una polarizacion M1 (Figura 6B) asi como los estimulos para M2
favorecen a los genes asociados a esta polarizacion (Figura 6C). Ademas, se

observé una diferencia en la expresion de genes entre ambos grupos (WT y Mif 7).
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Figura 6. Transcritos de mRNA de algunos genes asociados a un perfil M1 o M2. A) Gel de
agarosa donde se observan los productos del RT-PCR para diversos genes. B) Figura
representativa de la cuantificacion de la expresién de algunos genes de la polarizacién de
macréfagos a M1. C) Cuantificacién de la expresion de algunos genes asociados a la polarizacion
M2 de macrofagos.

Determinacion de nitritos (NO2)
La produccién de ON es una molécula caracteristica de una polarizacion hacia un

perfil M1, es por ello por lo que se determind de manera indirecta mediante la
cuantificacion de diéxido de nitrito, que es el metabolito estable que se genera a

partir del 6xido nitrico.

Los resultados muestran una ligera produccion de 6xido nitrico en las primeras 24
horas, para los macrofagos WT estimulados para M2; sin embargo, esta
produccion desciende al nivel basal a partir de las 48 horas y se mantiene estable.
Por otro lado, la mayor produccién (49.6 yM) ON ocurrié en los macréfagos
estimulados para M1, siendo el grupo Mif 7~ el que alcanza la mayor produccién a
las 72 horas después del estimulo y comenzo a descender hasta casi alcanzar la
produccion del grupo WT (39.3 uM), el cual, parece seguir una tendencia a

aumentar (Figura 7).
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Figura 7. Concentracion de NO2 en sobrenadante de cultivo de M¢ con los diferentes
estimulos. Figuras representativas de la concentracién de NOz en los cultivos a 24, 48, 72 y 96

horas después de ser estimulados. Los resultados muestran la media obtenida, n=2.

La ausencia de MIF disminuye el potencial de la membrana mitocondrial
Las células fueron tefiidas con MitroTracker Orange a las 72 h después de ser

estimuladas para observar el cambio en el potencial de la membrana mitocondrial
y se utiliz6 DAPI para tefiir el nicleo. Las preparaciones fueron analizadas bajo un
microscopio confocal (Leica TCS SP8 X) (Figura 8A), donde es posible notar
cambios no solo en la mitocondria, sino también a nivel morfolégico, gracias a la
microscopia Optica de contraste interdiferencial, o Nomarski. El potencial de la
membrana mitocondrial se vio significativamente alterada por los tratamientos y
por la presencia de MIF (Figura 8B). La fluorescencia del control WT disminuy6
significativamente en comparaciéon con el control Mif - asi como con los diferentes
tratamientos; sin embargo, no hubo diferencias significativas entre los tratamientos
de los cultivos WT. Por otra parte, el control deficiente para Mif presentd una
mayor fluorescencia en comparacion con los tratamientos en Mif - ademas,

también se puede observar diferencias entre los tres tratamientos Mif /- siendo
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estadisticamente significativas dichas modificaciones. Interesantemente, al afiadir
rMIF a las células WT no se encontraron diferencias significativas con los
estimulos para M1 y M2 WT, pero al afadir rMIF a células Mif -, no hubo
diferencias significativas de fluorescencia con el control WT ni con el tratamiento
M2 Mif ", pero si hubo diferencias significativas al compararlos los tres

tratamientos de las células WT contra las deficientes en Mif.

36



JlIA

€T+

A-N4I +Sd1

3l

ET-N+ -1

A-N4I +Sd1

110

13)oe1] O

Idvd

(v

37



[1*] . - .
' B) Potencial mitocondrial
O 2000- a
o a I a
5 £ T 3
= 1500+ a,* = WT
- a b+ | [abcx ™ it
2 to00i = B-FIN- LS - Loy o
o dys CTL correspondiente
< 500+ b s LPS + IFN-y
© CysiL-4+IL-13
g *WT vs Mif -
E 0 T . . . 4 Potencial respecto al CTL
© .
— «\/ 1\ :\"b \Q
= < R % N
= »
N W

Figura 8.Cambio en el potencial de membrana mitocondrial. A) Panel de fotografias
representativas de los estimulos empleados, obtenidas bajo el microscopio confocal.
B) Cuantificacion de la fluorescencia de cada tratamiento. Las barras representan unidades
arbitrarias de fluorescencia + error estandar (SE). Resultados obtenidos de cuatro experimentos
independientes n=4. a, b, ¢ prueba de ANOVA. * p<0.05 prueba “t” student (Graphpad Prism 7).

La actividad metabdlica celular se ve influenciada por la presencia de MIF,
asi como por lainfeccién con Pseudomonas aeruginosa
La actividad metabdlica fue determinada mediante el ensayo de reduccion de MTT

en las células expuestas a los estimulos para polarizacion (M1/M2/MIF) y en las
células infectadas con P. aeruginosa (Figura 9). Los resultados muestran que casi
todos los grupos sin infeccion (solo estimulos) poseen una actividad metabdlica
menor a la de los grupos infectados con P. aeruginosa, solo el WT M1 presenté
una mayor actividad. Por otro lado, los grupos que fueron infectados muestran una
tendencia a aumentar la reduccién del MTT, tanto WT como Mif /- estimulados
para M1 presentaron el mayor porcentaje de reduccion, seguido por el grupo

estimulado para M2.
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Figura 9. Actividad de deshidrogenasas celulares Porcentaje de reduccibn de MTT con
respecto al CTL para los diferentes tratamientos empleados, asi como para los cultivos infectados
con P. aeruginosa. Las barras representan el porcentaje de reducciéon normalizado respecto al
control WT.

Actividad fagocitica
Macréfagos

Las células que fueron adquiridas de manera singular (singletes) se separaron
mediante la seleccién de una region lineal comparando los pardmetros de area y
altura del tamafo celular (FSC-A/FSC-H) (Figura 10A). Enseguida se selecciono la
region de células grandes y granulosas (GG) (Figura 10B) y de estas se
seleccion6 la poblacién viva, con fluorescencia negativa para el fluorocromo
Zombie Aqua (Figura 10C). Los macréfagos fueron seleccionados de la poblacion
F4/80+ (Figura 10D). En las células sin infectar se observé una mayor cantidad de
células Mif - que presentaron F4/80 (Figura 10E) asi como una mayor cantidad de
moléculas presentes por célula, en comparacion con las WT (Figura 10F). En
cuanto a las células infectadas con P. aeruginosa, en las poblaciones control no se
observaron diferencias entre WT y Mif 7 al evaluar la presencia y cantidad de
moléculas F4/80 por célula. Respecto a los demas tratamientos, hay una
tendencia a que mas ceélulas WT expresen F4/80 y en mayor cantidad en

comparacion con las células deficientes para Mif.
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Fagocitosis

Con las regiones descritas anteriormente, se seleccionaron los macrofagos
positivos para CFSE+ para obtener la poblacion que fue capaz de fagocitar a la
bacteria (Figura 11A) dicha poblacién se comparé entre los distintos tratamientos.
En la figura 11B en el eje de las Y se aprecia el porcentaje de células que
realizaron fagocitosis, el mayor porcentaje de células positivas correspondi6 a las
células WT estimuladas para M1 y para las WT y Mif - estimuladas con rMIF; es
decir, estas tres poblaciones presentan el mismo promedio de células CFSE+. Por
otra parte, los tratamientos WT control y Mif - control y M1, presentaron valores
similares entre ellos, pero menores a los anteriormente descritos. Finalmente, el
tratamiento M2 fue el que presentd el menor porcentaje de células CFSE+, y entre
estos, M2 WT presenté un porcentaje mayor que el Mif pero menor que
cualquiera de los tratamientos anteriores. Ahora bien, en la figura 11C, podemos
observar la intensidad media de fluorescencia por tratamiento; es decir, si las
células fueron capaces de fagocitar mas o menos bacterias. Es de interés que el
tratamiento M2 WT presentd la mayor intensidad de fluorescencia, seguido por el
M2 Mif . Las poblaciones control, tanto WT como Mif /- presentaron una
intensidad media similar, siendo las Mif - las que presentaron una intensidad
ligeramente mayor a las WT. Respecto a los cultivos estimulados con LPS e IFN-y,
las células Mif - presentaron una intensidad menor comparados con los
anteriores, pero ligeramente mayor al WT. Finalmente, las células con la

recombinante de MIF presentaron la menor fluorescencia.
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Figura 10. Estrategia de andlisis para la seleccion de macréfagos F4/80+ de los cultivos
celulares para el ensayo de fagocitosis A) Seleccion de singletes. B) Region seleccionada de
células grandes y granulosas. C) Seleccién de células vivas. D) Regién seleccionada para obtener
a los macrofagos maduros F4/80+. D) Porcentaje de células F4/80+ las barras representan la
media de los porcentajes + error estandar. E) Intensidad media de fluorescencia de las células
positivas para F4/80, las barras representan la media de las intensidades medias de fluorescencia

+ error estandar. n= 2.
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Figura 11. Dot plots y porcentajes de macré6fagos CFSE+ obtenidos de los cultivos celulares

infectados con P. aeruginosa. A) Panel representativo de los dot plots obtenidos para F4/80 vs

CFSE. B) Porcentaje de células F4/80+CFSE+ las barras representan la media de los porcentajes

* error estandar. n= 2. D) Intensidad media de fluorescencia CFSE+ las barras representan la

media de los porcentajes + error estandar (SE). n= 2.
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Discusion

La activacion de los macrofagos se ha convertido en un area clave de la
inmunologia, debido a sus implicaciones en la inflamacion y la patogénesis de
diversas enfermedades; sin embargo, la descripcidon de esta activacion continda
siendo polémica y confusa debido a que abarca una amplia variedad de
marcadores utilizados de diferentes maneras. No obstante, hay que tener en
cuenta la capacidad de los macri6fagos para cambiar sus estados de activacion,
entre M1-M2, en respuesta a una extensa variedad de sefales externas; desde
factores de crecimiento, citocinas, productos microbianos, infecciones,
anticuerpos, es decir, practicamente cualquier entidad capaz de ser reconocida
por los macrofagos [40]. Es por ello, que el perfil de activacion de los macréfagos
esta intimamente relacionado con el microambiente en el que se encuentran, y es
este el origen de la polémica sobre el papel de MIF en la diferenciacién y funcién

de los macréfagos.

Si bien, existen reportes que han tratado de establecer la participacion de MIF en
dicha activacién, estos se encuentran influenciados por estimulos asociados a una
patologia. Por ejemplo, aquellos reportes que proponen que MIF favorece una
polarizacion hacia un perfil M1, desarrollaron sus modelos experimentales en
lesiones de médula 6sea y gliomas [56, 57] mientras que aquellos que sugieren
un perfil M2 favorecido por la presencia de MIF, realizaron sus observaciones en
tejido adiposo y melanoma [58, 59]. Por esto, el presente modelo experimental
realizado in vitro permiti6 aislar a las células de estimulos externos y poder
elucidar de una manera particular el efecto de MIF, evidenciando que este no
favorece ninguno de los dos perfiles de polarizacion;, mas bien, mejora la
respuesta tipica de cada perfil al reducir el tiempo en el que las células responden

a los estimulos.

Para esclarecer con mayor claridad la participacion de MIF en la polarizacion de
los macrofagos, utilizamos ratones de tipo silvestre (WT) y deficientes para MIF
(ratones knockout Mif 7).
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Las células obtenidas de médula 6sea se diferenciaron a macréfagos utilizando el
factor estimulante de colonias de macrofagos (MCSF o CSF-1), el cual se sabe
gue regula la sobrevida, proliferacion y diferenciacion de diferentes precursores de
fagocitos mononucleares indiferenciados hacia macréfagos completamente
diferenciados [60]. Un marcador clésico de la diferenciacion y maduracion de los
macrofagos murinos es el receptor F4/80 [61] por ello, fue el primer marcador que
analizamos por citometria de flujo, y pudimos observar que, si bien, mas del 90 %
de las células fueron positivas para F4/80 en la mayoria de los distintos
tratamientos, aunque existen diferencias en la entre ellos y entre WT y Mif - y
diferencias aun mas marcadas en la IMF. Estas diferencias, principalmente entre
M1 y M2, pueden deberse a que se ha reportado que el IFN-y puede regular
negativamente la presencia de moléculas de F4/80 [62]. Ademas, pareciera que
MIF tiene un papel en la expresién de dicho marcador, pues las células tipo
silvestre muestran una ligera tendencia a presentar una mayor cantidad de
antigeno en la superficie celular, aunado a esto, la mayor expresion se da en las
células estimuladas con la recombinante de MIF, Sin embargo, son necesarias

mMAs repeticiones para confirmar esta tendencia.

Més adelante, evaluamos la presencia de marcadores de membrana clasicos para
ambos tipos de polarizacién: el receptor tipo | de TNF-a y CD68 para M1 vy el
receptor alfa para IL-4 y el receptor para manosa (CD206) para M2. Respecto a
los marcadores para M1, sorprendentemente encontramos una mayor disminucién
en la presencia de células con estos marcadores de superficie, especialmente en
las poblaciones estimuladas con LPS + IFN-y, con una disminucién ain mayor en
los cultivos WT. Sin embargo, se ha descrito que, aunque CD68 es un marcador
comunmente utilizado para discriminar macrofagos M1, pues se cree considera un
marcador de inflamacion [63] solo del 10 al 15 % de este marcador se expresa en
la superficie celular; esto debido a que se cree que tiene un papel en la
presentacion de antigeno, pues se ha localizado predominantemente en
endosomas tardios y se ha descrito que es capaz de intercambiarse entre la
membrana plasmatica y vesiculas intracelulares [64]. En relacidén con el receptor

tipo | de TNF-a, se ha descrito que de los dos tipos de receptores que existen, el
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tipo | es el que se expresa en menor cantidad en la superficie celular en
comparacion con el tipo Il [65]; adicionalmente, la union de TNF-a con cualquiera
de los dos receptores, induce la liberacion del dominio extracelular del receptor,
siendo un mecanismo de regulacién de esta citocina. Por otro lado, esta union
también puede llevar a la internalizaciéon del complejo TNFa/receptor, seguido de
la degradacion del ligando [66]. Esto coincide con los datos obtenidos de la
cuantificacion de TNF-a por ELISA en el presente trabajo, donde los cultivos que
produjeron una mayor cantidad de TNF-a, son los que presentan el menor

porcentaje de células positivas en todos los tratamientos.

Como fue mencionado anteriormente, el receptor alfa para la interleucina 4
(IL-4Ra) y el MMR fueron los marcadores empleados para el perfil M2. Los datos
obtenidos mostraron que solo las células estimuladas con IL-4 e IL-13 (M2) fueron
positivas para ambos marcadores, los demas tratamientos obtuvieron menos del 1
% de dobles positivas, esto, debido a que se sabe que tanto IL-4 como IL-13
inducen la expresién del MMR [67, 68] lo cual se puede observar en los dot plots
del presente trabajo. Ademas, IL-4 inhibe la produccion de TNF-a en macrofagos
[69] no obstante, en el presente estudio esto solo sucedié en las células WT, pues
las células Mif - produjeron cantidades bajas de TNF-a; sin embargo, se sabe que
los macréfagos M2 pueden producir cantidades bajas de dicha citocina en
comparacién con la producida por los M1 [70]. Por otro lado, el receptor alfa de la
interleucina 4 (IL-4Ra), al unirse a su ligando favorece el reclutamiento de una
segunda cadena: la cadena gamma comun (y c). La cadera a del receptor de la
IL-4 también funciona como componente del receptor de la IL-13 (IL-13R) [71].
Como fue mencionado anteriormente, IL-4 e IL-13 fueron los estimulos utilizados
para polarizar a los macréfagos a un perfil M2, y ambas citocinas necesitan la
cadena a del receptor de la interleucina 4, cadena que es reconocida por el
anticuerpo utilizado para la citometria. Probablemente, la union de los ligandos
con sus respectivos receptores provoque un cambio estructural o un impedimento
fisico que disminuya el porcentaje uniones antigeno-anticuerpo, lo cual explicaria
el bajo porcentaje de células IL-4Ra+ asi como las dobles positivas (MMR+,

IL-4Ra+). Por lo mencionado anteriormente, es probable que los cultivos control,
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M1 y estimulados con MIF recombinante expresaran una baja cantidad de ambos
receptores en comparacion con los M2, aunado a eso, se sabe que la expresion
del MMR puede ser demasiado baja como para ser cuantificable por citometria de
flujo [72]. Adicionalmente, la produccion de IL-10, una citocina antiinflamatoria se
encontrd restringida a aquellos macréfagos estimulados con IL-4 e IL-13, como
ha sido reportado previamente [73], encontrandose una mayor produccion en los
ratones deficientes de Mif, sugiriendo que MIF podria tener un papel en la

regulacion de la produccion de esta citocina.

Ademas de los marcadores de membrana y la produccién de citocinas, otra
manera frecuente de caracterizar la polarizacion de los macrofagos es mediante la
determinacion de la expresién de transcritos de mRNA. Para ello, evaluamos la
expresion de transcritos asociados a ambas polarizaciones. Como fue mencionado
anteriormente, TNF-a mostré diferencias entre la cantidad de citocina producida y
la cantidad de receptor en las células bajo los diferentes tratamientos; por ello,
evaluamos la expresion del transcrito, encontrando diferencias entre las
expresiones de cada tratamiento, pero interesantemente, siguiendo la misma
relacion entre ellos, por ejemplo, para M1 WT: menor cantidad de transcrito, mayor
cantidad de citocina liberada, menor cantidad de receptor para TNF-a y por ende,
menor cantidad de células positivas para este. Por otra parte, pareciera ser que
esta relacion entre la cantidad de TNF-a producido, el receptor | para TNR-q, el
porcentaje de células positivas para este receptor y F4/80+ asi como la expresion
del transcrito pareciera estar regulada, en parte, por MIF, pues se sabe que esta
citocina favorece la produccién de citocinas proinflamatorias, como TNF-a e IFN-y
[53]. Para el perfil antiinflamatorio, se evaluaron los genes ym-1 y relm-a, pues son
clasicos del perfil M2. Ambos transcritos se expresaron Unicamente en los
macrofagos con una polarizacion M2, lo cual coincide con lo reportado
anteriormente, por Raes en 2002, donde reportan que ambos transcritos son
fuertemente inducidos tanto in vivo, como in vitro en los macréfagos M2, pues
dependen del estimulo con IL-4; por el contrario, el IFN-y antagoniza los efectos
de IL-4 sobre la expresion de relm-a y ym1, por ello, en el presente trabajo, dichos

marcadores no fueron encontrados en los demas estimulos.
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Ademas de estos tres marcadores, evaluamos otros marcadores involucrados con
el metabolismo de la L-arginina por medio de dos enzimas distintas: INOS para
producir 6xido nitrico y arginasa para producir colageno; correspondiendo a los
perfiles M1 y M2, respectivamente. Los resultados obtenidos muestran que el
transcrito para inos se encuentra expresado Unicamente en los macréfagos
estimulados con LPS + IFN-y, con un ligero aumento en las células Mif -, pues se
sabe que ambos estimulos, ya sea solos 0 en conjunto, inducen la expresion de
dicha enzima, por el contrario, IL-4 e IL-13 asi como MIF recombinante no son
capaces de inducir una alta expresion de esa enzima. Para el caso de la arginasa
ocurre algo muy interesante, si bien, esta enzima es un indicador clasico de una
polarizacion M2, se ha documentado que el LPS puede estimular tanto a la
arginasa como a la iINOS, por otro lado, el IFN-y no solo no es capaz de inducir la
actividad de esta enzima, al mismo tiempo inhibe la induccion ocasionada por el
LPS [75]. Sorprendentemente, nuestros resultados muestran una expresion
similar entre ambos controles, WT M1 y WT MIF. Esto se debe a que todas las
células fueron obtenidas de médula ésea y diferenciadas con MCSF. Esta
diferenciacion confiere propiedades funcionales diferentes a estas células, por
ejemplo, en comparacion con lineas celulares o células diferenciadas con
GM-CSF. Por ello, las células diferenciadas, pero sin estimular, presentan niveles
considerables de arginasa, no obstante, ni el LPS, solo o en conjunto con IFN-y
aumentaron los niveles de arginasa [76]. En el presente trabajo, tanto M1 Mif /-
como M2 Mif - presentaron casi la misma cantidad de expresion del transcrito de
arginasa, sugiriendo que MIF pudiera tener un papel en la regulaciéon de la

transcripcion de la arginasa en respuesta a ambos estimulos.

De la misma manera que con la produccién de citocinas, quisimos evaluar si una
mayor expresion del transcrito de iINOS resultaba en una mayor produccion de
ON. Como ha sido ampliamente reportado, uno de los marcadores clasicos de los
macrofagos M1 es la produccion de ON en respuesta al IFN-y solo o en conjunto
con LPS [77], lo cual coincide con los datos obtenidos en la cuantificacion indirecta
del ON, donde encontramos una relacion directa entre la cantidad de expresion de

inos con la produccion del ON; es decir, los macréfagos M1 deficientes de Mif
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presentaron mayor expresion del transcrito de inos y mayor cantidad de Oxido
nitrico, en relacién con la cantidad de transcrito y produccién obtenidos por los
macrofagos M1 de tipo silvestre. Para los demas tratamientos no encontramos
niveles aumentados de este metabolito en comparacion con el control, sugiriendo
que MIF por si solo no favorece la produccion de ON, aunque pareciera tener un

papel en regular la produccién de este en los M1.

Como ha sido mencionado anteriormente, el metabolismo de la L-arginina en ON o
colageno es una manera clasica de diferenciar los tipos de polarizacion; de hecho
fue una de las primeras maneras en diferenciar a los macréfagos M1 de los M2
[40]. Siguiendo esta linea, evaluamos si MIF, solo o en conjunto con los estimulos
para cada perfil, tenia implicaciones a nivel metabdlico en la célula. Una de las
maneras frecuentemente utilizadas para evaluar la funciéon mitocondrial y el estrés
oxidativo en la mitocondria se basan en emplear la intensidad de sondas
mitocondriales o de especies reactivas de oxigeno [78]. En el presente trabajo, las
células fueron tefiidas con Mitotracker Orange, el cual es un colorante cati6nico
fluorescente que se acumula en la mitocondrial en respuesta al alto potencial

negativo de membrana.

Como fue mencionado brevemente en la introduccion, en comparacion con los
macréfagos sin estimular, el metabolismo de los macréfagos M1 se caracteriza por
altos niveles de glicdlisis y la via de las pentosas fosfato, estas dos vias favorecen
una rapida producciéon de ATP, asi como la generacion de NADPH para la
produccion de ROS y ON. Por otra parte, estos macrofagos acumulan ciertos
intermediarios del TCA, incluyendo succinato, citrato y acido itacénico, ademas, de
un incremento en la sintesis de acidos grasos. Sin embargo, se ha demostrado
que los macréfagos M1 realizan la fosforilacion oxidativa con un TCA “danado”. El
primer “dafio” ocurre en la enzima succinato deshidrogenasa que convierte el
succinato en fumarato y sirve como el complejo Il de la cadena transportadora de
electrones. Este “dafo” lleva a una acumulacion de succinato, el cual se ha
demostrado estabiliza HIF1a induciendo a su vez, la expresion de IL-1B, la cual es

una citocina proinflamatoria. Por otro lado, la acumulacion de succinato y su
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oxidacion, regula la produccion de ROS vy limita las citocinas antiinflamatorias IL-
1RA e IL-10. El otro “dafio” en el TCA ocurre después del citrato, en la enzima
isocitrato deshidrogenasa, que transforma el citrato en a-ketoglutarato. La
acumulacion del citrato, asi como el succinato ha sido relacionada con procesos
proinflamatorios, principalmente relacionados con la produccion de ROS e
inflamacion para la defensa del huésped. Sin embargo, las vias metabdlicas
precisas que afectan la funcionalidad mitocondrial y los mecanismos
compensatorios que mantienen estables las funciones metabdlicas béasicas de la
célula con un TCA “dafiado” siguen sin ser comprendidos. En contraste, los
macrofagos M2 se caracterizan por un TCA “intacto”, altos niveles de fosforilacion
oxidativa y oxidacion de acidos grasos, permitiéndoles una generacion continua y
eficiente de energia, necesaria para mantener sus funciones de reparacion y
remodelacion del tejido. Estos macrofagos ademas producen bajas cantidades de
ON, permitiendo que se mantenga la fosforilacion oxidativa. Al contrario de los M1,

los M2 no presentan una actividad glucolitica incrementada. [27, 79-81]

Como fue descrito, aunque existen diferencias entre el metabolismo de los
diferentes tipos de macréfagos (sin estimular, M1, M2), los tres poseen una
mitocondria sana, pues conservan el potencial de membrana incluso después de
un estimulo, es decir, mientras que el M1 utiliza la mitocondria principalmente para
la produccion de ROS, el M2 la utiliza para producir ATP por medio de OXPHOS,

por ello ambos presentan niveles similares de actividad mitocondrial.

Un efecto secundario de la respiracion aerébica es la generacion de ROS, siendo
el Oz el mas comun. Intracelularmente, existen varias fuentes de ROS, incluyendo
la cadena transportadora de electrones en la mitocondria, el complejo NADPH
oxidasa acoplado a membrana, el reticulo endoplasmico, entre otros, siendo la
mitocondrial la principal fuente de ROS, debido a que durante la OXPHOS algunos
electrones pueden escaparse de los complejos 1y 3, interactuando con oxigeno y
formando Oz, una vez formado, es transformado rapidamente en perdxido de
hidrogeno por la superdxido dismutasa 1 en el citoplasma y superéxido dismutasa

2 en la mitocondria. Tanto el peroxido de hidrégeno como el O2 pueden ser
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liberados de la mitocondria por medio de acuaporinas mediante transporte por
difusién. Los niveles de los compuestos oxidantes producidos por estas vias estan
determinados por el balance entre su generacion y la captura por un sistema de
enzimas antioxidantes, entre las que se incluyen catalasas, peroxirredoxinas,
tioredoxinas, y metionina sulféxido reductasas. Aunado a esto, existen importantes
reguladores del balance redox de la célula que son enzimas pertenecientes al ciclo
redox del glutation, que desintoxican el peréxido de hidrégeno utilizando como
sustrato el glutation reducido (por ejemplo, por medio de la glutatién peroxidasa)
para formar agua y glutation oxidado y usando este para generar (mediante la
glutation reductasa y NADPH) glutatién reducido nuevamente [82, 83]. Mas alla de
su rol como mediador de la respuesta inmune del huésped, se ha reportado que
MIF posee funciones fuera del sistema inmune, entre las que destaca su actividad
enzimatica, tanto de tautomerasa como de proteina-tiol oxidorreductasa [84]. Mas
adelante, se demostré que la actividad enzimética de MIF utiliza el glutatién
reducido como sustrato, indicando que MIF puede estar involucrado en la
regulacion de los procesos redox celulares [85]. Finalmente, la actividad redox de
MIF fue comprobada in vitro en fibroblastos cardiacos expuestos a condiciones
oxidantes, donde la ausencia de MIF result6 en un incremento de ROS
intracelulares. In vivo, corazones de un modelo animal mostraron niveles mas
altos de glutation oxidado, aumento en la oxidacion de proteinas y dafio
mitocondrial, incluyendo liberacion del citocromo c [86]. En contraste, también se
ha reportado que MIF favorece la produccién de ROS, tanto mitocondrial como
citosdlica. La union de MIF con su receptor CD74 se internaliza por endocitosis
llevando a la activacion de la NADPH oxidasa, produciendo ROS, que al
acumularse pueden inducir autofagia y la pérdida del potencial de membrana
mitocondrial [87] Eso coindice con los resultados obtenidos en el presente trabajo,
donde en las células Mif - sin estimular presentan un mayor potencial de
membrana en comparacion con las WT, probablemente ocasionado por la falta de
un mecanismo eficiente para transformar las ROS producidas, llevando a una
acumulacion citosolica inhibiendo el transporte de peroxido de hidrogenoy Oz de la

mitocondria hacia el citosol; al no haber liberacién de estos de la mitocondria, se
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favorece el aumento de las cargas negativas dentro de la mitocondria y a su vez,
la cantidad de MitoTracker internalizado. Al afiadir los estimulos (M1, M2) se
aumenta el metabolismo mitocondrial y por ende la cantidad de cargas negativas;
sin embargo, las células WT cuentan con un sistema redox mas eficiente que
favorece la continuidad del ciclo aun con un aumento metabdlico. Por el contrario,
las células Mif -~ con mecanismos menos eficaces, probablemente hayan
alcanzado niveles muy altos de ROS, favoreciendo el desacoplamiento parcial de
la OXPHQOS, el cual es un mecanismo que sirve para disminuir el potencial de
membrana y a su vez, disminuir la generacion de ROS, manteniendo una
produccion suficiente de ATP [88]. Finalmente, afiadir rMIF a un cultivo deficiente,
favorece la disminucion del potencial de membrana hasta niveles similares a las
células WT sin estimular. Por otro lado, las células WT con la recombinante de
MIF aumentan la fluorescencia probablemente a que en este caso MIF funcionaria
como estimulante de la produccibn de ROS méas que como antioxidante. Sin
embargo, son necesarios mas experimentos para comprobar estas vias. Por
altimo, al afiadir la recombinante de MIF tanto a células WT como Mif - no se
favorece la polarizacion hacia M1 o M2, pues no hay diferencias significativas
entre WT M1, M2 y MIF recombinante pero si hay diferencias muy significativas
entre Mif - mas la recombinante de MIF con WT M1y M2, lo cual refuerza nuestra
creencia que MIF, por si solo, no favorece algun perfil de polarizacion, solo mejora
la respuesta tipica de cada perfil. Tomando esto como base, es que proponemos
el siguiente esquema de la actividad de MIF y su papel en el balance redox

celular.
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Figura 12. Propuesta del papel de MIF en la homeostasis celular. Los estimulos clasicos para
M1 y M2 conllevan al aumento en la produccion de especies reactivas de oxigeno, principalmente
el peréxido de hidrégeno, como producto de la produccion de energia dentro de la célula. MIF
parece favorecer la conversién del peréxido de hidrégeno en agua y disminuyendo el desacople

mitocondrial. GSH: glutatién reducido, GSSG: glutation oxidado.

Ademas de la actividad mitocondrial, quisimos conocer el nivel metabdlico celular,
para lo cual medimos la capacidad de las células para reducir el MTT. El MTT
pertenece a un grupo de sales de tetrazolio que se han vuelto Gtiles para medir la
actividad metabdlica, no solo la viabilidad celular, Esta técnica se basa en la
reduccion del MTT a formazan principalmente mediante la accion del NADH
(originado citosolicamente en la glicolisis) y NADPH (obtenido de la fase oxidativa
de la via de las pentosas fosfato) evidenciando el estado redox celular, no
limitandose solo a la mitocondria, sino involucrando el citoplasma y organulos
como el endosoma/lisosoma. Por ello, evaluamos si MIF tenia alguna implicaciéon
en este mecanismo, tanto por si solo como en conjunto con los estimulos para M1
y M2, e incluso al retar a las células a una infeccion bacteriana con Pseudomonas

aeruginosa. Como es posible observar en los resultados sin infeccion, los
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macréfagos Mif - poseen una menor reducciéon del MTT, probablemente porque
MIF posea un papel regulando la producciéon de NADH y/o NADPH mediante la
modificacion del metabolismo celular basal, lo cual se ha observado en ratones
Mif --, donde la deficiencia de Mif conlleva a una intolerancia a la glucosa [89]. Por
otro lado, esa disminucién de NADH y NADPH de manera basal resultan en una
menor transformacion de GSSG en GSH y esto se traduce en una menor
transformacion de H202 en H20 [90] reforzando nuestra teoria de la acumulacion
de ROS discutida sobre el MitoTracker. Como fue mencionado anteriormente, MIF
favorece la sobreexpresion de TLR4 que es el receptor donde sera reconocido el
LPS. La unién de TLR4 con su agonista favorece un aumento en la glicdlisis y, por
ende, mayor NADH, lo cual se traduce en la mayor reduccion del MTT encontrada
los macrofagos M1 WT en comparacion con los demas tratamientos sin infeccion.
De igual manera, la disminucion en la glicolisis en los M2 se ve reflejada en el
menor porcentaje de reduccion del MTT, el cual, interesantemente es similar a los
macrofagos sin estimulo. También resulta interesante que tanto los macréfagos
M1 y M2 Mif /- presentan una reduccién similar pero mayor al sin estimulo; es
decir, el estimulo pareciera ser suficiente para modificar el metabolismo celular, y
en el particular caso de los M1 Mif -, se modifica el metabolismo, pero no se
iguala al tipo silvestre. Contrastantemente, afadir la recombinante de MIF
disminuye en mayor medida el porcentaje de reduccion, esto probablemente
debido a que su metabolismo no esta mediado mayormente por glicélisis (como el
caso de los M1) y porque MIF disminuye el NADPH disponible para reducir el MTT
mediante la acumulacién de la NADPH oxidasa que transforma el NADPH en
NADP [87]. Respecto a los estimulos infectados con P. aeruginosa es importante
notar que los macréfagos, para ambos casos, estuvieron en contacto con sus
respectivos estimulos por 72 h, después de eso, el cultivo con P. aeruginosa solo
duré dos horas. Primero que todo, es importante notar las diferencias entre
tratamientos, donde es evidente que el estimulo previo a la infeccion jugé un papel
importante para la reduccion del MTT. Los macréfagos sin estimular, aunque
aumentaron la reduccion después de la infeccion, presentan un patrén similar

obtenido a partir de la estimulacion para M1, con una mayor reduccion en los WT,
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probablemente por el mismo fendmeno discutido anteriormente relacionado a la
expresion de TLR4 y MIF. Al igual que con el estimulo para M1, se obtuvo una
mayor reduccion que el control al infectar a los macréfagos M1 con P. aeruginosa
y contrastantemente con el resultado solo con estimulos, de igual manera, los
cultivos M2 presentaron mayor reduccién que los controles, probablemente
relacionado con el cambio metabdlico dado por el estimulo con IL-4 e IL-13, por
otro lado las células Mif - M1 y M2, presentaron un porcentaje ligeramente mayor
de reduccion en comparacion con las WT probablemente por lo discutido
anteriormente sobre MIF y la oxidacion del NADPH, sin embargo, es necesario
realizar mas repeticiones para corroborar esta tendencia. Finalmente, aunque la
infeccion con P. aeruginosa aumentd la actividad enzimética para los cultivos
estimulados con la recombinante de MIF, esta actividad no fue similar a la

obtenida con los estimulos para M1y M2.

Posteriormente, evaluamos la capacidad de las células para fagocitar
P. aeruginosa después de ser estimuladas con el fin de elucidar si MIF esta
involucrada en dicha capacidad. Esto, porque como ha sido mencionado antes, se
ha reportado que los diferentes tipos de polarizacion poseen diferente capacidad
para realizar fagocitosis. De igual manera que con las citometrias anteriores, lo
primero que observamos fue la expresion de F4/80 donde encontramos que los
tratamientos infectados mostraron una disminucién tanto en el porcentaje de
células que expresaban el antigeno tanto en la cantidad de moléculas F4/80 por
célula; probablemente ocasionado por el IFN-y como fue descrito anteriormente;
por otro lado, se ha reportado que la infeccion de macréfagos con algunos
patébgenos puede modificar la expresién de algunos antigenos de membrana de
los macréfagos en comparacién con células sin estimular e incluso en células
estimuladas con LPS, disminuyendo algunos antigenos, como F4/80 o el receptor
Fc [91], sin embargo, el mecanismo que lleva a esta disminucion es incierto.
Curiosamente, las células estimuladas con MIF recombinante aumentan
ligeramente la expresién de F4/80 en comparacién con M1 y M2, a pesar de la
infeccion, sugiriendo que MIF podria tener una participacion en la expresion de

dicho marcador. Sin embargo, son necesarios mas experimentos para corroborar
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esa tendencia. Respecto a la capacidad fagocitica, sorprendentemente las células
sin estimular presentaron un porcentaje similar de células CFSE+ asi como una
IMF semejante, independientemente de si son WT o deficientes para Mif. Los
cultivos WT M1 obtuvieron el mayor porcentaje de células que fueron capaces de
fagocitar, esto debido a que hay reportes que mencionan que las células
estimuladas con dosis no letales de LPS entran en un estado de tolerancia a
endotoxinas como un mecanismo protector de una respuesta inflamatoria excesiva
para el huésped. Las células en estado de tolerancia a endotoxinas presentan una
capacidad fagocitica mayor en comparacion con células sin estimular, ademas,
conservan su capacidad de eliminar patégenos internalizados [92] por otro lado,
pareciera que la ausencia de MIF disminuye esta capacidad fagocitica de las
células diferenciadas a M1. En contraste, las células M2 obtuvieron los menores
porcentajes de fagocitosis, sugiriendo que el preestimulo con IL-4 e IL-13
disminuyera la capacidad fagocitica, y disminuyendo aun mas en los macrofagos
Mif -, proponiendo nuevamente un papel para MIF en la capacidad fagocitica, lo
cual ha sido reportado anteriormente por Onodera en 1997, donde le otorgan a
MIF un papel importante en la fagocitosis mediada por macrofagos. Al observar los
porcentajes obtenidos de los macréfagos estimulados con MIF, donde WT y Mif
presentan valores muy similares entre ellos y similares al porcentaje obtenido por
M1 WT, se hace mas evidente el papel de MIF en la capacidad fagocitica; esta
mejora en la fagocitosis probablemente esté relacionada con el aumento en la
expresion de TLR-4 favorecido por MIF (mencionado anteriormente).
Contrastantemente, los resultados obtenidos en la intensidad media de
fluorescencia son inversamente proporcionales; es decir, los macréfagos
estimulados con rMIF, aunque mas células fueron capaces de fagocitar,
fagocitaron relativamente un menor numero de bacterias. Lo mismo para los
demas tratamientos: a mayor numero de células positivas para CFSE, menor IMF.
Esto podria deberse a una causa de disponibilidad de la bacteria durante el
ensayo de fagocitosis: al haber mas células fagocitando y al haber un niamero
“limitado” de bacterias por pozo, la cantidad de bacterias que puede fagocitar cada

célula es menor y viceversa.

55



MIF, desde su descripcibn ha sido considerado una citocina mayormente
proinflamatoria, a excepcion de un par de trabajos, lo cual nos llevaba a pensar
que MIF favoreceria el perfil M1 de polarizacion y he aqui el por qué de nuestra
hipotesis. Esto, ademas, nos llevo a considerar medir mas parametros asociados a
un perfil proinflamatorio que a su contraparte. Contrastante a lo que suponiamos al
inicio, MIF demostré ser mas un potenciador que un polarizador, refutando nuestra
hipotesis inicial.

En general, estas observaciones demuestran que MIF tiene un papel importante
sobre la funcionalidad de los macrofagos para favorecer la respuesta inmune del
huésped, mejorando o incrementando la respuesta dada por estos; sin embargo,
MIF por si solo no favorece ninguno de los dos extremos de la polarizaciéon de los
macréfagos, mas bien, pareciera que la respuesta ocasionada por MIF esta
influenciada por los multiples estimulos externos y dicha participacion sera
variante segun la funcién que estemos considerando, puesto que mientras en
algunos ensayos pareciera que la ausencia de MIF no modifica la actividad celular,

en otros parece ser de vital importancia.
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Conclusiones
De acuerdo con los objetivos planteados en el presente proyecto, podemos
concluir lo siguiente:

La polarizacion de los macréfagos se realizg satisfactoriamente.

MIF favorece la expresion de algunos marcadores de membrana asociados
a la maduracién del macréfago y a los tipos de polarizacion.

Los cultivos WT producen mas TNF-a y menos IL-10 que los Mif .

MIF modifica la expresidn de transcritos de genes asociados a perfiles M1y
M2.

La ausencia de MIF favorece la producciéon de éxido nitrico.

MIF juega un papel importante en la actividad mitocondrial asociada al
estado redox celular.

La presencia de MIF mejora la respuesta antioxidante celular; sin embargo,
ante un proceso infectivo, MIF no modifica la respuesta de las
deshidrogenasas celulares.

MIF favorece la actividad fagocitica ante una infeccion con P. aeruginosa.
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Perspectivas

Actualmente se ha sugerido que la caracterizacion de los perfiles M1 y M2
incluye nuevos marcadores celulares, ya sea de membrana o
intracelularmente, por ello consideramos importante ampliar el panel de
marcadores con el fin de identificar la expresion de otras moléculas por
citometria de flujo.

Ademas de transcritos, cuantificar la produccion de las proteinas de interés.
La produccion de citocinas es fundamental para determinar el perfil de
polarizacion de los macréfagos, por ello sugerimos determinar otras
citocinas en sobrenadante y a nivel intracelular.

Debido a que el papel de MIF en el sistema antioxidante celular no ha sido
esclarecido completamente, es importante cuantificar a produccién de
mediadores del metabolismo celular y del sistema redox, para determinar el
nivel al que actua MIF.

En el presente estudio determinamos caracteristicas de la polarizaciéon M1,
por esto, sugerimos evaluar una mayor cantidad de caracteristicas tipicas

de una polarizacién M2, como la migracion celular.
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Anexo técnico.
Anexo 1:

Buffer de lisis para obtencién de DNA (500 ml)

Reactivo Volumen
Tris HCI 1 M; pH 8.5 (Sigma) 50 ml
EDTA 0.5 M (J. T. Baker) 5ml
SDS 20 % (J. T. Baker) 5ml
NaCl 1 M (J. T. Baker) 100 mi

Mezclar las soluciones y aforar a 500 ml con agua destilada.

Anexo 2:

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Reactivo Volumen Concentracion por Rx
Buffer 2.5 ul 1x
MgCl2 1.2 ul 50 mM
dNTP’s 0.4 pl 10 mM

F NEO 1l 15 pM

R NEO 1l 15 pM

F MIF 1l 15 pM

R MIF 1l 15 pM
Enzima (Thermo Fisher 0.25 ul 2.5 U/ul
Scientific)

DNA 2 ul 100 ng
H20 9.65 pl cbp 20 pl




Los cebadores especificos utilizados para cada gen fueron los siguientes:

mif-F: 5-AGA CCA CGT TAG CTG AG-3’

mif-R 3’-GCA TCG CTA CCG GTG GAT AA-5

neo-F 5-ATT GAA CAA GAT GGA TTG CAC-3’

neo-R 3'-CGT CCA GAT CAT CCT GAT C-5

Anexo 3

Amortiguador TBE 10 X

Reactivo Volumen
Tris base (Sigma) 108 g
Acido bérico (J. T. Baker) 55 ¢
EDTA 0.5 M (J. T. Baker) 40 ml

Mezclar los reactivos y aforar a 10 litros con agua destilada.

Anexo 4

PBS
Reactivo Cantidad
NaCl (J. T. Baker) 804g
NaH2POa4 (J. T. Baker) 116¢9
KH2POa4 (J. T. Baker) 29
KCI (J. T. Baker) 29

Mezclar los reactivos y aforar a 10 litros con agua destilada.

Buffer de Facs

Reactivo Cantidad
PBS 500 ml
Suero Fetal Bovino (Gibco) 25 ml

Mezclar ambos reactivos y afiadir una pizca de NaNs. Almacenar a 4 °C.
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Paraformaldehido 4 %

Reactivo Cantidad
PBS 40 ml
Paraformaldehido (Sigma) 20

Mezclar ambos reactivos y calentar hasta 60 °C en campana de extraccion de
vapores. Afnadir gotas de NaOH 1 M hasta que la solucién se haga transparente y
esté completamente disuelto el paraformaldehido. Dejar enfriar. Ajustar pH a 7.4 y
aforar a 50 ml. Almacenar a 4 °C maximo dos dias. Filtrar con 0.45 um antes de

usar.
Anexo 5

PBS-Tween 0.05 %

Reactivo Cantidad
Tween 20 (Sigma) 500 pl
PBS 10L

Mezclar los reactivos por al menos 30 min.

ABTS
Reactivo Cantidad
ABTS (PeproTech) 150 mg
Acido citrico 9.6 g
H20 500 ml

Disolver el acido citrico en el agua y ajustar pH a 5.35. Cubrir de la luz y afadir el
ABTS. Hacer alicuotas y almacenar a -70 °C
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Anexo 6

Primers:

gapdh-F 5-CTC ATG ACC ACA GTC CAT GC-3’
gapdh-R 3’-CAC ATT GGG GGT AGG AAC AC-5
tnfa-F 5-GGC AGG TCT ACT TTG GAG TCATT-3
tnfa-R 3’-ACA TTC GAG GCT CCA GTG AAT TC-3
inos-F 5’-CTG GAG GAG CTC CTG CCT CAT G-3
inos-R 3'-GCA GCA TCC CCT CTG ATG GTG-5’
arginasa-F 5’-CAG AAG AAT GGA AGA GTC AG-3’
arginasa- R 3’- CAG ATATGCAGGGAGTCACC-%’
relma- F 5-GGT CCC AGT CGA TAT GGA TGA GA-3’
relma-R 3'CAC CTC TTC ACT CGA GGG ACA GT-5
yml-F 5-TCA CAG GTC TGG CAATTC TTC TG-3
yml-R 3-TTT GTC CTT AGG AGG GCT TCC TC-5
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