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1. Abreviaturas 

DNA  ácido desoxirribonucleico 

AOM  azoximetano 

ATP  adenosín trifosfato 

b-FGF  factor de crecimiento fibroblástico básico 

CCR  cáncer colorrectal 

CD  clúster de diferenciación  

CEA  antígeno carcinoembriónico 

COX-2  cicloxigenasa 2 

CTLA-4 antígeno 4 del linfocito T citotóxico  

DAMPS  patrones moleculares asociados a daño 

DC  células dendríticas 

DSS  dextrán sulfato de sodio 

EGF  factor de crecimiento epidermal 

ERK  quinasa de regulación extracelular 

HMGB1 high mobility group box 

IBD  enfermedad inflamatoria intestinal 

IDO  indoleamina 2,3-dioxygenasa 

IL  interleucina 

MAPK  proteína quinasas activadas por mitógenos 

MDSC  células supresoras derivadas de mieloides 

MHC  complejo principal de histocompatibilidad 

MIF  factor inhibidor de la migración de macrófagos 

MIP-3a proteína inflammatoria de macrófagos  
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Mϕ  macrófago 

NF-κB  factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B 

NK   células natural killers 

PDGF  factor de crecimiento derivado de plaquetas 

PD-L1  ligando de muerte programada 1 

PLA  fosfolipasa A 

R-MIF  receptor de MIF 

ROS  especies reactivas de oxígeno  

siRNA  ARN pequeño de interferencia 

TGF-β  factor de crecimiento transformante β 

TNF-α  factor de necrosis tumoral α 

WT  silvestre (del inglés wild type) 
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2. Resumen 

El Factor inhibidor de la Migración de Macrófagos (MIF) es una citocina pro inflamatoria 

altamente expresada en el microambiente tumoral. La expresión anormal del receptor de MIF 

(CD74) en células tumorales del colon favorece la proliferación, supervivencia y metástasis 

de estas células; además, potencia la angiogénesis dentro del tumor. A pesar de ser un 

blanco terapéutico muy prometedor, algunos antecedentes indican que MIF podría ser 

favorecedor para el hospedero. Nuestra hipótesis es que se debe a su capacidad de atraer 

células del sistema inmune hacia el sitio del tumor. Para demostrarlo, utilizamos un modelo 

murino de carcinogénesis química en ratones deficientes de MIF (Mif-/-), donde todas las 

células del tumor y del hospedero carecen de dicha citocina. Identificamos a las células 

epiteliales transformadas como la principal fuente de MIF dentro del tumor, cuya expresión 

incrementó tanto in situ como en circulación sanguínea. Los ratones Mif-/- desarrollaron más 

tumores y de mayor agresividad que los ratones WT. Dentro de los tumores Mif-/- hay una 

menor cantidad de macrófagos, los cuales en su mayoría tienen un perfil de tipo M2 (anti-

inflamatorio). La incapacidad de respuesta de los linfocitos T de los ratones Mif-/- ante la 

reexposición con su antígeno, sumado con al incremento en la transcripción de il-17A y la 

falta de producción de IL-21 y MIP-3A en relación con los ratones WT, demuestra la 

desregulación de la respuesta inmune. Finalmente observamos que en los tumores Mif-/- hay 

una menor generación de MDSC, aunque también la ausencia de una población definida de 

Macrófagos GR1-. La conclusión de este trabajo es que MIF es necesario para el inicio de la 

respuesta inmune anti-tumoral en etapas tempranas del desarrollo tumoral. 

 

3. Abstract 

Macrophage Migration Inhibitor Factor (MIF) is a pro-inflammatory cytokine highly expressed 

in the tumor microenvironment. The abnormal expression of MIF´s receptor (CD74) by tumor 

cells favors cell proliferation, survival and metastasis; also, increases angiogenesis in the 

tumor. Despite of being a promising therapeutic target, some references point out that MIF 

might be beneficial for the host. Our hypothesis is that this is due to its chemotactic potential 

on immune cells towards the tumor site. To demonstrate it, we used a colitis associated 

chemical carcinogenesis murine model in Mif-/- mice, where all the cells, both in the tumor 

and the rest of the host, lack this cytokine. We identified that epithelial transformed cells were 

the major source of MIF within the tumor, and its concentration increased both in situ and in 

peripheral blood serum. Mif-/- mice developed more tumors with a more aggressive 

phenotype, compared to the WT. Within the Mif-/- tumor, there were less macrophages, and 

most of them with an anti-inflammatory M2 phenotype. The lack of response of T cells in Mif-

/-, together with the increase of il-17A transcript and the low production of IL-21 and MIP-3A, 

compared to WT, shows the dysregulation of immune response. Finally, we observed that 

within Mif-/- tumors, there was a diminished generation of MDSC and a less defined Gr1- 

Macrophages population. We conclude that MIF is necessary for the initiation of a correct 

anti-immune response in early stages of tumor development. 



4 
 

 

4. Introducción 

 

4.1. Cáncer 

Cáncer se denomina al conjunto de enfermedades relacionadas entre sí, que tienen como 

característica en común la proliferación descontrolada de células; estas células pueden 

adquirir la capacidad de migrar e invadir otros tejidos [1]. La organización mundial de la salud 

(OMS) estima 8.8 millones de defunciones en el 2015 a nivel mundial a causa de diferentes 

cánceres, siendo los de pulmón, hígado, estómago y colon los que causaron más muertes, 

y esperan que en 20 años esta cifra incremente 70% [2].  

4.1.1. Cáncer colorrectal 

El cáncer colorrectal (CCR) es la tercera neoplasia con mayor incidencia (1,849,518 casos) 

en el mundo. La mayor incidencia de CCR se reporta en Oceanía y Europa. Sin embargo, 

son las regiones menos desarrolladas, como África y Latinoamérica, donde la mortalidad es 

mayor  en relación a la incidencia (Figura 1) [3]. En el caso de México, el CCR es el tercero 

en cuanto incidencia (14,900 casos reportados en 2018), con una mortalidad de 7,084 

personas (Figura 2) [4]. Los datos anteriores demuestran que el CCR es un problema de 

salud pública prioritario a nivel mundial, por lo que se deben desarrollar terapias que permitan 

el tratamiento de esta enfermedad. 

Durante su desarrollo y patogenia el CCR disminuye progresivamente la calidad de vida de 

los pacientes debido a que los principales síntomas son debilidad y cansancio, pérdida súbita 

de peso, cólicos y dolor abdominal, sumado a periodos de diarrea y estreñimiento, reducción 

del diámetro de las heces fecales, las cuales van acompañadas de sangre (fresca y visible o 

sólo cambia la coloración de las heces); razón por la cual, con el paso del tiempo el paciente 

desarrolla anemia [5]. 

 

Los métodos de diagnóstico varían. La colonoscopía y la sigmoidoscopía flexible tienen la 

ventaja de permitir ver directamente la presencia de pólipos o tumores y extraerlos (de ser 

posible) durante la prueba. Pese a que son pruebas muy invasivas, la tasa de prevención del 

cáncer (al identificar pólipos tempranos) es de hasta el 30% [6]. Existen pruebas visuales 

como el enema de bario de doble contraste y la colonografía por tomografía computarizada 

que son moderadamente invasivas pues requieren insertar aire en el colon y pueden pasar 

por alto la presencia de pólipos pequeños [7]. 

  

Existen también las pruebas no invasivas realizadas mediante el análisis de las heces 

fecales: la identificación de sangre en las heces fecales, la inmunoquímica fecal y la 

identificación de DNA en las heces, que aunque sólo son efectivas en sugerir pólipos 
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adenomatosos avanzados y tumores más agresivos, pueden disminuír 16% la mortalidad de 

los pacientes por CCR [6,7]. 

 

Una de las pruebas de diagnóstico más utilizadas es la identificación del antígeno 

carcinoembriónico en sangre, presente únicamente durante el desarrollo embrionario y en 

pacientes con CCR. A pesar de que esta prueba es 90% específica, se observa presente en 

el 29.5% de los pacientes con CCR [8].  Actualmente, la búsqueda de marcadores 

moleculares que puedan facilitar el diagnóstico del CCR y que sean, a la vez, poco o no-

invasivos y de bajo costo para el paciente, ha cobrado relevancia [6]. Para ello, el 

conocimiento de la patogenia y biología del CCR, puede facilitar la identificación de dichos 

marcadores moleculares.  

 

La American Cancer Society recomienda la cirugía como primer tratamiento. Dependiendo 

del tamaño, los tumores pueden ser escindidos con un colonoscopio o se puede realizar una 

colectomía dependiendo del tamaño de los tumores. Adicionalmente, puede usarse 

quimioterapia como tratamiento adjuvante si el tumor ha invadido órganos linfáticos u otros 

órganos, o si el tumor es clasificado en un estadio avanzado [9].  Sin embargo, las terapias 

utilizadas recientemente son invasivas y disminuyen la calidad de vida del paciente, además 

de que sólo el 12% de los pacientes con CCR metastático sobreviven a 5 años de ser 

diagnosticados [10].  

 

 

Figura 1. Incidencia y mortalidad de cáncer colorrectal estimadas en el mundo en 2018. 



6 
 

Se observan los números totales reportados por GLOBOCAN en 2018 de la incidencia 

(barras azules) y mortalidad (barras rojas) de cáncer colorrectal en el mundo, separados por 

continentes, para ambos sexos y considerando todas las edades. 

 

 

 

Figura 2. Incidencia y mortalidad de los tipos de cáncer más comunes en México 
estimadas en el 2018. 

Se observan los números totales de casos reportados por GLOBOCAN, 2018 de la incidencia 

(barras azules) y mortalidad (barras rojas) de los tipos de cáncer más comunes en México 

para ambos sexos y considerando todas las edades 

 

4.1.2. Factores que predisponen al desarrollo del CCR 

El cáncer colorrectal puede derivar de enfermedades hereditarias o desarrollarse como 

consecuencia de inflamación crónica, en ambos casos los factores de riesgo son distintos 

[11,12]. 

El CCR hereditario está asociado a mutaciones de alta penetrancia; en este grupo se 

incluyen enfermedades hereditarias como la Enfermedad de Lynch y la Poliposis 

Adenomatosa Familiar, que están asociados a la inestabilidad cromosómica y a la presencia 

de microsatélites, respectivamente [11]. Sin embargo, el factor genético como 

desencadenante de CCR, sólo se asocia con el 20-25% de los pacientes [13,14].  
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Pese a que en todos los casos de CCR hay un panel de mutaciones bien identificadas, la 

inflamación crónica  descontrolada es uno de los principales factores desencadenantes del 

desarrollo de CCR [15]. El principal factor de riesgo para el desarrollo del CCR asociado a 

inflamación crónica son las enfermedades inflamatorias intestinales (inflammatory bowel 

disease –IBD- por sus siglas en inglés). Las IBD comprenden dos padecimientos: La 

enfermedad de Crohn y la colitis ulcerativa; ambas enfermedades tienen en común la 

inflamación de la mucosa crónica y descontrolada [16].  

Los factores de riesgo que favorecen el desarrollo de la IBD son: el consumo excesivo de 

alcohol, carnes rojas y grasas saturadas, el sedentarismo, la obesidad y recientemente se 

ha asociado la pérdida de la tolerancia a bacterias del microbioma intestinal. En conjunto, 

estas conductas de riesgo llevan a la inflamación del intestino, si esos comportamientos no 

se corrigen, la inflamación se vuelve crónica y favorece la inestabilidad genética de las 

células intestinales [11]. 

4.1.3. La inflamación en el desarrollo del cáncer 

La inflamación es una reacción del tejido vascularizado a la infección o daño que implica la 

acumulación extravascular de proteínas plasmáticas y leucocitos [17]. Cuando la inflamación 

aguda no se resuelve, como en pacientes con IBD, actúa como un facilitador del cáncer [18]. 

Incrementa el infiltrado de macrófagos y linfocitos, moléculas formadoras de matriz 

extracelular, factores angiogénicos y de crecimiento. Las citocinas secretadas por las células 

infiltradas amplifican la inflamación, por lo que hay un incremento de especies reactivas de 

oxígeno (ROS) y nitrógeno [19]. 

Las ROS en bajas concentraciones pueden funcionar como mitógenos, favoreciendo la 

proliferación y supervivencia de las células epiteliales, mientras que en altas concentraciones 

causan daño oxidativo en el DNA provocando mutaciones que podrían llevar al desarrollo del 

cáncer. Además del daño oxidativo a las enzimas, donde las ROS causan cambios 

alostéricos en las proteínas [20]. 

La inestabilidad del DNA causada por las ROS, genera la transformación de células 

epiteliales del intestino, las cuales son reconocidas por el sistema inmune innato. Los 

mecanismos que se conocen mediante los cuales el sistema inmune es capaz de identificar 

la presencia de células aberrantes son las señales de daño y los ligandos de estrés 

asociados a MHC [21]. Los DAMPS (Patrones moleculares asociados a daño) pueden 

provenir de las propias células tumorales (HMGB1), del cambio metabólico de estas células 

(incremento de ATP) o de la degradación de la matriz extracelular resultado del exceso de 

proliferación celular (hialuronano); y activar la respuesta efectora de los linfocitos citotóxicos 

[22]. Además se ha identificado la producción de interferones de tipo I desde etapas 

tempranas, los cuales pueden activar a las células dendríticas para desencadenar la 

respuesta de los linfocitos T [23].   Entonces, si la respuesta mediada por linfocitos T CD8+, 
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CD4+, NKs, macrófagos (Mϕ) y dendríticas es exitosa se reconocen y eliminan las células 

aberrantes [21].   

El proceso de eliminación puede no ser completamente exitoso, en ese caso el sistema 

inmune sigue siendo estimulado por las clonas inmunogénicas que mantienen a las células 

tumorales en un estado de dormancia denominado equilibrio. En este punto la actividad de 

células citotóxicas, cooperadoras y Mϕs impide que el tumor siga creciendo, pero también 

ejerce presión de selección en las células tumorales [24]. Las células no inmunogénicas, 

aquellas que tienen mecanismos de supresión del sistema inmune o las más resistentes a 

los mecanismos de eliminación son seleccionadas, sobreviven y proliferan; es decir que el 

sistema inmune puede modelar el tumor [21,24]. Se piensa que las células tumorales pueden 

permanecer latentes por años hasta que algún factor desencadenante (inmunosupresión, 

factores de crecimiento, estímulos físicos o inflamación) les permite escapar al sistema 

inmune [24]. 

Posteriormente, las células tumorales montan una respuesta inmunosupresora; por ejemplo, 

producen altas concentraciones de TGF-β que favorece la polarización de los linfocitos T 

reguladores (T-regs) [25] y suprime la actividad de los linfocitos CD8+ [26].  Además, inducen 

la expresión de PD-L1 en células estromales [27], inhibiendo así la respuesta anti-tumoral y 

permitiendo el desarrollo de cáncer. 

El sistema inmune, entonces, cumple diferentes funciones durante la evolución del tumor: 

detecta y elimina las células transformadas, ejerce presión de selección sobre las clonas 

transformadas, mantiene en estado de latencia aquellas que no pudo eliminar y finalmente 

suprime la respuesta anti-tumoral permitiendo el desarrollo de cáncer [21].  

El entendimiento del papel del sistema inmune en el desarrollo del CCR es un campo 

emergente en el desarrollo de nuevas terapias, más efectivas y seguras contra esta 

enfermedad. Ejemplo de ello son los anticuerpos dirigidos contra moléculas 

inmunomodularoras como PD-1, CTLA-4, OX-40 e IDO que reactivan la respuesta anti-

tumoral [28]. 

 

MIF es una molécula del sistema inmune que favorece la inflamación y la quimiotaxis de 

células del sistema inmune pero puede favorecer el desarrollo del cáncer. Estas 

características han resultado en que MIF se considere un posible blanco terapéutico. 

 

4.2. MIF 

El factor inhibidor de la migración de macrófagos (MIF, por sus siglas en inglés), una proteína 

de 12.4 KDa en su forma trimérica, es una molécula del sistema inmune que favorece la 

inflamación y la quimiotaxis de células del sistema inmune.  Su nombre proviene de los 

experimentos realizados en 1960, donde se demostró que MIF es capaz de retener a los 
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macrófagos in vitro [29] y posteriormente se reportó su capacidad de atraer a linfocitos y 

monocitos hacia el sitio de inflamación de una manera similar a las quimiocinas [30]. Se ha 

demostrado su expresión por células del sistema inmune como linfocitos T, B, neutrófilos, 

eosinófilos, mastocitos, basófilos y dendríticas) [31]; por células epiteliales como las del tracto 

gastointestinal [32]; en  células corticotrópicas y tirotrópicas de la glándula pituitaria [33] 

siendo identificada en la mayoría de los órganos en humanos. MIF se expresa 

constitutivamente y se almacena en pools intracelulares [31] lo que le permite ser liberado al 

medio extracelular rápidamente en respuesta al daño mecánico, infección bacteriana (o 

estímulos con LPS) y estrés oxidativo [34]. MIF permite la síntesis y secreción de citocinas 

inflamatorias, y el incremento en la capacidad fagocítica de los Mϕs al unirse a su receptor 

CD74 [34].  

CD74 es también conocido como la cadena invariable del complejo de histocompatibilidad 

(MHC) de tipo II y por lo tanto su expresión se encuentra limitada a células presentadoras de 

antígeno (Mϕs, células dendríticas y linfocitos B) y ausente en linfocitos T [35,36].  CD74 

funciona como chaperona que acompaña al MHC-II del retículo endoplásmico al 

fagolisosoma y mantiene la estructura proteica del MHC-II; de esta manera  permite la 

presentación de antígeno (Figura 3A) y posteriormente se queda anclada en la membrana 

celular formando un homotrímero [37,38], independientemente si se está expresando MHC-

II en ella [39,40]. CD74, como receptor de MIF, se encuentra anclado a la membrana celular; 

sin embargo, se ha observado que por sí mismo no es capaz de desencadenar las cascadas 

de señalización [40]. Entonces, CD74 se asocia a la molécula CD44 (Figura 3B), la cual 

cuenta con un dominio citoplasmático necesario para la fosforilación de la Src-cinasa en la 

tirosina 416 y consecuentemente la activación de la vía de las MAPK (vía RAS-RAF-MEK-

ERK) [37,40]. La activación de ERK1/2 permite la progresión del ciclo celular de G1 a S [37]. 

La unión MIF-CD74-CD44 favorece la supervivencia celular al inhibir la apoptosis mediada 

por p53 (Figura 3C);  disminuyendo la fosforilación de su serina 15, pero no la concentración 

del p53 total [37]; y en linfocitos B induce la fosforilación de AKT y la translocación de NF-κB 

[41,42]. Lo que finalmente resulta en la transcripción de genes codificantes para moléculas 

relacionadas con la respuesta inflamatoria como IL-2, TNF-α, IL-8, IL-4, COX2 y TGF-β 

[31,43]. 
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Figura 3 El receptor de MIF, CD74.  

CD74 es una molécula chaperona que transporta al MHC-II al retículo endoplásmico (A). En 

el fagolisosoma, este complejo se desarma permitiendo que el antígeno se cargue en el 

MHC-II y se exprese en la membrana. El CD74 liberado forma homotrímeros que se expresan 

en la membrana; al extremo citoplasmático se une la molécula CD44 (B). El conjunto de 

CD74 trimérico y CD44 conforma al receptor de MIF (R-MIF) capaz de transducir señales. 

Estas señales pueden incluir la fosforilación sostenida de ERK1 y ERK2, la activación de la 

vía de la fosfolipasa A (PLA), la vía del ácido araquidónico y la inhibición de la apoptosis vía 

p53 (C). Figura realizada con BioRender [44]. 

 

Además, CD74 puede formar un complejo con los receptores CXCR2 en monocitos y 

neutrófilos y CXCR4 en linfocitos T [45], los cuales fueron identificados como receptores no 

canónicos de MIF [30]; con mayor afinidad hacia CXCR4 [45]. Como consecuencia se activa 

la vía de Rho-GTPasa, la remodelación del citoesqueleto de actina y la migración de los Mϕs 

al sitio de inflamación [40]. En conjunto, MIF favorece la respuesta inflamatoria de los Mϕs, 

no sólo al incrementar la producción de citocinas pro-inflamatorias, también su supervivencia 

y la migración de las células presentadoras de antígeno. 

 

 

4.2.1. MIF como un posible blanco terapéutico en cáncer colorrectal 
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MIF puede incidir directamente sobre las células tumorales confiriéndoles una ventaja sobre 

la proliferación y diseminación, por lo que se ha propuesto como un posible blanco 

terapéutico contra algunos tipos de cáncer. Se ha demostrado la expresión anormal de CD74 

en células tumorales de cáncer gástrico [46–48], pulmón [49], páncreas [50], próstata [51], 

hepático [48], leucemia [52], mieloma [53] y cáncer de colon [46,48,54,55]. La unión de MIF-

CD74 lleva a la activación de las mismas vías de señalización que en las células inmunes, 

sin embargo, al activarse en células tumorales desencadena inflamación, angiogénesis, 

supervivencia, proliferación celular y migración (consecuentemente metástasis) [56–59]. 

  

MIF es de particular interés en cáncer colorrectal (CCR) pues, como se menciona 

anteriormente, promueve la respuesta inflamatoria, crucial favorecedora del desarrollo de 

CCR. En modelos murinos y en pacientes humanos se ha demostrado que el incremento en 

la concentración de MIF es indispensable para el desarrollo de la IBD y que el tratamiento 

anti-MIF disminuye la patología [60–63]. Incluso, en diversas poblaciones humanas, los 

polimorfismos en el gen de mif que correlacionan con un incremento en la expresión de MIF 

también se asocian al desarrollo de IBD [64–71]. 

 

Dada sus propiedades promotoras del cáncer, el papel de MIF ha sido estudiado como 

posible blanco terapéutico contra el CCR. Desde 1987 se demostró la producción de MIF por 

linfocitos expuestos a extractos de cáncer de colon, donde además se propuso como un 

posible marcador diagnóstico para la identificación del CCR pues se observó la presencia de 

altas concentraciones de MIF en 76 de los 90 pacientes participantes en el estudio y su 

ausencia en las muestras de tejido sano [72]. La identificación de MIF en suero de pacientes 

con CCR, sugiere que podría ser un marcador más sensible (47.3% de sensibilidad) que el 

antígeno carcinoembriónico (CEA) que se usa actualmente como prueba de diagnóstico y 

que presenta una sensibilidad de 29.5% [8].  Más recientemente, se demostró que MIF puede 

ser usado como una segunda opción para el diagnóstico; en pacientes con CCR esporádico 

que no presentaban concentraciones de CEA suficientes para dar un diagnóstico definitivo 

se evaluaron los niveles de MIF y Alfa-enolasa mediante RT-Q-PCR e inmunnobloting. 

Ambas moléculas estuvieron presentes en todos los pacientes y se sugieren en conjunto 

como marcadores de CCR [73]. El uso de MIF como un biomarcador no invasivo aún no se 

ha establecido ya que su presencia en suero puede estar relacionada a otras enfermedades 

no neoplásicas intestinales que pueden confundir el diagnóstico, sin embargo en conjunto 

con los marcadores CEA, transferrina1, osteopontina y CA242 pueden tener una sensibilidad 

entre el 50-90% [74]. 

 

En tejido colorrectal tumoral MIF incrementa de 20-40 veces en comparación al tejido sano, 

y este incremento puede llegar a ser similar en órganos con metástasis como el hígado [75]. 

Estudios con pacientes han demostrado la correlación entre el polimorfismo MIF-173G/C y 

la susceptibilidad y agresividad de los tumores colorrectales, especialmente en pacientes 
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jóvenes [76]. Su papel en el desarrollo de CCR fue sugerido en 1998, donde se demostró las 

células de CCR (colon-26) expuestas a factores de crecimiento como TGF-β, bFGF y PDGF 

incrementan la producción de MIF y que al transfectar plásmidos anti-sentido de MIF 

disminuye la proliferación celular [77]. En modelos de ratón, al implantar la línea celular CT-

26 y administrar inhibidores de MIF, disminuyó la carga tumoral [75]. Experimentos in vitro  

mostraron que al exponer las células CT-26 a MIF incrementa la expresión de MMP-9 y el 

factor de crecimiento epidermal (EGF) [75]. El tratamiento con anticuerpos anti-MIF en 

células HUVEC redujo la incorporación de timidina tritiada, y en el modelo murino de 

implantación de  colon-26 disminuyó la angiogénesis en el tumor [75]. El papel de MIF en la 

proliferación celular es una consecuencia de la unión a CD74 y la activación de las mismas 

vías que en los Mϕs ya que al utilizar el inhibidor de MIF, ISO-66, el cual se une al sitio de 

unión con CD74, se redujo la carga tumoral en modelos de implantación de líneas celulares 

de CCR al reducir la tasa de proliferación de estas [78]. 

 

La expresión anormal de CXCR4 es uno de los cambios más comunes en las células 

epiteliales tumorales [79], especialmente las líneas celulares invasivas sobre-expresan 

CXCR4.[80]. Consecuentemente, el eje MIF-CXCR4 se ha propuesto como uno de los 

mecanismos que utilizan las células tumorales del colon para invadir otros tejidos. En un 

modelo in vitro donde se utilizó la línea celular CT-26 en un ensayo Transwell, la 

desregulación de la expresión de MIF utilizando siRNA redujo la migración de las células 

tumorales, incluso cuando la migración fue inducida con ácido lipofosfatídico (LPA) [81]. El 

ácido lipofosfatídico induce la migración mediante la vía Rho y la expresión de integrina B-1 

[82], por lo que se sugirió que MIF puede favorecer la migración al activar la vía de Rho. 

Dichas observaciones fueron confirmadas en un modelo in vivo donde las células colon 26 

fueron tratadas con el mismo siRNA antes de ser transplantadas en ratones. La inhibición de 

la función de MIF redujo significativamente la metástasis hacia el hígado de dichos ratones 

[81]. En otro estudio, la inhibición con anticuerpos anti-MIF disminuyó el fenotipo 

invasivo/agresivo de líneas celulares invasivas al reducir la producción de colagenasa tipo 1 

y restituir la susceptibilidad a tratamientos farmacológicos. Esto pudiera correlacionarse con 

la hipoxia, ya que cuando las células tumorales comienzan a expresar CXCR4 también 

incrementa al expresión de HIF-1 [80].  La expresión de moderada a alta de CXCR4 se 

reportó en 17 de 32 líneas celulares de cáncer de colon. Una de ellas fue la línea celular 

SW480, la cual tuvo una mayor migración en placas Transwell en presencia de MIF. La 

migración por MIF fue significativamente mayor a las células no tratadas, sin embargo, no 

incrementó tanto como en presencia del CXCL12, el ligando canónico de CXCR4. Por otro 

lado, cuando las células fueron tratadas con MIF, el porcentaje de células en fase G0 

disminuyó y el porcentaje de células en las fases S y G2/M aumentó, de manera muy similar 

a las células tratadas con CXCL12. Concluyendo que MIF favorece la migración y 

proliferación de las células tumorales de CCR [83]. Parece ser que la secreción de MIF es 

un mecanismo autócrino mediante el cual las células tumorales modulan su propio 
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microambiente, ya que la principal fuente de MIF dentro del tumor son las células epiteliales 

tumorales [84].   

 

Además de migrar, las células tumorales deben ser capaces de invadir tejidos secundarios 

para que la metástasis sea exitosa. La transición de mesénquima a epitelio es indispensable 

para ello. Como parte del trabajo de Shin et al. previamente mencionado, la adición in vitro 

de MIF a células SW480 incrementó su capacidad de unión a la fibronectina, un componente 

de la matriz extracelular. Este efecto se redujo cuando se trataron con un inhibidor de 

CXCR4, indicando que la adhesión a la fibronectina es dependiente de CXCR4. Resultado 

que fue interpretado por los autores como un mecanismo favorecedor de la invasión de 

órganos secundarios por las células tumorales [83]. Otros autores reportan que en un modelo 

de in vitro con células mesenquimales (fibroblastos) asociadas a tumores en el tracto 

gastrointestinal, la adición de MIF lleva a la pérdida del fenotipo de fibroblasto (disminuye la 

expresión de CD90 y Vimetina) y resulta en la expresión de marcadores celulares asociados 

al fenotipo epitelial como Ep-CAM y e-cadherina; además, del incremento en la expresión de 

la reversa transcriptasa de telómeros (TERT), que se asocia con la inmortalización celular. 

El fenotipo obtenido tras la administración de MIF puede la invasión [85]. 

 

Por sus propiedades pro-tumorales, MIF ha sido propuesto como un posible blanco 

terapéutico contra el cáncer colorrectal [86]. Incluso, la empresa Shire Pharmaceuticals inició 

un estudio clínico para utilizar un anticuerpo completamente humano anti-MIF en pacientes 

con adenocarcinoma metastásico de colon y/o recto. El estudio de Fase 1 se completó en 

octubre de 2017 sin resultados publicados hasta el momento [87]. 

 

La mayoría de los estudios acerca de la participación de MIF en el CCR están enfocados a 

su efecto directo sobre las células tumorales. Sin embargo, existen antecedentes que 

reportan su posible papel favorecedor para el paciente. Legendre et al. observaron que 

aquellos pacientes con tumores de alta agresividad y metastásicos que habían sido 

sometidos a colectomía tenían un mejor pronóstico en cuanto a supervivencia si presentaban 

concentraciones altas de MIF en tejido conectivo; este fenómeno no se repetía con aquellos 

con altas concentraciones de galectina-3, otra molécula reconocida por su capacidad de 

inducir proliferación y supervivencia celular en tumores epiteliales [88]. 

 

Una de las propuestas para explicar el papel benéfico de MIF es el restablecimiento de la 

apoptosis inducida por hipoxia. La exposición in vitro a MIF de líneas celulares resistentes a 

apoptosis restituye la capacidad de inducir apoptosis por esta vía. Al inhibir MIF mediante 

siRNA, las células vuelven a ser resistentes a la apoptosis. Las células tratadas con MIF que 

fueron implantadas en ratones desnudos eran más susceptibles a la eliminación con 

oxaliplatino [89]. 
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Por otro lado, se ha propuesto que MIF regula el tráfico de linfocitos hacia el tumor, 

incluyendo los linfocitos citotóxicos T CD8+. Esto se realizó mediante la implantación de la 

línea celular CT26 en ratones Mif-/- y WT, donde se observó que el tamaño tumoral en los 

ratones Mif-/- disminuía. La reducción se debe a que las líneas celulares de cáncer de colon 

son altamente productoras de MIF, al ser la única fuente de MIF en el cuerpo del ratón, atraen 

a los linfocitos T. Ya en el tumor, los linfocitos reguladores y citotóxicos (CD8+) eliminaron 

las células tumorales eficientemente [90]. Este podría ser un efecto observado en otros 

estudios previos, ya que las líneas celulares de cáncer de colon implantadas en diversos 

estudios son altamente productoras de MIF, lo que podría estar creando un sesgo en la 

interpretación de los resultados.  

 

Pensamos que al enfocar nuestro estudio al papel de MIF sobre el sistema inmune, durante 

la génesis y desarrollo de CCR, podremos observar el papel en el control de esta 

enfermedad, a diferencia de los estudios que se han enfocado en cómo MIF es utilizado por 

las células cancerosas a su favor. 

 

 

5. Justificación 

 

MIF es una molécula crucial para el inicio de la inflamación. Además, diversos estudios han 

demostrado su papel favorecedor del cáncer. Específicamente en el CCR, MIF parece 

favorecer características de invasión y metástasis que pueden ayudar al establecimiento de 

cánceres más agresivos al actuar directamente sobre las células tumorales. Los estudios 

previos han mostrado el potencial de MIF como un blanco terapéutico muy prometedor. Sin 

embargo, algunos trabajos difieren con estas observaciones y sugieren un posible impacto 

positivo de MIF hacia el hospedero. Ninguno de los modelos utilizados previamente 

demuestra el papel de MIF sobre el sistema inmune a lo largo del desarrollo del CCR; ya que 

se enfocan en su acción directa sobre las células tumorales y poco se habla de cómo modula 

el sistema inmune durante el CCR. Además, que no se han reportado modelos 

completamente deficientes de MIF. En los modelos descritos previamente, las líneas 

celulares de CCR implantadas son altamente productoras de MIF, lo que causa que incluso 

en los modelos en ratones Mif-/- haya una producción localizada de esta citocina.  

El presente trabajo plantea resolver dicha controversia de la siguiente manera: 

1) Implementar por primera vez un modelo murino completamente deficiente de MIF, desde 

la carcinogénesis hasta el desarrollo de CCR. Esto mediante un modelo de carcinogénesis 

colorrectal química asociada a inflamación en ratones Mif-/-. Así, es posible definir el papel 

de MIF en todas etapas tempranas y avanzadas del desarrollo de CCR. Dicho modelo, 

además, asemeja al proceso de carcinogénesis en humanos derivado de la cronicidad de 

IBD.  

2) Analizar de manera paralela la presencia y polarización de células del sistema inmune, y 

el desarrollo tumoral. Con esto, determinar no sólo el papel de MIF en el sistema inmune, 
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también correlacionar con la efectividad de la respuesta antitumoral y las consecuencias en 

el hospedero. 

El conocimiento generado sobre el mecanismo de acción de MIF durante el desarrollo del 

CCR y su influencia en el microambiente inmunológico tumoral, puede ser utilizado para 

predecir la efectividad del tratamiento basado en MIF y a planear responsablemente el uso 

de la terapia anti-MIF a nivel clínico. 

 

 

6. Hipótesis 

 

El Factor Inhibidor de la Migración de Macrófagos limita el desarrollo de tumores asociados 

a la inflamación al favorecer la quimiotaxis de células inmunes hacia el colon, en un modelo 

murino de CCR asociado a colitis. 

 

7. Objetivos 

 

7.1. General 

 

Establecer la participación de MIF en la tumorigénesis asociada a colitis en un modelo de 

CCR inducido con el cancerígeno azoximetano (AOM) y dextrán sulfato de sodio (DSS) en 

ratones con fondo genético BALB/cAnN.  

 

 

7.2. Particulares 

1. Establecer un modelo de CCR asociado a inflamación crónica con AOM y DSS en ratones 

WT y Mif-/-. 

2. Caracterizar el perfil de citocinas inflamatorias y anti-inflamatorias en el CCR en etapas 

tempranas (día 34 p.i) y tardías (día 68 p.i) en ratones WT y Mif-/-. 

3. Identificar la progresión del CCR mediante el análisis histológico en etapas tempranas (día 

34 p.i) y tardías (día 68 p.i) en ratones WT y Mif-/-. 

4. Comparar el porcentaje de células T CD4+, T CD8+, T reguladoras (Tregs), NKs, células 

dendríticas (DC), macrófagos (Mϕ) y células supresoras derivadas de mieloides (MDSC) en 

etapas tempranas (día 34 p.i) y tardías (día 68 p.i) del CCR en ratones WT y Mif-/-. 

5. Identificar la ubicación de los Mϕ en el colon en etapas tempranas (día 34 p.i) y tardías 

(día 68 p.i) en ratones WT y Mif-/-. 

6. Determinar la polarización de los Mφ presentes en el CCR en etapas tempranas (día 34 

p.i) y tardías (día 68 p.i) en ratones WT y Mif-/-. 
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8. Metodología 

 

8.1. Inducción de CCR 

Se desarrolló un  modelo murino de cáncer colorrectal asociado a inflamación crónica (Figura 

4), con una variación al descrito por Neufert en 2007 [91]. Para ello se utilizaron ratones 

BALB/cAnN hembras de 7 semanas de edad tanto wild type (WT) como knock-out de MIF 

(Mif-/- ); la homocigocidad de ambos genotipos se verificó previo a su inducción mediante la 

amplificación del gen de mif o el cassette insertado de resistencia a la neomicina por PCR 

[92]. Los ratones recibieron una inyección única de azoximetano (AOM) (12mg/kg peso del 

ratón) vía intraperitoneal para favorecer la mutagénesis en los genes en las células epiteliales 

del colon [93]. Posteriormente fueron administrados 3 ciclos de dextrán sulfato de sodio 

(DSS) al 2% disuelto en el agua para beber durante 7 días para generar inflamación crónica 

de la mucosa intestinal. Cada ciclo de DSS 2% fue seguido por 15 días de descanso donde 

el agua para beber estaba libre de DSS. Los datos presentados en este trabajo se refieren 

al día 68, al final del modelo cuando observamos tumores bien establecidos, y en el día 34, 

inmediatamente después del segundo ciclo de administración de DSS, donde encontramos 

pólipos menos desarrollados. 

 

Figura 4. Esquema del modelo de carcinogénesis colorrectal murina.  

Se administró una inyección única de 12 mg/kg de peso de azoximetano (AOM) vía 

intraperitoneal, seguido de 3 ciclos de dextrán sulfato de sodio (DSS) al 2% disuelto en agua 

para beber. El sacrificio de los ratones se realizó en los días 34 (etapas tempranas) y 68 

(etapas avanzadas) post-inducción (p.i.). 

 

8.2. Análisis macroscópico del colon y síntomas clínicos 

 

Semanalmente se registró el peso de los ratones y la presencia (o no) de los síntomas 

clínicos diarrea y sangrado rectal que reflejan, en conjunto, la progresión de la enfermedad.  

Una vez sacrificados los ratones se lavó el intestino haciendo pasar PBS frío para remover 

las heces fecales. Se midió la longitud del intestino con un vernier electrónico y se registró 

en centímetros. Posteriormente el intestino se cortó longitudinalmente para exponer la luz 

intestinal y observar los tumores desarrollados. Se registró el número y las dimensiones 

(largo y ancho) de los tumores con un vernier electrónico, dichos datos fueron utilizados para 
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determinar el volumen de cada tumor con la fórmula: Vt = (l·a2)/2 donde: Vt = volumen 

tumoral obtenido en milímetros cúbicos; l = largo en milímetros; a = ancho en milímetros. Con 

esos mismos datos se determinó la carga tumoral, que se explica como la sumatoria del 

volumen de todos los datos de Vt por intestino: ΣVt. 

 

8.3. Análisis histológico 

Para realizar el análisis histológico se obtuvieron muestras de tejido (0.5 cm) tumoral o sano 

de cada intestino, las cuales fueron fijadas con parafolmaldehido amortiguado 4% (Anexo 1). 

Posteriormente, las muestras fueron lavadas con agua corriente, sometidas a deshidratación 

mediante un tren de alcoholes ascendentes y finalmente a alcohol amílico de 20 minutos 

cada uno. Después de tres incubaciones de una hora en parafina, las muestras fueron 

incluidas en parafina de inclusión de tejidos Paraplast (Leica). Se realizaron cortes 

transversales de los tumores o tejido sano de 0.5 µm cada uno, se colocaron en portaobjetos 

1 mm de grosor (PEARL) marcados y se realizaron las respectivas tinciones (descritas más 

adelante). Las laminillas fueron analizadas por un histopatólogo a doble ciego.  

 

8.3.1. H&E / Azul alcián 

Para determinar la morfología de las criptas, el tipo de pólipo, el grado de displasia y la 

infiltración celular se realizó una tinción con hematoxilina y eosina (H&E). Esta técnica se 

realizó con la adaptación de incorporar el colorante azul alcián, el cual tiene una carga 

positiva que hace que sea afín a las moléculas aniónicas de la mucosa; al teñir de azul las 

mucinas ácidas se determinó la pérdida o incremento en la producción de estas. Brevemente, 

la técnica consiste en la incubación de las laminillas en xilol para disolver y remover la 

parafina del tejido, posteriormente en un tren de alcoholes de concentración descendente 

hasta llegar a agua para hidratar el tejido y permitir la difusión de los colorantes al interior de 

los tejidos. La hematoxilina se utiliza para teñir de color morado los componentes ácidos de 

la célula y la Eosina para teñir de rosa los componentes básicos de las células. La técnica 

completa se incluye en el Anexo 1. 

 

 

8.4. Proliferación ex – vivo de linfocitos ante antígeno tumoral 

La proliferación de linfocitos T al re-encontrarse con su antígeno es indicativo de la activación 

y capacidad de respuesta. Para identificar posibles diferencias en la respuesta inmune anti-

tumoral, se realizó un ensayo ex-vivo donde se cargaron células presentadoras de antígeno 

(APCs) con antígenos tumorales; posteriormente se cultivaron con linfocitos provenientes de 

ratones sanos o con CCR para evaluar su proliferación. 

Se extrajeron Mϕs peritoneales que se utilizaron como APCs, se cultivaron 1 ˣ 105 

células/pozo en placas de 96 pozos, se dejaron adherir al fondo de la placa incubando 

durante 24 horas. Posteriormente, se agregaron 1x106 esplenocitos de ratones sanos o con 
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CCR obtenidos mediante la perfusión del bazo. Al mismo tiempo se obtuvo antígeno tumoral 

mediante la sonicación de 0.5 cm de tejido tumoral disuelto en 2 ml de medio DMEM completo 

(10% suero fetal bovino, 5% antibiótico). Se agregaron 200 µl de antígeno por pozo, el 

antígeno corresponde al mismo grupo de los linfocitos cultivados en cada pozo. Se incubaron 

las placas durante 72 horas a 37 °C con 5% CO2. 18 horas antes del término de la incubación, 

se agregó 1µCu de timidina tritiada ([3H]TdR) por pozo, el cual se incorpora en el DNA de 

las células en proliferación. La radiación emitida por la timidina incorporada se reporta en 

cuentas por minuto (CPM) y representa la proliferación de estos linfocitos.  

 

8.5. Inmunohistoquímica 

Para identificar la expresión y ubicación de los Mϕs y MIF dentro del tejido se realizó la 

técnica de inmunohistoquímica con el kit Histostain-Plus IHC Kit, HRP (Thermo) siguiendo 

las instrucciones del fabricante (Anexo 1). Brevemente, se realizó la recuperación antigénica 

con un búfer de citratos para desenmascarar los antígenos que hubiesen sido cubiertos por 

el paraformaldehido. Posterior hidratación, se bloqueó la actividad de la peroxidasa 

endógena con H2O2, también se bloquearon las posibles uniones inespecíficas con PBS-

BSA. Se incubaron las muestras con anticuerpo primario específico para cada una de las 

moléculas blanco: F4/80 para Mϕs, iNOS para M1, Arginasa-1 para M2 y MIF. Después se 

incubó un anticuerpo secundario acoplado a la peroxidasa HRP, para que al agregar 

diaminobencidina y H2O2 exógeno, la ubicación de las moléculas blanco se revele en un color 

café. Finalmente se realizó la contra-tinción con Hematoxilina de Harris.  

 

8.6. Identificación del perfil de citocinas mediante PCR 

Para determinar el perfil de citocinas y moléculas relacionadas con el microambiente 

inmunológico se obtuvo muestra de colon sano o tumoral (0.5 cm aprox.). El tejido fresco se 

introdujo inmediatamente en nitrógeno líquido para su congelación, macerado y 

almacenamiento en TRIzol. Siguiendo las recomendaciones del fabricante se realizó la 

extracción de RNA, el cual fue purificado utilizando las columnas RNAqueous-Micro Kit y 

DNAsa I (Thermo). La síntesis del cDNA se realizó con Maxima First Strand cDNA Synthesis 

for RT-qPCR; a partir del cual se realizaron los PCR de punto final de los genes tnfα, il-1β, 

arginasa-1, muc2, il-18, il-4, muc-1, il-10, muc5a, ifn-γ, il-23, inos e il-12. La amplificación de 

dichos transcritos (Anexo 2) se reveló mediante un gel de agarosa con bromuro de etidio y 

se determinó la expresión relativa al gen constitutivo β-actina mediante densitometría de la 

absorbancia cuantificada. La comparación de la expresión de los transcritos de los genes 

foxp3 e il-17 se realizó mediante q-PCR con el kit Kapa SYBR Fast qPCR kit Master Mix (2x) 

Universal siguiendo las recomendaciones del fabricante para analizar el cambio de expresión 

en comparación al gen constitutivo β-actina. 

 

8.7. Identificación de las poblaciones celulares mediante citometría de flujo 

Para identificar el componente inmunológico de los tejidos, se obtuvieron las células de la 

lámina propia intestinal (Anexo 3). Para ello, se removió el epitelio mediante la incubación 



19 
 

del intestino en EDTA, el cuál al ser un quelante, destruye las uniones adherentes entre estas 

células. Después, se digirió el tejido restante (el tejido linfoide debajo de la mucosa) con 

colagenasa tipo IV; con ello, las células de la lámina propia quedaron libres de la matriz 

extracelular. Finalmente se purificaron únicamente las células vivas utilizando un gradiente 

90/40 de Percoll. Se tiñó 1 ˣ 106 células con anticuerpos específicos para la identificación de 

MDSC, Mϕs, linfocitos T y la expresión de CXCR4. 

 

8.8. Análisis estadístico 

Ya que las poblaciones de sistemas de CCR no tienen una distribución normal, se utilizó la 

prueba no paramétrica de Mann Whitney para el análisis de las medianas. La significancia 

estadística se demuestra con asteriscos (*) dependiendo del valor de esta: *p < 0.1, 

**p < 0.01, ***p < 0.001 y ****p < 0.0001.   

 

 

9. Resultados 

La producción de MIF incrementa en condiciones de CCR 

 

Para identificar el papel de MIF en el microambiente tumoral de cáncer colorrectal utilizamos 

un modelo completamente deficiente de MIF por medio de ratones Mif-/-. Para demostrarlo, 

medimos la concentración de MIF en suero y en proteína obtenida de tejido intestinal. En 

ambos casos, no pudimos detectar la presencia de MIF mediante ELISA (Figura 5).  

También monitoreamos los cambios en la concentración de MIF como consecuencia del 

desarrollo de CCR, obtuvimos suero de sangre periférica antes de la inyección con AOM, 

después de cada ciclo de DSS y al finalizar el modelo (Figura 5). La concentración de MIF 

en los ratones WT antes de ser inducidos era de 1487.17 ± 832.498 pg/ml; posterior a la 

inducción se incrementó de dos a tres veces en cada punto de medición. Tras cada ciclo de 

DSS (días 12, 33, 54) y al final del modelo (día 68) se cuantificaron 6235.89 ± 1781.115 

pg/ml, 4258.9 ± 1253.646 pg/ml, 6204.66 ± 91.414 pg/ml y 4748 pg/ml de MIF, 

respectivamente. Además, este incremento también fue detectado directamente en los 

tumores (Figura 5B), donde este incremento fue más significativo (p < 0.0001). Mientras que 

en un colon sano se produce 513.3 ± 9.264 pg/ml de MIF, en uno con tumores esta cantidad 

incrementa a 21905 ± 1855 pg/ml. Estos datos demuestran que la inducción de CCR se 

asocia con la sobre-expresión de MIF en el tejido tumoral, y que este incremento es tal que 

se ve reflejado en suero sanguíneo.  
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Figura 5. La presencia de MIF a través del desarrollo del CCR. 

(A) Se observa la concentración de la proteína MIF en suero sanguíneo a través del tiempo 

en ratones WT CCR (●) y Mif-/- CCR (■) y (B) en tejido de colon al final del modelo. *p < 0.1 

y ****p < 0.000. 

 

La expresión de MIF incrementa en células epiteliales del intestino 

 

Para identificar la fuente del incremento de MIF dentro de los tumores se realizó una tinción 

de inmunohistoquímica en muestras de tejido sano y tumoral de ratones WT (Figura 6). En 

las muestras de colon WT sano (Figura 6A) se observó la expresión leve y homogénea en 

las células epiteliales. La expresión de MIF incrementa en las muestras de colon WT CRC 

(Figura 6B); se observa una marcada expresión de MIF en las células inflamatorias de la 

lámina propia y en el citoplasma de las células del epitelio regenerativo cerca de los pólipos 

neoplásicos, es decir, en aquellas menos diferenciadas. En cambio (Figura 6C), las células 

neoplásicas de los pólipos adenocarcinomatosos bien diferenciados, muestran una 

expresión moderada de MIF, y la expresión en las células inflamatorias (→) en estas zonas 

era ligeramente mayor. Es decir, que la mayor expresión de MIF se encuentra en las células 

del epitelio hiperplásico regenerativo y las células inflamatorias asociadas, y la expresión 

decrementa de manera progresiva en las células mejor diferenciadas. 
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Figura 6. Las células epiteliales intestinales son la principal fuente de MIF en el tumor.  

Se muestran micrografías representativas de la detección de MIF (café) tejido WT donde se 

observa (A) una expresión leve de MIF en tejido sano (→). (B) En los ratones WT CCR se 

observa una fuerte inmunotinción en el epitelio hiperplástico y regenerativo (*). (C) Las 

glándulas neoplásticas bien diferenciadas expresan MIF moderadamente, mientras que las 

células del infiltrado inflamatorio como los Mϕs (→) muestran una mayor inmunoreactividad. 

(Micrografías a 400X). 

 

Los ratones con CCR pierden peso desde el primer ciclo de DSS 

 

La pérdida de peso (Figura 7) es uno de los síntomas clínicos del CCR, se relaciona con la 

falta de apetito por el dolor abdominal, la diarrea constante y la incapacidad de realizar los 

movimientos intestinales (peristalsis) correctamente a causa del incremento en la masa 

tumoral hace el lumen intestinal. Por eso registramos el peso de los ratones semanalmente 

durante los 68 días del modelo. Los ratones Mif-/- mostraron una cinética de peso muy similar 

a la de los ratones WT, sin que haya deficiencias en el crecimiento a causa de su fondo 

genético. En cambio, los ratones con CCR, tanto WT como Mif-/- mostraron su incapacidad 

de ganar peso; especialmente después del primer y tercer ciclo de DSS, cuando observamos 

un pico de decremento de peso.  Paralelamente se observó la presencia de diarrea en ambos 

grupos a partir del segundo ciclo de DSS y de sangrado rectal a partir del tercero. Los 

síntomas clínicos no resultaron ser distintos entre los diferentes fondos genéticos.  
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Figura 7. Porcentaje de ganancia de peso 

En los cuatro grupos experimentales a diferentes días post inducción (p.i.). Se indican (*) los 

puntos de medición donde los grupos con CCR fueron significativamente diferentes a sus 

respectivos controles sanos. *p < 0.1. 

 

La ausencia de MIF permite un mayor desarrollo tumoral 

 

Para poder observar el desarrollo tumoral se sacrificaron los ratones en los días 34 del 

modelo AOM/DSS, cuando los ratones habían completado dos ciclos de 2% DSS (etapa 

temprana), cuando apenas aparecían los primeros pólipos visibles, y el día 68 (etapas 

avanzadas), al final del modelo.  

Posteriormente se midió el largo de los intestinos desde el ciego hasta el ano (Figura 8A y 

B); una disminución en ella refleja la pérdida de la morfología de las criptas intestinales a 

causa del desarrollo tumoral. El acortamiento de los intestinos (Figura 8A) en etapas 

tempranas no se observó si comparamos los cólones con cáncer (WT CCR= 9.52 ± 1.32 cm 

y Mif-/- CCR= 8.97 ± 1.56 cm) con sus respectivos controles sano (WT sano= 9.012 ± 1.49 

cm y Mif-/- sano). A los 68 d.p.i. el acortamiento a causa de la pérdida de la morfología 

intestinal fue significativo en ambos fondos genéticos (WT CCR= 6.64 ± 3.89 y Mif-/- CCR = 

6.708 ± 1.098). Congruente con nuestros tiempos de medición, los 34 y 68 d.p.i. 

corresponden a los primeros crecimientos hacía el lumen intestinal y el desarrollo de tumores 

que afectan el funcionamiento del colon, respectivamente. 

Posteriormente, abrimos longitudinalmente los intestinos para hacer evidente los tumores en 

la luz intestinal (Figura 8C). El crecimiento tumoral se reportó de tres maneras diferentes: 

número de tumores, el tamaño de los tumores y la carga tumoral. 
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El número de tumores representa cuántos sitios de transformación de células fueron exitosos 

por intestino y por lo tanto dieron lugar a un tumor. A los 34 d.p.i. observamos los primeros 

pólipos pequeños en ambos grupos CCR, tan sólo 3.4 ± 0.5099 en los WT y 3.250 ± 0.4787 

en los Mif-/-. Al parecer en etapas tempranas, la presencia de MIF no es determinante en el 

tiempo de aparición de tumores. Sin embargo, esta tendencia cambia a los 68 d.p.i., donde 

podemos observar un incremento en el número de tumores en los cólones Mif-/- (25.38 ± 

1.772 tumores por intestino) en comparación a los WT (13.00 ± 1.862 tumores por intestino) 

(Figura 8D). Es evidente que en ausencia de MIF, un mayor número de células transformadas 

logró convertirse en tumores bien desarrollados. 

El tamaño del tumor representa qué tanto creció un tumor, muy probablemente, a mayor 

tamaño de cada tumor, refleja mayor proliferación de las células transformadas. Los ratones 

Mif-/- no sólo tuvieron más tumores, si no que estos fueron de mayor tamaño comparados a 

los WT (Figura 8E). A los 68 d.p.i., los ratones WT habían desarrollado mayormente (70.77%) 

tumores menores a 2 mm de diámetro, mientras que el 24.62% de los tumores estuvieron 

entre 2-4 mm y tan solo el 4.62% era mayor a 4 mm de diámetro. Diferente a lo observado 

en los intestinos Mif-/-, donde el tamaño predominante (70.69%) de los tumores era de 2-4 

mm, seguido del 25.86% de tumores mayores a 4 mm de diámetro. Estos resultados indican 

que la deficiencia total de MIF, permiten a los tumores una mayor proliferación y crecimiento. 

Sin embargo, a los 34 d.p.i. el tamaño de los tumores era muy similar entre WT (58.82% 

menores a 2mm y 41.18% entre 2-4 mm) y Mif-/- (53.85% menores a 2mm y 46.15% entre 

2-4 mm). Lo que apunta a que MIF no tiene un papel en la oncogénesis, pero cobra 

importancia durante la progresión del tumor ya formado. 

La carga tumoral resume en un solo dato el número de tumores y el tamaño de estos, 

haciendo evidente el volumen de masa tumoral por intestino (Figura 8F). Por lo cual, no 

observamos diferencias significativas a los 34 d.p.i., pero sí a los 68 d.p.i, donde la carga 

tumoral era significativamente mayor en los Mif-/-, comparado con los WT. La comparación 

de ambos tiempos de medición nos indica que, aunque MIF no tiene un impacto en la 

frecuencia de la aparición de los primeros pólipos en el colon, la ausencia de esta citocina 

desencadena un mayor crecimiento tumoral. que se ve reflejado hasta los 68 días. Lo que 

nos hace pensar que MIF juega un papel favorecedor de la respuesta antitumoral, por lo cual 

es necesaria su presencia en algún punto del desarrollo tumoral.  
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Figura 8. La ausencia de MIF permite un mayor desarrollo tumoral. 

Se observan fotografías representativas comparando el largo de (A) los cólones a los 34 

d.p.i.  y (B) 68 d.p.i., de los grupos WT sano (a), WT CCR (b), Mif-/- sano (c) y Mif-/- CCR 

(d). (C) Se compara el largo de los cólones (cm) (** y *) contra su respectivo control sano. 

Después, se abrieron los cólones longitudinalmente para exponer los tumores. Se reporta el 

(D) tamaño y (E) el número de tumores, con lo cual se calculó la carga tumoral (F). *p < 0.1, 

**p < 0.01. 

 

En ausencia de MIF, los ratones tuvieron un mayor crecimiento tumoral 

 

Para identificar el crecimiento y patología tumoral, se obtuvieron muestras de intestino a los 

34 y 68 d.p.i y se realizó la tinción de H&E + azul alcián 
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La morfología del tumor se relaciona con la malignidad y el pronóstico del cáncer. Por ello, 

se realizaron tinciones con Hematoxilina, Eosina y Azul alcián y se determinó la morfología 

del tumor a los 34 (Figura 9) y 68 días post inducción (Figura 10).  

A los 34 d.p.i. observamos la formación de tumores tempranos en ambos grupos. En los 

ratones WT CCR (Figura 9A y B) observamos la pérdida de la morfología de las criptas, 

glándulas con ordenamiento de células caliciformes anormal y disminución de la producción 

de mucosa (azul), éstas glándulas conformadas por células epiteliales con bajo grado de 

displasia (Δ), incremento en el infiltrado inflamatorio, y en algunos tumores más grandes 

(Figura 9B) se observaron figuras mitóticas (→) y células epiteliales con núcleos agrandados 

(*). 

En los tumores Mif-/- (Figura 9C y D) se observó también la pérdida de la morfología de las 

glándulas (Δ) con presencia de displasia de bajo grado, aplanamiento de los núcleos en las 

células epiteliales de las glándulas (*), un alto infiltrado celular en la lámina propia y la 

presencia de eritrocitos. En algunos tumores de mayor tamaño (Figura 9) se observó la 

pérdida de la producción de mucina (azul), células con displasia de alto grado (Δ) 

caracterizado por la total pérdida de la polaridad de los núcleos, aunque la mayoría de las 

células epiteliales de las gándulas presentan núcleos aplanados o de mayor tamaño (*) y la 

presencia de figuras mitóticas (→). Es decir, en los tumores obtenidos a etapas tempranas, 

ambos grupos presentan modificaciones típicas del inicio de un proceso tumorigénico; 

mientras que, en aquellas muestras de tumores de mayor tamaño, los tumores Mif-/- 

mostraban una mayor deformación del epitelio intestinal. 
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Figura 9. A los 34 d.p.i. se observan tumores tempranos en ambos grupos. 

Micrografías representativas de comparativas de lesiones de tumores WT CCR (arriba) y Mif-

/- CCR (abajo). En ambos casos (A y C) se observa la pérdida de la morfología de las criptas 

y de las glándulas (Δ), con una menor producción de mucina (azul) y el aplanamiento de los 

núcleos en las células epiteliales (*). En el caso de los tumores más grandes en los WT (B), 

hay presencia de figuras mitóticas (→) y núcleos agrandados (*). Mientras que en los Mif-/- 

(D) además de figuras mitóticas, hay displasia de alto grado (Δ) y pérdida casi total de la 

producción de mucinas. Fotografías 40X. 

 

El análisis se realizó a los 68 d.p.i. en comparación con los ratones WT Sanos (Figura 10A), 

los ratones Mif-/- sanos (Figura 10B) presentan criptas de la mucosa del colon más cortas.  

Tanto los grupos WT CCR (Figura 10C) como Mif-/- CCR (Figura 10D) presentan 

acortamiento en las criptas formadas por células epiteliales cuboidales más pequeñas que 

en los grupos sanos, siendo más cortas en los Mif-/-. Las muestras provenientes de ratones 

Mif-/- CCR (Figura 10D) mostraron tumores más grandes con menor diferenciación glandular 

(Figura 10C y D). El infiltrado celular era mayor en el grupo WT CCR que en los Mif-/- CCR, 

con mayor abundancia de neutrófilos y Mϕs en el tumor (Figura 10E y F). 

Ambos grupos con CCR (Figura 10E y F) muestran adenocarcinomas polipoides bien 

diferenciados, con glándulas bien diferenciadas revestidas por epitelio cilíndrico estratificado 
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con núcleos atípicos heterocromáticos, figuras mitóticas, y algunas células necróticas libres 

en el lumen glandular. El epitelio no-neoplásico cerca de los tumores polipoides mostró 

hyperplasia y actividad regenerativa con abundantes células inflamatorias en la lámina 

propia. Los tumores de Mif-/- CCR mostraron una reducción en la producción de mucina, en 

comparación con los WT CCR. Comparados con los ratones WT CCR (Figura 10E), los 

ratones Mif-/- CCR (Figura 10F y H) mostraron tumores más grandes con glándulas menos 

diferenciadas y epitelio más estratificado que mostraban núcleos más grandes y figuras 

mitóticas más numerosas con una frecuencia atípica. En la base de estos tumores (Figura 

10G), había nódulos de células poligonales no-diferenciadas que invadían la sangre y vasos 

sanguíneos, lo que denota mayor grado de malignidad en los tumores Mif-/- que los tumores 

observados en WT CCR (Figura 10H), los cuales no exhibían estas anormalidades 

histológicas. El infiltrado de células inflamatorias fue mayor en los tumores WT CCR, en 

especial de neutrófilos y Mϕs que en los Mif-/- (Figura 10G y H). 
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Figura 10. Los ratones deficientes de MIF desarrollan tumores menos diferenciados y 
de mayor tamaño después de 68 días p.i. 

Micrografías representativas comparativas de lesiones en ratones WT (panel izquierdo) y 

Mif-/- (panel derecho) a los 68 días después de la inyección con azoximetano. (A) Estructura 

histológica normal de la mucosa del colon de ratones WT y (B) Mif-/-. (C) Se muestran pólipos 

bien diferenciados en los ratones WT y de mayor tamaño en los Mif-/- (D). (E) Los tumores 

en los ratones WT están constituidos por células neoplásicas organizadas en glándulas bien 

diferenciadas, en algunas se observan células necróticas separadas y abundante mucina 

(azul), lo que denota un adenoma bien diferenciado. (F) En contraste, los ratones Mif-/- 

mostraron glándulas neoplásicas con un epitelio más estratificado, menor producción de 

mucinas y numerosas figuras mitóticas (flechas) que denotan menor grado de diferenciación. 

(G) Micrografía de la base del tumor desarrollado en WT, se muestran glándulas bien 

diferenciadas revestidas de células neoplásicas epiteliales que exhiben núcleos 

hipercrómáticos, el estroma circundante muestra numerosas células inflamatorias y vasos 

sanguíneos distendidos. (H) En contraste, la base del tumor desarrollado por los ratones Mif-

/- muestra glándulas más pequeñas y menos desarrolladas, el tejido circundante (músculo 

liso) muestra escaso infiltrado inflamatorio y células neoplásicas cuboides, algunas de estas 

células están en el lumen de los vasos sanguíneos denotando invasión hematógena 

(flechas). Fotografías 40X. 

 

 

La respuesta inmune está disminuída en los ratones Mif-/- 

 

Una de las posibles causas en la diferencia del desarrollo tumoral, es que los ratones Mif-/- 

tengan una respuesta anti-tumoral disminuida, por lo tanto el sistema inmune permitiría la 

proliferación de las células tumorales, sin oponer tanta resistencia como en los ratones WT. 

Entonces evaluamos la capacidad proliferativa de los linfocitos específicos para antígenos 

tumorales con un re-estímulo ex-vivo (Figura 11). Como control de proliferación se estimuló 

a los linfocitos T con un anticuerpo anti-CD3 que causa la activación de los linfocitos vía TCR 

sin necesidad de exponerlo a antígeno.   

Gracias al control y a la exposición de linfocitos de ratones sanos a antígeno de colon sano, 

observamos que no existen diferencias en la capacidad proliferativa entre WT y Mif-/- a causa 

de la deficiencia de MIF, esto valida nuestro análisis. 

Al re-exponer los linfocitos a sus respectivos antígenos tumorales, observamos una 

disminución en la proliferación en los Mif-/- CCR. En el caso de los linfocitos WT, al contacto 

con el antígeno tumoral, la proliferación incrementó a 4746.67 ± 94.667 cuentas por minuto 

(CPM); diferencia notoria con aquellos linfocitos que fueron expuestos a antígeno de colon 

sano, cuya proliferación fue de 2045 ± 35.5 CPM. Por otro lado, la exposición de linfocitos 

Mif-/- no causó un incremento en la proliferación de los linfocitos; en condiciones normales 
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(sanos) la proliferación detectada era de 1860 ± 6 CPM, mientras que en condiciones de 

CCR fue de 2150 ± 17 CPM.  

Las diferencias en la proliferación de linfocitos pueden ser causadas por la inmunogenicidad 

del tumor o la capacidad de respuesta de los linfocitos, las cuales no fueron evaluadas; sin 

embargo, nos permite identificar que existe una diferencia en la respuesta inmune de los 

linfocitos T ante antígenos tumorales, estando disminuida en los ratones Mif-/-. 

 

 

 

 

Figura 11. Respuesta ex vivo de los linfocitos ante antígeno tumoral. 

Los esplenocitos de ratones WT y Mif-/- fueron re expuestos a antígenos tumorales o 

antígenos de colon sano, provenientes del mismo grupo. Se observa la capacidad de 

proliferación de los linfocitos ante antígenos tumorales. La proliferación mediante la 

incorporación de timidina tritiada ([3H] TdR se reporta en cuentas por minuto (CPM). 

***p < 0.001. 

 

En ausencia de MIF, se ve afectada la presencia de células NK en el tumor 

 

Ya que las células NK pueden reconocer y eliminar células transformadas en las etapas 

iniciales del desarrollo tumoral [94] evaluamos la presencia de estas células en tumores 

tempranos mediante inmunohistoquímica.  

 

A los 34 d.p.i. identificamos la presencia de células NK mediante inmunohistoquímica usando 

un anticuerpo primario anti-CD335 (Figura 12).  No observamos presencia de células NK en 

los cólones sanos de WT (Figura 12A) ni Mif-/- (Figura 12B). Identificamos una mayor 

presencia de células CD335+ en el epitelio de los tumores WT CCR (Figura 12C y E) en la 

lámina propia cercana a las zonas con presencia de células neoplásicas proliferativas 
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(flechas rojas) en comparación a los tumores Mif-/- CCR (Figura 12D), incluso en zonas de 

alto infiltrado celular de los Mif-/- CCR (Figura 12F).  

 

 

 

Figura 12. Identificación de células NK a los 34 d.p.i. 

Micrografías representativas de cortes transversales de colon a 40X con desarrollo tumoral 

temprano de ratones WT (panel izquierdo) y Mif-/- (panel derecho). Las células NK (café) se 

tiñeron mediante inmunohistoquímica con el anticuerpo primario anti-CD335. Las muestras 

de tejido sano (A y B) no muestran presencia de células NK. En el caso de las muestras WT 
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CCR (C y E) y Mif-/- CCR (D y F), se observa la acumulación de células NK en el epitelio, 

principalmente cerca de las zonas con presencia de células neoplásicas proliferativas.  

Fotografías 40X. 

 

La deficiencia de MIF causa una menor presencia de Mϕs en el tumor 

 

Los Mϕs son moduladores del microambiente tumoral y su presencia está relacionada con la 

deformación de las criptas del intestino en etapas tempranas. Dado que MIF es ligando de 

CXCR2 en Mϕs, evaluamos la presencia de estos en el tumor en etapas tempranas y 

avanzadas mediante inmunohistoquímica, usando un anticuerpo específico para Mϕs: anti-

F4/80. 

 

Los ratones sanos (Figura 13A), tanto WT como Mif-/-, presentan una distribución uniforme 

de células F4/80+ en la lámina propia. Los números basales son similares entre WT y Mif-/-, 

(Figura 13B y C), lo que demuestra que no hay diferencias en la presencia de estas células 

de manera inicial.  A los 34 d.p.i. (Figura 13A) se comparó la presencia de Mϕs en el área de 

la mucosa intestinal en zonas con lesiones tempranas. Observamos que en etapas 

tempranas la presencia de Mϕs es mayor en ambos grupos con CCR pero no entre WT y 

Mif-/- (Figura 13B). A los 68 d.p.i (Figura 13A y C) se observó un mayor número de células 

F4/80+ en el estroma de los tumores WT en comparación de los Mif-/-, sin embargo, este 

número fue similar en el margen tumoral y en las zonas de tejido no neoplásico (sano).  

Demostrando que en los ratones Mif-/- hay un menor número de Mϕs en el estroma tumoral, 

pero no en el margen o el tejido sano. 
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Figura 13. Identificación de Mϕs en pólipos tempranos. 

Se observan (A) fotografías representativas de cortes histológicos transversales 40X de 

colon sano o a los (B) 34 d.p.i. y (C) 68 d.p.i. donde se identificaron los Mϕs (café) con un 

anticuerpo primario anti-F4/80. Se realizó un conteo de células positivas por campo a 40X, 

en (B) las lesiones tempranas y (C) tejido sano, el margen tumoral (M) y el estroma tumoral 

(E). *p < 0.1 y ***p < 0.001. 

 

La ausencia de MIF modifica la proporción de Mϕs M1/M2 en el tumor 

 

La modulación del microambiente tumoral por parte de los Mϕs no solo depende de su 

abundancia y localización, también de su polarización. Para ello se identificaron las células 

positivas para iNOS, característica del perfil M1, y para arginasa-1, característico de M2. En 
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conjunto, ambos marcadores permiten determinar el perfil de polarización de Mϕs prevalente 

en el tumor. En los grupos sanos (Figura 14A, B, E y F) se observan algunas células aisladas 

que expresan iNOS o arginasa-1, sin mostrar ninguna polarización del microambiente del 

colon. En los ratones WT CCR (Figura 14C-D) se observó una mayor cantidad de células 

que expresan iNOS cercanas a las células del epitelio glandular y una menor cantidad de 

células que expresan arginasa-1 dispersas en la lámina propia. Es decir, en los ratones WT 

la polarización de los Mϕs es principalmente M1. En los ratones Mif-/- CCR (Figura 14G-H) 

la proporción y distribución de las células que expresan iNOS y arginasa-1 fue similar, 

demostrando la presencia de Mϕs M1 y M2 en el microambiente intestinal. 

 

A los 68 d.p.i. se observó que en las lesiones de WT CCR, con células displásicas y 

proliferativas hay una expresión abundante de iNOS (Figura 15A) y arginasa-1 (Figura 15B), 

principalmente en las células de la lámina propia. En las zonas con tumores más 

desarrollados, los ratones WT expresaban mayormente iNOS (Figura 15C), en particular en 

zonas cercanas al epitelio proliferativo, cercano a los márgenes tumorales, y una baja 

expresión de arginasa-1 (Figura 15D), asociado a zonas de infiltrado inflamatorio. Mientras 

que en las muestras Mif-/- se observaba lo contrario, la expresión de iNOS (Figura 15E) fue 

menor en comparación a la de arginasa-1 (Figura 15F), la cual se observa en células 

infiltradas dentro de las glándulas y cercanas al epitelio proliferativo. Esta distribución se 

repite aún en las muestras con mayor grado de displasia o mayor deformación glandular 

(Figura 15G y H), donde además se observa una alta expresión de arginasa-1 en las células 

infiltradas en el epitelio y en la lámina propia. 
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Figura 14. Identificación de Mϕs a los a los 34 d.p.i. 

Micrografías representativas de cortes transversales de colon a 40X con desarrollo tumoral 

temprano de ratones WT y Mif-/-. Mediante inmunohistoquímica se identificaron las células 

positivas (café) para iNOS (panel izquierdo) y arginasa-1 (panel derecho). Las muestras de 

tejido sano, tanto WT (A y B) como Mif-/- (E y F) presentan poca inmunoreacción para ambas 

moléculas. Las muestras WT CCR tienen una mayor expresión de iNOS (C) que de Arginasa-

1. Por el contrario, en las muestras Mif-/- se observan células reactivas tanto para iNOS (G), 

como para arginasa-1 (H). Fotografías 40X.  
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Figura 15. Identificación de Mϕs a los a los 68 d.p.i. 

Micrografías representativas de cortes transversales de colon a 40Xc de tumores bien 

desarrollados en ratones WT y Mif-/-. Mediante inmunohistoquímica se identificaron las 

células positivas (café) para iNOS (panel izquerdo) y arginasa-1 (panel derecho). Las 

muestras WT CCR (A y C) presentan abundantes células iNOS+ en la lámina propia del 

intestino y cercanas a las células del epitelio glandular, y una menor expresión de arginasa-

1 (B), principalmente localizada en el infiltrado celular y en la lámina propia (D). Mientras que 

en los tumores Mif-/- hay una expresión escasa de iNOS (E) y una alta expresión de arginasa-

1 (F) aún en los tumores más avanzados (G y H). Fotografías 40X. 
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MIF influye en el perfil inmunológico del microambiente tumoral 

 

MIF es un importante promotor de la respuesta inflamatoria, y ya que observamos que los 

tumores de CCR incrementan la producción de MIF, evaluamos si esto es debido a la 

necesidad de potencializar la respuesta inmune antitumoral.  

 

Expresión de genes 

Primero, determinamos la expresión relativa de genes relacionados con la polarización de 

los linfocitos T en respuesta al microambiente tumoral. Identificamos genes asociados a la 

respuesta de tipo inflamatoria promotora de la citotoxicidad (Th1), anti-inflamatoria (Th2), 

inflamatoria (Th17) y supresora de T-reguladoras (T-regs). 

 

A los 34 d.p.i. (Figura 16) no observamos ninguna diferencia entre la expresión de genes en 

WT y Mif-/- CCR mediante RT-PCR, en las citocinas inflamatorias del perfil Th1 (Figura 16A), 

las anti-inflamatorias del perfil Th2 (Figura 16B); tampoco en il-17 (Figura 16C) ni foxp3 

(Figura 16D). 
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Figura 16. Expresión de genes relacionados con la respuesta inmune a los 34 d.p.i. 

Se observa la expresión relativa de los genes relacionados con la respuesta Th1 (A), Th2 

(B), Th17 (C) y de T-regs (D) en comparación al gen constitutivo β-actina. 

 

A los 68 d.p.i. no se observaron diferencias significativas mediante PCR punto final en la 

expresión los genes que codifican para citocinas inflamatorias del perfil Th1 (Figura 17A) ni 
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anti-inflamatorias  del perfil Th2 (Figura 17B). En el caso de las citocinas relacionadas con el 

perfil Th17 (Figura 17C) y T-supresor (Figura 17D), no se observaron diferencias en la 

expresión de il-23, tgf-β ni foxp3, este último analizado mediante q-PCR. Sin embargo, se 

observó una mayor expresión de los transcritos de il-17 evaluada por q-PCR (Figura 17D) en 

el grupo de los ratones Mif-/- CCR (mean fold change/ WT sano 22.864 ± 1.007), en 

comparación al grupo WT con CCR (mean fold change/ WT sano 6.226 ± 0.943). 

 

Figura 17. Expresión de genes relacionados con la respuesta inmune a los 68 d.p.i. 

Se observa la expresión relativa de los genes relacionados con la respuesta Th1 (A), Th2 

(B), Th17 (C) y de T-regs (D) en comparación al gen constitutivo β-actina. La expresión 

relativa de ls genes il-12, il-1β, tnf-α, il-18, ifn-γ, il-4, il-10, il-23 y tgf-β se midió mediante PCR 



40 
 

de punto final. El cambio en la expresión de los genes il-17 y foxp3 se evaluó mediante PCR-

tiempo real. *p < 0.1 y ***p < 0.001. 

Concentración de citocinas 

Ya que se observó la mayor diferencia en la expresión de il-17 a los 68 d.p.i.; se determinó 

la concentración de citocinas del perfil Th17 en la proteína total obtenida de colon (sano o 

tumoral) mediante un ensayo multiplex para detectar el panel de moléculas Th17 (Figura 18). 

 

Observamos que no existen diferencias en la concentración de IL-17F, IL-22, IL-23, IL-31 y 

IL-33 entre las muestras con cáncer WT y Mif-/- (Figura 18A). Pero sí se observó el 

incremento de la concentración de IL-21 en las muestras WT CCR (39.4 pg/ml), en Mif-/- 

CCR (25.68 pg/ml) permaneció similar a los controles sanos. El mismo efecto se observó en 

la quimioicina MIP-3α (Figura 18B), también conocida como CCL20, ya que en presencia de 

MIF se observa incrementada en CCR (WT= 64.19 pg/ml), mientras que la concentración en 

los Mif-/-  es similar (33.48 pg/ml) a los controles sanos. 
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Figura 18. Concentración de moléculas relacionadas con el perfil Th17. 

Se muestra la concentración de algunas (A) citocinas y (B) la quimiocina MIP-3α (CCL-20) in 

situ relacionadas con el perfil Th17 a los 68 d.p.i. *p < 0.1 y **p < 0.01.   
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MIF es necesario para la generación de MDSC 

Las Células Supresoras Derivadas de Mieloides (MDSC por sus siglas en inglés), son células 

anormalmente producidas ante la necesidad de una producción incrementada de leucocitos. 

Estas células generalmente son observadas en tumores avanzados, siempre con un mal 

pronóstico. Por ello, a los 68 d.p.i. medimos la presencia de estas células mediante citometría 

de flujo con el uso de los marcadores clásicos CD11b y Gr1. Identificamos tres poblaciones: 

células CD11b+ F4/80- Gr1hi (GR1+), células CD11b+ Gr1lo F4/80+ (TAMs) y CD11b+ GR1- 

F4/80+ (Macrófagos). Además, que se diferenciaron aquellos con un fenotipo similar al de 

Mϕs con F4/80 (Figura 19).  Observamos la ausencia de la población Gr1+ F4/80-, que se 

identificaron como MDSC (GR1+) en los tumores Mif-/-, así como la falta de una población 

definida GR1- F4/80+. 
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Figura 19. Poblaciones de MDSC en el tumor a los 68 d.p.i. 

Se muestra la estrategia experimental (A) que se utilizó en para determinar las poblaciones 

celulares mediante citometría de flujo. (De izquierda a derecha) a partir de células 

individuales (dot plot 1: singlets) se eliminaron los restos celulares, analizando las células en 

un amplio rango de tamaños y complejidades (dot plot 2: size), y a partir de las células 

CD11b+ (dot plot 3: CD11b) se identificaron las células GR1+ F4/80- (Contour plot: GR1), 

GR1+ F4/80+ (Contour plot: TAMs) y GR1- F4/80+ (Contour plot: Mϕs). (B) se observan 

contour plots representativos de cada grupo y (C) el porcentaje de cada uno con relación a 

la población CD11b. 

 

10. Discusión  

En el presente trabajo se estudia el papel de MIF en la respuesta inmune anti-tumoral en el 

desarrollo del CCR. Los estudios previos (resumidos en la sección 4.2.1) han demostrado 

cómo las células tumorales del colon son capaces de expresar el receptor de MIF, CD74, y 

usar la señalización desencadenada por esta citocina en beneficio de su supervivencia, 

crecimiento, proliferación y migración. Es decir, se enfocan en el efecto de MIF sobre las 

células tumorales. Sin embargo, este proceso es el resultado de la adaptación de las células 

tumorales mediante el cual “toman control” de la respuesta inmune del hospedero contra 

ellas. Esta tesis explica esa respuesta anti-tumoral mediada por MIF. 

El modelo de CCR químico fue elegido por asemejar el proceso inflamatorio, que se observa 

en humanos, a través de la administración oral de DSS; además de la alta reproducibilidad y 

relativo bajo costo del modelo [95] . Esto nos permitió analizar la influencia del sistema 

inmune en el desarrollo tumoral. Otra ventaja de nuestro modelo es que los ratones Mif-/- 

son completamente deficientes de MIF, aún en condiciones de cáncer. En otros modelos de 

CCR (resumidos en la sección 4.2.1) en ratones Mif-/- se han implantado líneas celulares de 

CCR, donde al no ser líneas deficientes de MIF, producen altas concentraciones de esta 

citocina y por lo tanto no es posible analizar el microambiente tumoral en ausencia total de 

MIF. Al realizar nuestro modelo de carcinogénesis química en ratones Mif-/-, las células 

tumorales comparten este genotipo; así que reportamos por primera vez las características 

histológicas e inmunológicas de tumores colorrectales en un sistema completamente libre de 

MIF.  

El incremento significativo de la concentración de MIF en el suero de ratones WT CCR denota 

la importancia de esta citocina. Al cuantificar la concentración de MIF en suero sanguíneo 

durante el desarrollo de CCR pudimos observar cambios a lo largo del tiempo, posiblemente 

correlacione con la severidad de la enfermedad ya que el patrón de cambio es similar al del 

porcentaje de peso. Otros estudios como los de Legendre y Chen [73,88] sugieren esta 

correlación, y señalan que MIF podría ser un marcador sensible para el diagnóstico de CCR. 

A pesar de que no se reportan cambios en la concentración en suero de otras citocinas en 
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este modelo [2], es interesante el incremento significativo de MIF en sangre periférica. 

Posiblemente, porque MIF debe ser secretado a torrente sanguíneo para atraer a los 

monocitos hacia el tumor actuando como una quimiocina. 

La concentración y localización de MIF dentro del tumor refleja la importancia biológica de 

esta citocina en el modelamiento del microambiente tumoral. En el tejido tumoral de ratones 

WT CCR, la concentración de MIF fue 42 veces mayor a la detectada en el tejido sano del 

grupo WT Sano, esto es similar a lo reportado por He en 2009, quien observó un incremento 

de MIF de 20-40 veces en muestras de CCR y órganos con metástasis proveniente del colon, 

en comparación con el tejido sano [75]. La fuente de MIF en nuestras muestras fueron las 

células epiteliales del tejido tumoral. Es posible observar un gradiente de expresión de MIF 

que correlaciona con la des-diferenciación celular, también las glándulas neoplásicas y las 

células del infiltrado inflamatorio, como los Mϕs. Es decir, MIF se expresa mayormente en 

las células cercanas a los pólipos neoplásicos, posiblemente como una señal de daño que 

permita atraer células inflamatorias y activarlas hacia un perfil que favorezca la destrucción 

del tumor. Esta misma producción elevada de MIF, será utilizada de manera autócrina y 

parácrina por las células tumorales para favorecer su malignidad, posteriormente. 

A los 34 y 68 d.p.i. se cuantificó el número y tamaño de los tumores. A los 34 d.p.i. no se 

observaron diferencias en la carga tumoral entre los ratones WT y Mif-/-; mientras que a los 

68 d.p.i observamos que la deficiencia total de MIF, permitió a los tumores una mayor 

proliferación y crecimiento. Esto sugiere que MIF no está involucrado en la tumorigénesis, si 

no que favorece directamente la proliferación de células tumorales como se ha reportado 

previamente [75,77,78]. La comparación de etapas tempranas con etapas avanzadas sugiere 

que el papel favorecedor del tumor sucede después de que el tumor se ha formado. Además, 

los tumores desarrollados por los ratones Mif-/- son menos diferenciados y de mayor tamaño 

que aquellos en los ratones WT. Por otro lado, en los ratones Mif-/- se observó una mayor 

pérdida de las mucinas. Las mucinas son glicoproteínas secretadas por las células 

caliciformes que protegen el colon y forman moco de alta densidad que recubre la mucosa. 

La pérdida de este moco se relaciona con el desarrollo de adenocarcinoma en el colon [95]. 

Esto corresponde al mayor grado de displasia, des-diferenciación celular y pérdida de la 

estructura de las glándulas en los ratones Mif-/-. Como se discute previamente, MIF favorece 

el crecimiento tumoral, al parecer después de que el tumor se ha formado; nosotros 

observamos que los ratones Mif-/- desarrollan tumores menos diferenciados y grandes. Una 

posible explicación es que durante las etapas tempranas la secreción de MIF atraiga células 

de la inmunovigilancia y favorezca el establecimiento de un microambiente tumoral que 

propicie la destrucción tumoral. 

Para determinar si la respuesta anti-tumoral era deficiente en los ratones Mif-/- se realizó un 

experimento in vitro donde co-cultivamos Mϕs WT expuestos a antígeno tumoral (WT o Mif-

/-) junto a esplenocitos obtenidos de ratones con CCR 68 d.p.i. La proliferación rápida (24 

horas) de los linfocitos al re-encontrarse con su antígeno refleja su activación y capacidad 
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de respuesta. Observamos que los linfocitos provenientes de ratones Mif-/- CCR fueron 

incapaces de responder a antígeno tumoral proveniente de los tumores Mif-/- como 

consecuencia de una respuesta inmune adaptativa anti-tumoral deficiente. Los tumores 

sólidos tienen mecanismos de evasión del sistema inmune [21] que pueden ser clasificados 

en dos grupos: la inmunomodulación del sistema inmune por las células tumorales y la 

pérdida de inmunogenicidad de las células tumorales [96]. En este caso, es posible que la 

ausencia de MIF genere un microambiente permisivo para el crecimiento tumoral. En Mϕs, 

MIF puede activar la vía de las MAP-cinasas mediante la fosforilación de ERK1/2, la 

traslocación del factor de transcripción NF-κB y consecuentemente la producción de citocinas 

pro-infamatorias que favorecen la proliferación y activación de los linfocitos [97]. 

Probablemente, ante la ausencia de MIF hay una deficiencia en la activación clásica de los 

Mϕs, llevando a un déficit en la activación de los linfocitos Mif-/- hacia un perfil inflamatorio. 

Además, MIF es un gatillo para la respuesta inflamatoria al incrementar la secreción de 

citocinas de tipo Th1 y Th17 [3], relacionado con la actividad citotóxica anti-tumoral [98]. Por 

lo que es posible que en ausencia de MIF disminuya la respuesta efectora contra las células 

transformadas durante la fase de “eliminación”, permitiendo el crecimiento tumoral sin oponer 

tanta resistencia como en los ratones WT.  

Por lo tanto, identificamos el mecanismo mediante el cual MIF promueve la respuesta 

antitumoral al evaluar la presencia de células NK, Mϕs, linfocitos, y el perfil inmunológico en 

el tumor en el sistema in vivo. 

Ya que las células NK pueden reconocer y eliminar células transformadas en las etapas 

iniciales del desarrollo tumoral [94] y mantienen baja actividad durante el resto de la 

enfermedad [99] analizamos su presencia a los 34 d.p.i. Se observó la presencia de células 

NK cercana a las células epiteliales proliferativas y displásicas, principalmente en ratones 

WT, lo que refleja su papel en la inmunovigilancia como reconocedoras de las células 

transformadas. Mientras que en los ratones Mif-/- se observó una menor cantidad de células 

NK, principalmente como parte del infiltrado inflamatorio y algunas en la lámina propia. No 

se ha reportado la relación directa entre MIF y la presencia de células NK. Pero es posible 

correlacionar la ausencia de células NK con una menor activación de Mϕs y de la respuesta 

Th1, desencadenada por la producción de IFN-ɣ e IL-18 [100].  Además de que las células 

NK secretan quimiocinas que pueden atraer células presentadoras al tumor y aumentar la 

producción de otras quimiocinas que potencializan el reclutamiento de células T [101]. Sin 

embargo, no sabemos si la ausencia de células NK es consecuencia directa de la ausencia 

de MIF o indirectamente, como resultado de algún otro proceso incompleto.  

Ya que MIF es ligando para CXCR2, el cual se expresa en monocitos/Mϕs evaluamos la 

presencia de Mϕs infiltrados en el tumor. Identificamos una menor cantidad de Mϕs en etapas 

avanzadas del desarrollo tumoral en los ratones Mif-/-; estas diferencias se identificaron en 

el estroma tumoral, donde se acumulan los Mϕs provenientes de circulación, y no en el 

margen, donde se ubican los Mϕs residentes. A pesar de haber inducido inflamación al inicio 
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del modelo, el microambiente tumoral se vuelve progresivamente inmuno-modulador, 

lcaracterizado por macrófagos M2, lo que permite el crecimiento del tumor [102]. En CCR la 

presencia de Mϕs se relaciona con un pronóstico favorable en cuanto a la supervivencia de 

los pacientes, especialmente los M1, y su respuesta efectora ya ha sido reportada como 

parte del proceso inicial de eliminación tumoral [102]. 

 

La activación clásica de los Mϕs está relacionada con la activación de la respuesta Th1 [102]. 

M1 (productores de IL-12, IL-23 y óxido nítrico [NO]) favorecen un microambiente tumoral 

hostil para las células transformadas pues las citocinas que secretan activan la función 

efectora de las células T citotóxicas [103,104]. En etapas tempranas de nuestro modelo, es 

clara la prevalencia de Mϕs M1 en el tumor WT, mientras que en los tumores Mif-/- parece 

haber un equilibrio entre M1/M2, es decir que la inflamación en el tumor WT era mayor. En 

los tumores de etapas avanzadas, vemos que en algunas muestras WT hay un equilibro 

entre M1/M2, mientras que los ratones Mif-/- ya tienen una fuerte polarización hacia M2. Es 

posible que la respuesta anti-tumoral de los Mϕs sea menor y eficacia, llevando al 

establecimiento de un microambiente inmuno-regulatorio más pronto en los tumores Mif-/-. 

La presencia y polarización de los Mϕs influye directamente en la activación de los linfocitos 

T mediante la presentación de antígeno y la secreción de citocinas. A su vez los diferentes 

perfiles de los linfocitos pueden ser identificados mediante las citocinas que secretan [105]. 

Ya que MIF es también un ligando de CXCR4, y que no hay diferencia entre el porcentaje de 

linfocitos T en el tumor [92],identificamos los transcritos de genes que codifican citocinas 

características de los diferentes perfiles de activación linfocitaria, sin embargo no se 

encontraron diferencias significativas, excepto en la expresión de il-17a, la cual es mayor en 

los tumores Mif-/- que en los WT. 

A continuación, evaluamos la concentración de algunas moléculas relacionadas con la 

respuesta Th17 en etapas tardías y encontramos que IL-21 y MIP-3 se encontraban 

incrementadas en los tumores del grupo WT CCR, mientras que en los tumores Mif-/- la 

concentración de estas proteínas es similar a la de los controles sanos. IL-21 es una citocina 

principalmente producida por las células NK y CD4+ [106], la cual tiene propiedades 

inflamatorias en diferentes tipos celulares; por ejemplo, favorece la activación de los Mϕs, la 

fagocitosis y la producción de IL-8, además que incrementa la supervivencia, citotoxicidad y 

actividad anti-tumoral de los linfocitos CD8+. En las NKs, IL-21 estimula la producción de 

IFN-γ y la granularidad [107]. IL-21 también disminuye la diferenciación y supervivencia de 

las células T-regs [108] y amplifica la respuesta Th17 [109]. En algunos casos se ha 

observado que IL-21 puede promover la transición de M2 a M1 en Mϕs asociados a tumor 

[110]. Estas propiedades la relacionan con el incremento en la respuesta inmune antitumoral, 

que va de la mano con la polarización M1 de los Mϕs que observamos en los tumores WT.  
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Además, IL-21 incrementa la secreción de MIP-3α por las células epiteliales [111], la cual es 

una quimiocina (también conocida como CCL20) que se secreta en concentraciones bajas 

constitutivamente en estas células e incrementa en condiciones inflamatorias (TNF-α, IL-1β 

e IL-21) [111]. Es por eso que observamos el incremento de IL-21 y MIP-3α en los ratones 

WT, como consecuencia al proceso inflamatorio causado por la exposición a DSS, mientras 

que la concentración de estas citocinas en los ratones Mif-/-  es similar a las de los grupos 

sanos ya que como se ha reportado previamente, MIF es necesario para el establecimiento 

de la colitis experimental murina [112][4][3].  Es interesante como en las pruebas realizadas 

mediante PCR se observa un incremento en los transcritos de il-17a a los 68 días en los Mif-

/- CCR, pero cuando revisamos la concentración de proteínas relacionadas con Th17, IL-21 

y MIP-3α están disminuidas en este grupo.  Será necesario aclarar esta discrepancia 

mediante un análisis minucioso sobre MIF y la respuesta Th17 en el tumor. 

Finalmente analizamos la presencia de las MDSC. Estas células son características de 

tumores en etapas avanzadas y correlacionan con un mal pronóstico en pacientes [113]. Las 

MDSC son células inmaduras conformadas por subpoblaciones con características 

monocíticas y granulocíticas: ambas con propiedades inmuno-regulatorias que inhiben la 

respuesta anti tumoral [114]. Así que evaluamos la presencia de MDSC mediante citometría 

de flujo con el uso de los marcadores Gr1, CD11b y F4/80. La población Gr1hi F4/80- 

representa a las MDSC (en la figura GR1+) que no tienen características de macrófagos. 

Estas se vieron incrementadas en los ratones WT, pero no en los Mif-/- en condiciones de 

CCR. Previamente se ha señalado que MIF es necesario para la formación de MDSC [115]. 

Y que además, estas células expresan el receptor CXCL2, por lo cual MIF es capaz de actuar 

como una quimiocina sobre ellas [116], lo cual puede explicar la ausencia de esta población 

en los tumores Mif-/-. Es interesante, que las MDSC poseen mecanismos inmunoregulatorios 

relacionados con la expresión de Arg1, PDL-1 y P-STAT3 [116], aunque esto no correlaciona 

con el microambiente regulatorio que observamos en los Mif-/-. Esto puede deberse a un 

mecanismo alternativo, posiblemente más relacionado con las poblaciones de macrófagos 

M2. Observamos una población CD11b+ Gr1lo F4/80+ (denominada TAMs en esta tesis), la 

cual se ha reportado como una población en una fase intermedia entre MDSC y Mϕs, y que, 

al diferenciarse completamente en  Mϕs pueden tener un mayor efecto inmunosupresor que 

las mismas MDSC [117]. En nuestro caso, no observamos diferencias significativas en esta 

población: sin embargo, es posible que tenga un efecto en las poblaciones de Mϕs. LA 

tercera población que se observó en este análisis fue una CD11b+ GR1- F4/80+ 

(denominada Macrófagos en esta tesis). A pesar de no encontrar diferencias 

estadísticamente significativas, si observamos que esa población no era tan definida en los 

ratones Mif-/- como lo era en los WT CCR. Es más, la distribución de las células de esta 

población era similar a la observada en los grupos control. Es posible entonces que la 

ausencia de MIF disminuya el porcentaje de células MDSC en el tumor, y a su vez esto 

influya en el porcentaje de macrófagos maduros en él. Sumado a la ausencia de MIF como 

activador de estos macrófagos hacia un perfil inflamatorio, esto explicaría el microambiente 
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permisivo para el desarrollo tumoral que se observó en los ratones Mif-/-. Aún falta determinar 

si la deficiencia de MDSC en el tumor es directamente la causa de la disminución de 

macrófagos en el tumor o se trata de dos poblaciones diferentes. 

En conjunto, los datos presentados en esta tesis demuestran que MIF favorece la respuesta 

inmune anti-tumoral al favorecer la quimiotaxis de monocitos que se polarizaran a Mϕs hacia 

tumor, en especial del tipo M1 y la presencia de células NK. Mientras que la ausencia de esta 

citocina resulta en la desregulación de la respuesta Th17 y un mayor crecimiento tumoral. 

MIF contrarresta el crecimiento de tumores colorrectal colorrectales al favorecer la respuesta 

inflamatoria, posiblemente desde etapas tempranas. Por otro lado, su papel pro-tumoral, 

reportado ampliamente por diversos autores, podría ocurrir en etapas avanzadas del 

desarrollo tumoral, cuando las células tumorales que expresan CD74 han sido 

seleccionadas. 

La aparente discrepancia entre los estudios previos mencionados en la sección 4.2.1 y los 

obtenidos en esta tesis se deben principalmente a dos factores: el modelo experimental y 

que nuestro estudio se enfoca en la respuesta inmune (no en los procesos propios de las 

células tumorales).  

En el caso del modelo experimental, nosotros utilizamos un modelo completamente 

deficiente de MIF, en el cual, además, el tumor se desarrolló a partir de células sanas y fue 

pasando por los diferentes estadios; desde la presencia de focos de criptas aberrantes, hasta 

que las células transformadas prevalecientes desarrollaron tumores con diversos grados de 

diferenciación. En algunos de los modelos previos se utilizaron líneas celulares 

tumorigénicas, las cuales no permitían observar la interacción de MIF con el microambiente 

inflamatorio temprano y su efecto en la transición hacia células tumorales. Además de que 

las líneas celulares implantadas no son completamente deficientes de MIF. Esto concuerda 

con el estudio realizado por Choi en 2012 [90] donde se generaron tumores mediante la 

implantación de la línea celular CT26 en ratones Mif-/-. Este trabajo demuestra que los 

linfocitos T (tanto T-reguladores como T citotóxicos) son atraídos específicamente hacia el 

tumor en los ratones Mif-/- debido a las altas concentraciones de MIF generadas por las 

células CT26. Es decir, que el microambiente inmunológico generado en ese tumor no 

necesariamente responde al genotipo del ratón (en ese caso, deficiente de MIF). La 

relevancia de nuestro modelo es justamente la generación de un microambiente sin MIF, que 

da origen a células tumorales que no son productoras de MIF. Esto nos permitió aclarar el 

papel de esta citocina desde el desarrollo de los primeros pólipos, hasta la interacción del 

sistema inmune con tumores de mayor tamaño.  

Es necesario aclarar que en esta tesis se estudió la respuesta inmune, a diferencia de 

muchos de los trabajos que se han hecho en cuanto a MIF y CCR. Los antecedentes 

presentados en la sección 4.2.1. definen claramente cómo MIF es utilizado por las células 

tumorales a su favor, principalmente en etapas avanzadas del desarrollo tumoral. En nuestro 
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caso observamos cómo MIF es necesario para la activación del sistema inmune innato 

favoreciendo la presencia de NKs y macrófagos en el tumor, y limitando la polarización de 

macrófagos hacia un perfil anti-inflamatorio. También, que su producción aumenta con la 

presencia de células epiteliales menos diferenciadas. Además de que es claro que tiene un 

impacto en la producción de citocinas y en la formación de MDSC en etapas avanzadas. Es 

decir, que MIF puede tener diferentes papeles dependiendo con el momento del desarrollo 

tumoral; en etapas iniciales favorece la respuesta inmune innata anti-tumoral, mientras que 

en etapas avanzadas las células transformadas lo utilizan a su favor, y además permite el 

desarrollo de MDSC.  

 

 

 

11. Conclusión 

 

MIF participa en la promoción de la respuesta inmune anti-tumoral en etapas tempranas al 

favorecer la quimiotaxis de macrófagos, su polarización hacia M1 y consecuentemente la 

activación de la respuesta inflamatoria (Th1), indispensable en la eliminación del tumor. La 

ausencia de MIF favorece la activación alternativa de los macrófagos (M2) y la inducción de 

una respuesta inflamatoria Th17 que no elimina las células tumorales, pero promueve el 

crecimiento tumoral.  

 

12. Perspectivas 

 

Ya hemos demostrado que MIF participa en la contención del crecimiento de tumores 

colorrectales al favorecer la respuesta inflamatoria desde el inicio de la enfermedad. Es 

posible que el papel pro-tumoral de MIF se lleve a cabo en etapas avanzadas. Proponemos 

realizar un estudio en ratones WT con CCR, donde se administre un inhibidor de MIF a 

diferentes tiempos del desarrollo de cáncer, para evaluar el impacto en el desarrollo, 

malignidad y perfil inmunológico del tumor. Al mismo tiempo, evaluar la expresión de CD74 

durante las diversas etapas del modelo permitirá determinar cuándo la terapia anti-MIF sería 

viable al relacionarla con las condiciones del micro ambiente tumoral.  También, proponemos 

realizar un estudio a profundidad sobre la relación entre la presencia de macrófagos y MDSC 

en el tumor, y evaluar si estos mecanismos dependen de MIF; incluso si existe una transición 

entre el fenotipo de ambas poblaciones. En conjunto, esto permitirá predecir un éxito o 

fracaso de la terapia anti-MIF contra el cáncer colorrectal. 
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14. Anexo de técnicas 

Apéndice I: Técnicas histológicas 

13.1.1 Paraformaldehido amortiguado (PFA) 

Agregar 4 g de paraformaldehido a 80 ml de PBS. Calentar a 60°C y agregar unas gotas de 

NaOH 1M hasta disolver. Cuando la solución se vuelva transparente, dejar enfriar. Ajustar 

pH a 7.4 y aforar a 100 ml con PBS. 

13.1.2 Tren de deshidratación e Inclusión del tejido 

1.  PFA   24 horas 
2.  Agua corriente  30 min 
3.  Etanol 50%  30 min 
4.  Etanol 60%  20 min 
5.  Etanol 70%  20 min 
6.  Etanol 80%  20 min 
7.  Etanol 85%  20 min 
8.  Etanol 90%  20 min 
9.  Etanol 96%  20 min 
10. Etanol 100% (1) 20 min 
11. Etanol 100% (2) 20 min 
12. Alcohol-amílico (1) 20 min 
13. Alcohol-amílico (2) 20 min 
14. Parafina (1)  1 hora 
15. Parafina (2)  1 hora 
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16. Inclusión en Paraplast 

13.1.3 Hidratación de tejidos 

La hidratación de tejidos se realiza a todas las laminillas antes de cada tinción. 
 
1.   Xilol (1)  5 min 
2.   Xilol (2)  5 min 
3.   Etanol 100%  5 min 
4.   Etanol 96%  5 min 
5.   Etanol 80%  5 min 
6.   Etanol 70%  5 min 
7.   Agua corriente  5 min 

 

13.1.4 Tren de tinción Hematoxilina y Eosina (H&E) + Azul alcián 

1.   Ácido acético  1 min 
1.   Azul alcián   20 min 
2.   Agua destilada  Enjuagar 
3.   Hematoxilina   4 min 
4.   Agua corriente  Enjuagar 
5.   HCl 0.25%   2-3 seg 
6.   Agua corriente  Enjuagar 
7.   Etanol 70%   1 min 
8.   Eosina   1 min 
9.           Etanol 96%   30-60 seg 
10.   Etanol 100%   30 seg 
11.   Etanol 100%   30 seg 
12.   Xilol    5 min 
13.   Montar con Resina Entellan 
 
13.1.5 Técnica de inmunohistoquímica 
 

1. Recuperación antigénica con Búfer DIVA durante 10 min a 95°C en olla exprés. Dejar 

enfriar las laminillas por 2 h a temperatura ambiente. 

2.   H2O2 3% disuelto en metanol 10 min  

3.   Lavar con PBS-Tween 0.5% 

4.   Blocking solution (1A)  10 min 

5.   Lavar con PBS-Tween 0.5% 

6.   Anticuerpo primario   Toda la noche a 4°C 

7.   Lavar con PBS-Tween 0.5% 

8.   HRP polymer conjugate  (1B) 10-20 min  

9.   Lavar con PBS-Tween 0.5%  
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10.   Enzyme conjugate (2)  10 min 

11.   Lavar con PBS-Tween 0.5% 

12.   DAB     6 min 

13.   Lavar con PBS-Tween 0.5% 

14.   Agua destilada    5 min 

15.   Hematoxilina de Harris   40 seg 

16.   Lavar con agua corriente 

17.   Agua amoniacal 3%   15 seg 

18.   Agua destilada   5 min 

19.   Etanol 96%     3 min 

20.   Etanol Absoluto    3 min 

21.   Xilol I      3 min 

22.   Xilol II     3 min  

23.   Montar con Entellan 

Diaminobencidina (DAB): 

Solución Stock A: 0.1 g de DAB en 10 ml de Agua destilada. Una vez disuelto, agregar 2-3 

gotas de 10N HCl hasta que la solución adquiera un color ligeramente café. Agitar en hielo 

durante 10 min hasta que la DAB se disuelva completamente. 

Solución Stock B: Preparar antes de usar 100 µl de H2O2 30% en 10 ml de agua destilada 

y mezclar. 

Solución de trabajo: Agregar 250 µl de la solución A y 250 µl de la solución B a 5 ml de 

PBS con pH de 7.2. Se menciona como DAB en el procedimiento (paso 12). 

 Búfer DIVA:  

Disolver 2.94 g de citrato de sodio en 800 ml de H2O destilada, mezclar hasta disolver. Ajustar 
pH a 6 con HCl 1N. Aforar a 1 L. Agregar 0.5 ml de Tween. 
 
Anticuerpos primarios: 
 
Disolver los anticuerpos en PBS-BSA recién preparado de acuerdo con la Tabla 1. 
El tiempo de incubación del anticuerpo secundario Biotinilated second antibody (1B) depende 
del anticuerpo primario; en caso de que la especie huésped del anticuerpo primario sea de 
rata el tiempo de incubación del secundario es de 20 min. Si el anticuerpo primario es de 
cualquier otra especie, el tiempo de incubación es de 10 min. 
 

Anticuerpo Concentración Especie 
Hospedera 

No. Catálogo 

F4/80 1:200 Rata Biolegned 123102 

iNOS 1:200 Conejo GTX31048 

Arginasa-1 1:500 Conejo PA5-29645 



58 
 

MIF 1:200 Conejo sc-20121 

CD335 1:100 Rata BD 560754 

 
 

Apéndice 2. Amplificación de los transcritos de genes mediante reacción en cadena 

de la polimerasa (PCR) 

 

Primers  

 Secuencia TM (°C) Amplicón (pb) 

mif F 5’- TGCCCAGAACCGCAACTACAGTAA-3’ 60 218 

mif R 5’-TCGCTACCGGTGGATAAACACAGA-3’ 

il-17 F 5’-TCCCTCCGCATTGACACA-3’ 60 83 

il-17 R 5’-ACCGCAATGAAGACCCTGAT-3’ 

il-18 F 5’-ACTGTACAACCGCAGTAATACG-3’ 58 434 

il-18 R 5’-AGTGAACATTACAGATTTATCCC-3’ 

il-10 F 5’-ACCTGGTAGAAGTGATGCCCCAGGCA-3’ 56 237 

il-10 R 5’-CTATGCAGTTGATGAAGATGTCAAA-3’ 

il-4 F 5’-CGAAGAACACAGAGAGTGAGCT-3’ 58 180 

il-4 R 5’-GACTCATTCATGGTGCAGCTTATCG-3’ 

il-1β F 5’-GAGTGTGGATCCCAAGCAAT-3’ 59 520 

il-1β R 5’-CTCAGTGCAGGCTATGACCA-3’ 

foxp3 F 5’-GGCCCTTCTCCAGGACAGA-3’ 60 112 

foxp3 R 5’-GCTGATCATGGCTGGGTTGT-3’ 

arg-1  F 5’-CAGAAGAATGGAAGAGTCAG-3’ 55 250 

arg-1 R 5’-CAGATATGCAGGGAGTCACC-3’ 

inos F 5’-CTGGAGGAGCTCCTGCCTCATG-3’ 62 449 

inos R 5’-GCAGCATCCCCTCTGATGGTG-3’ 

actin-β F 5’-TTTGATGTCACGCACGATTTCC-3’ 60 514 

actin-β R 5’-TGTGATGGTGGGAATGGGTCAG-3’ 

 

Condiciones del ciclado 

 Paso del ciclado Condiciones del paso Ciclos 

Desnaturalización inicial 95°C por 3 min 1 
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Desnaturalización 94°C por 30 seg  

40 Alineación Variable por 30 seg 

Extensión 72°C por 1 min 

Extensión final 72°C por 5 min 1 

Enfriamiento 4°C por 10 min 1 

 

Apéndice 3. Obtención de células de lamina propria de colon 

1. Obtener el colon, lavarlo y abrirlo longitudinalmente 

2. Incubar el colon en 10 ml de HBSS (SIGMA) + 2 mM EDTA + 2% SFB + 1% pen/step 

(SIGMA) a 37°C durante 30 min en agitación (250 rpm). 

3. Lavar y cortar en piezas <5 mm 

4. Incubar 4 ml de DMEM + 2 mg/ml Colagenasa tipo IV (SIGMA) + 10% SFB + 40 mg/ml 

DNasa I (SIGMA) + 1% pen/strep a 37°C durante 1 hr (250 rpm). 

5. Pasar la solución resultante por un separador celular Strainer (Falcon) de 100 µm y 

después por uno de 40 µm. 

6. Lavar las células con 5 ml de DMEM 10% + 10% SFB + 1% pen/strep. Centrifugar a 

1500 rpm por 10 min. Realizar dos lavados. 

7. Resuspender en 4 ml de Percoll 30% en DMEM completo y depositar sin romper el 

gradiente sobre 4 ml de Percoll 70%. 

8. Centrifugar 2000 rpm 25 min con Acelerción 0 a temperatura ambiente 

9. Obtener el anillo celular que se forma entre ambas fases. 

10. Lavar con 10 ml de DMEM, contar y teñir para citometría de flujo 
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