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1. Resumen

El factor inhibidor de la migracién de macrofagos (MIF) es una molécula de la
respuesta inmune (RI) ampliamente reconocida por su participacion en diversas
patologias autoinmunes e inflamatorias. Sin embargo, existen pocos estudios sobre la
participacion de MIF en el desarrollo y curso ojo seco (OS). Con el fin de contribuir
a establecer la participacion de esta molécula en el desarrollo de OS empleamos
ratones silvestres (WT) y deficientes para la molécula MIF (Mif”") a los cuales se les
indujo OS durante 7 dias. Los resultados obtenidos revelaron que la deficiencia de la
citocina inflamatoria MIF atenda la pérdida del volumen lagrimal, la alteracién del
patron de arborizacién de mucinas y el dafio tisular en cornea. Estos hallazgos se

asociaron con una menor produccion de IL-1 en cultivo de células de bazo.

Palabras clave: Factor inhibidor de la migracion de macrdfagos, Ojo seco, inflamacion,

superficie ocular, citocinas, pelicula lagrimal.



2. Introduccién

2.1 Morfofisiologia ocular

El ojo es un 6rgano sensorial par, altamente especializado que se ubica en la cavidad
orbitaria cuya funcion principal es detectar estimulos visuales, concepto conocido
como fotorrecepcion; ademas, es responsable de actuar como sensor para enviar
informacion visual al cerebro por medio del nervio Optico. En el cerebro, la
informacién que proviene de los ojos se procesa y finalmente es traducida en una
imagen. El ojo humano normal mide aproximadamente de 22 a 27 mm de diametro
anteroposterior y de 69 a 85 mm de circunferencia (lliya et al., 2018). Consta de
multiples compartimentos con propiedades Unicas y especializadas que reflejan la
variedad de sus funciones (Henry J. Kaplan., 2007). Se estima que el globo ocular
ocupa aproximadamente un tercio o menos del volumen de la érbita, mientras que los

otros dos tercios se componen de grasa, musculos, nervios y vasculatura.

Anatémicamente el ojo consta de tres capas, tres compartimentos y tres fluidos, que

en conjunto contribuyen al proceso de la vision:

1. Capas del ojo:

(a) Capa fibrosa externa incluye:

* Cornea

» Esclerdtica

« Lamina cribrosa.

(b) Capa vascular media ("tracto uveal") conformada por:
e Iris

« Cuerpo ciliar - formado por: pars plicata y pars plana

» Coroides

(c) Capa nerviosa interna formada por:

« Epitelio pigmentario de la retina



* Fotorreceptores retinianos
* Neuronas de la retina.

2. Compartimentos del ojo:

(a) Camara anterior: formada por el espacio entre la cornea y el diafragma del iris.

(b) Camara posterior: comprende el espacio triangular entre la porcion anterior del

iris, el cristalino y zonula posterior del cuerpo ciliar.
(c) Camara vitrea: corresponde al espacio detras del cristalino.

3. Fluidos intraoculares:

(@) Humor acuoso: Opticamente es una solucion clara, constituida de agua y
electrolitos. Una caracteristica distintiva de este fluido es su bajo contenido de
proteinas.

(b) Humor vitreo: es un gel transparente que consta de una red tridimensional de fibras
de coléageno, los espacios intermedios tienen &cido hialuronico y agua. Este gel llena
el espacio entre la superficie posterior del cristalino, el cuerpo ciliar y la retina.

(c) Sangre: La mayor parte de la sangre dentro del ojo se encuentra en la coroides. El
flujo sanguineo coroideo representa el mayor flujo por unidad de tejido en el cuerpo.
El grado de desaturacién de la sangre coroidea eferente es relativamente pequefia e
indica que la vasculatura coroidea tiene funciones mas alla de la nutricién retiniana.
Sugiriendo que la coroides es capaz de regular la temperatura de la retina, mediante

la absorcion de energia cuando la luz incide en el epitelio pigmentario de la retina.

En este mismo contexto, desde el punto de vista clinico, el ojo se estudia y analiza
como segmento anterior (todas las estructuras que estan por delante del cristalino) y
segmento posterior (todas las estructuras localizadas detras del cristalino) ver tabla 1.
Un aspecto relevante del 0jo es que, a diferencia de otros érganos con excepcion de
la piel, las estructuras que forman parte del segmento anterior estan constantemente
expuestas a diversos estimulos infecciosos y no infecciosos, provenientes del medio
ambiente. Sin embargo y de forma interesante, a pesar de la constante exposicion al

medio ambiente, este drgano cuenta con diversos mecanismos celulares y moleculares



encargados de brindar humectacion y proteccion con el propdsito mantener la

homeostasis de la superficie ocular (Villar F.1., et al. 2000).

Segmento Tejido anatémico Descripcion Funcion
anterior
Conjuntiva Membrana vascularizada | Actta como una capa
transparente formada por epitelio | protectora y lubricante. Tiene
escamoso estratificado columnar y|células y moléculas de la
estroma que cubre la superficie|respuesta inmune que
interna de los parpados y se curva|contribuyen a mantener el
hacia la superficie anterior del globo | privilegio inmunoldgico
ocular, donde se extiende hasta la|ocular.
cornea. Se continda con la piel en el
margen de los parpados y con la
cornea en el limbo.
Esclerotica Membrana blanca, gruesa, resistente | Dar forma al ojo y proteger los
y rica en fibras de colageno. Es una | elementos internos.
capa externa de color blanco opaco
que recubre cinco sextos del
segmento posterior del ojo.
Cobrnea Es una capa circular transparente que | Refraccion y transmision de la

cubre la pupila, iris y la camara
anterior del ojo. El poder refractivo
de la cornea es de aproximadamente
43 dioptrias, lo cual la convierte en la
estructura refractiva mas importante

del ojo.

luz.




Iris Es un drgano interno del ojo,|Su funcion principal es
localizado por detras de la cérnea y | controlar la cantidad de luz que
del humor acuoso. penetra en el ojo.

Diferencia el color de los ojos de
cada persona.

Pupila Su tamafio estd controlado por dos|Regula la cantidad de luz que
mausculos: el esfinter de la pupilay el | llega a la retina en la parte
musculo dilatador. posterior del ojo.

Cuerpo ciliar Parte situada entre el irisy laretina. |Es la responsable de la

producciéon de humor acuoso.
El masculo ciliar permite la
acomodacion del ojo.

Su superficie posterior se
enfrenta al cuerpo vitreo y le
proporciona
glicosaminoglicanos.

Cristalino Su aspecto es el de una estructura|Es la lente del ojo, enfoca los
casi transparente, biconvexa, que se|rayos luminosos para que
encuentra anterior al cuerpo vitreo y | formen una buena imagen en la
posterior al iris. retina, independientemente de

la distancia del objeto.

Ligamento Es una trama compleja de fibrillas, | Estabiliza el cristalino y facilita

suspensorio

cristalino

del

que se extienden desde los procesos
del
fibrillas  se

ciliares hasta el ecuador

cristalino. Estas

denominan fibras zonulares.

su acomodacioén.

Humor acuoso

Liquido transparente situado en la

camara anterior del ojo.

La funcion del humor acuoso

es nutrir a la cornea y el




cristalino, los cuales son

avasculares.

Segmento

posterior

Coroides

Es una capa altamente vascularizada
que es responsable de casi el 90% del

total de flujo sanguineo del ojo.

La funcion de la coroides es
proveer la irrigacion sanguinea
hacia las capas externas de la
retina, y también actuar como
via de paso para los vasos
sanguineos que vienen desde la
region posterior hacia la region

anterior del ojo.

Retina

Es la capa de tejido sensible a la luz
que se encuentra en la parte posterior
globo ocular. Por lo regular luce roja
0 naranja debido a que hay muchos
Vasos sanguineos justo detras de ella.

La luz que incide en la retina
desencadena una serie de
fendmenos quimicos y
eléctricos que se traducen en
impulsos nerviosos que son
enviados hacia el cerebro por el

nervio optico.

Humor vitreo

Es un gel transparente que llena la

cavidad vitrea del globo ocular.

Mantiene la forma del globo
ocular 'y consigue una
superficie de la retina uniforme
para que la recepciéon de las

imagenes sea nitida.

Tabla 1: Estructuras que conforman el segmento anterior y posterior del globo ocular y sus

respectivas funciones.




2.2 Estructura y funcion de la superficie ocular

La superficie ocular (SO) es considerada la interfaz entre el ojo y el medio ambiente
(Li JJ, et al., 2020). Esta formada por parpados, pelicula lagrimal, glandula lagrimal,
glandulas de meibomio, glandulas accesorias (Moll, Krause y Zeis) conjuntiva y
cdrnea, cada una de estas estructuras a su vez cuentan con diversos tipos de células y
moléculas del sistema inmunoldgico y no inmunoldgico, que en conjunto contribuyen
a mantener una superficie lubricada y épticamente lisa, con el objetivo de favorecer
el proceso de la vision. Ademas, todos los componentes de la SO estan vinculados
funcionalmente por la continuidad de los epitelios, la inervacion y la comunicacion

con los sistemas endocrino, vascular e inmunoldgico (llene K. et al., 2007).

Aunado a la presencia de células y moléculas, la SO cuenta con proteccion mecénica
por parte de los parpados, los cuales se encargan de distribuir la pelicula lagrimal,
brindar proteccion contra traumatismos, cambios de temperatura y favorecen la
eliminacion de cuerpos extrafios y microrganismo a través del parpadeo.
Anatomicamente, los parpados estdn compuestos de 5 capas, la primera es epitelio
escamoso estratificado, este epitelio descansa sobre una dermis muy fina. EI mdsculo
orbicular de los ojos es un masculo estriado que rodea los margenes orbitarios. Dentro
del orbicular se encuentra el tabique orbitario, debajo del tabique se encuentran los
mausculos retractores de los parpados. El tarso tiene una consistencia cartilaginosa y
esta compuesto por tejido conectivo denso que se amolda firmemente a la curvatura
del ojo para mantener el parpado en la superficie. Dentro del tarso hay numerosas
glandulas sebaceas especializadas Ilamadas glandulas de Meibomio que se abren en
el margen del parpado. Estas glandulas son largas y delgadas, su funcion es la sintesis
y secrecion de los lipidos que formaran la capa lipidica de la pelicula lagrimal. En
cada foliculo de las pestafias se encuentran otro tipo de glandulas sebaceas conocidas

como glandulas de Moll y Zeis, respectivamente (Ivan Cher. et al., 2014)

La porcion interna de los parpados se encuentra recubierta por conjuntiva, esta se
extiende desde el fornix hasta el limbo de la cérnea. La conjuntiva tiene un grosor de

33 micrones y se divide en tres regiones: conjuntiva palpebral o tarsal, conjuntiva



bulbar u ocular y el fondo de saco conjuntival. La porcion palpebral se divide en
marginal, tarsal y orbitaria.

Por su parte, la conjuntiva bulbar esta dividida en escleral y limbal. Finalmente, los
fondos de saco conjuntival se dividen en superior, inferior, lateral y medial.
Particularmente, la conjuntiva palpebral reviste los parpados mientras que la
conjuntiva bulbar se encuentra sobre la esclerotica anterior. Por dltimo, los fondos de
saco conjuntival forman la union entre las conjuntivas palpebral y bulbar. Esta
cubierta protectora, es suelta y flexible, a diferencia de su contraparte bulbar, lo que
permite el movimiento del globo ocular y los parpados.

La conjuntiva tiene células caliciformes intercaladas, estas celulas son mas numerosas
en el &rea del fornix y se encargan de secretar glicoproteinas conocidas como mucinas

(MUC), estas moléculas formaran la porcién mucinica de la pelicula lagrimal.

Por su parte, la sustancia propia o submucosa conjuntival, estd formada por tejido
linfoide y fibroso superficial, donde se encuentran diversas poblaciones celulares de
la respuesta inmunologica como: linfocitos, mastocitos, células plasmaticas y
neutrofilos, mientras que la capa fibrosa méas profunda contiene glandulas de Krause,
nervios y vasos sanguineos que proporcionan inervacion y suministro de sangre a la

conjuntiva.

Finalmente, en el fornix hay agregados de linfocitos T y B que forman parte del tejido
linfoide asociado a la conjuntiva (CALT por sus siglas en ingles) el cual tiene un
papel central en el mantenimiento del ambiente supresor de la SO contribuyendo a

mantener el privilegio inmunoldgico ocular (Shumway et al., 2021).

La cornea es un tejido transparente que cubre la parte frontal del ojo. Este tejido
bordea la esclerdtica en el limbo corneal y es el responsable del 65% al 75% de la
refraccion de la luz cuando pasa a través del ojo. Estd compuesta por cinco capas: el
epitelio, la membrana de Bowman, el estroma, la membrana de Descemet y el
endotelio fig. 1 (Derek W. et al., 2011). El epitelio contiene células epiteliales y una
membrana basal, que en conjunto se encargan de prevenir la entrada de objetos,

microrganismos 0 sustancias extrafias. También participa en la absorcion de



nutrientes y oxigeno proveniente de la lagrima que pasan por su superficie. La
membrana de Bowman estd compuesta por una capa delgada y transparente de

colageno.

El estroma es la capa mas gruesa de la cornea. Estd compuesto principalmente de
agua, fibras de colageno y glucosaminoglucanos (GAG), que en conjunto contribuyen
a mantener la forma esférica de la cornea y favorecen el paso y refraccion adecuada

de la luz en el ojo.

La membrana de Descemet es una capa delgada que tiene una fuerza relativa debido
a las fibras de colageno que la componen. Finalmente, la capa mas interna de la cornea
es el endotelio, esta capa juega un papel esencial en el mantenimiento de la
transparencia corneal, ademas se encarga de drenar el exceso de liquido desde el
estroma. Se sabe que estas células no parecen regenerarse de manera apreciable y su
destruccion puede causar una disfuncion duradera. Ver fig 1 (Mittanamalli S Sridhar
et al., 2018).

Cabe destacar que gran parte de la homeostasis de la cdrnea depende del ambiente

inmunosupresor, el parpadeo y la estabilidad de la pelicula lagrimal.

—Epithelium
Cornea

Bowman layer

— Stroma

Descemet membrane

Endothelium
| |_|—Anter|or chamber

Figura 1. Capas de la cornea (epitelio corneal, membrana de Bowman, estroma y membrana
de Descemet. (Tomado de Oiseth et al. 2022).




2.3 Pelicula lagrimal

La pelicula lagrimal es considerada una de las primeras lineas de defensa del
segmento anterior, debido a la complejidad de su composicion. Ya que ademas de
contener agua, electrolitos y mucinas, se ha demostrado la presencia de una amplia
variedad de proteinas, lipidos, anticuerpos y péptidos antimicrobianos como:
lisozima, lactoferrina y lipocalina. Interesantemente, Zhou y colaboradores
reportaron que el fluido lagrimal humano tiene méas de 1500 proteinas (Zhou et al.,
2012).

Aun cuando la estructura de la pelicula lagrimal sigue siendo estudiada, la evidencia
sugiere que estd formada por tres capas. La capa mas superficial conocida como
lipidica esta compuesta por secreciones lipidicas provenientes de las glandulas de
Meibomio. Esta capa proporciona una barrera importante contra la evaporacion de la
pelicula lagrimal. La capa intermedia es la porcion acuosa, es producida por la
glandula lagrimal (GL) y las glandulas lagrimales accesorias del estroma conjuntival.
La capa mas interna estd compuesta de mucinas y, es secretada principalmente por
las células caliciformes conjuntivales, aunque también las células epiteliales de la
cdrnea y conjuntiva las sintetizan. De acuerdo con sus caracteristicas las MUC se
clasifican en formadoras de gel, transmembranales y solubles, la diversidad de estas
moléculas es lo que permite que puedan funcionar como barrera anti-adhesiva en la
SO, ademas de ejercer un efecto lubricante ver tabla 3. Aunado a las funciones antes
mencionadas, las células caliciformes también tienen un papel inmunomodulador
importante a través de la produccion de citocinas inmunosupresoras como el factor
transformante beta (TGF-B) contribuyendo a mantener el privilegio inmunolégico
ocular. (Shirai et al., 2015).

NOMBRE TIPO UBICACION

MUC1 Asociada a membrana Epitelio conjuntival y corneal y glandula
lagrimal

MUC?2 Formadora de gel Epitelio conjuntival y corneal




MUC4 Asociada a membrana Epitelio conjuntival y corneal y glandula
lagrimal

MUC5AC Formadora de gel Células caliciformes en conjuntiva

MUC5B Formadora de gel Epitelio conjuntival y glandula lagrimal

MUC7 Soluble Epitelio conjuntival y corneal y glandula
lagrimal

MUC16 Asociada a membrana Epitelio conjuntival y corneal

MUC17 Asociada a membrana Superficie ocular

MUC21 Asociada a membrana Superficie ocular

MUC13 Asociada a membrana Superficie ocular

MUC15 Asociada a membrana Superficie ocular

Tabla 2: Clasificacion y ubicacion de las mucinas oculares (Elena Fraga Graells y César
Villa Collar., 2019)

Hay evidencia de que diversos factores intrinsecos y extrinsecos pueden desencadenar
la pérdida de la homedstasis de la pelicula lagrimal, promoviendo el desarrollo de
enfermedades inflamatorias de la superficie ocular como Ojo seco (OS). (Craig etal.,
2017).

3. Definicion y prevalencia de Ojo seco

Ojo seco (OS) es una enfermedad inflamatoria de la superficie ocular caracterizada
por incremento de la osmolaridad y pérdida de la homeostasis de la pelicula lagrimal
(PL), (Craig et al. 2017). En 2010 Kantor y colaboradores reportaron que la
prevalencia de OS oscila entre el 5y el 50% de la poblacion adulta, las mujeres son
las méas afectadas con un 17.9 % mientras que el 10.5% corresponde a los hombres.
Otro estudio, reporto que alrededor de 3.23 millones de mujeres y 1.68 millones de
hombres norteamericanos mayores de 50 afios sufren de ojo seco. Ademas, se ha
identificado que decenas de millones mas tienen sintomas menos severos y
manifestaciones episodicas de la enfermedad que se hace notoria con algun factor
ambiental como: el descenso en la humedad ambiental o el uso de lentes de contacto
(Kantor et al., 2010).



3.1 Clasificacion

Considerando la etiopatogenia de ojo seco, ha sido clasificado en dos categorias
principales (acuodeficiente y evaporativo) ver fig. 2. El ojo seco acuodeficiente esta
asociado con la disminucion de la secrecion de lagrima y puede o no estar relacionado
a enfermedades autoinmunes como: Sindrome Sjogren, el cual ademas puede ser
primario o secundario. Por su parte, el 0jo seco evaporativo se caracteriza por la
evaporacion excesiva de la lagrima como consecuencia de la pérdida o disminucion
en las sintesis de lipidos y ha sido asociado a factores intrinsecos (alteracion en la
funcion de las glandulas de meibomio o en la apertura de los parpados) o extrinsecos

(uso de lentes de contacto, alergias o deficiencia de vitamina A).

Diversos estudios han demostrado que sin importar el o los factores que
desencadenen la enfermedad, los pacientes presentan incremento de la osmolaridad y
pérdida de la estabilidad de la pelicula lagrimal, procesos que promueven y perpetian
la inflamacion de la superficie ocular (Silva Noceda 2020). Ademas, en su ultimo
reporte el TFOS DEWS Il menciona la coexistencia de signos y sintomas de 0jo seco
tanto acuodeficiente como evaporativo y puede ser la presentacion inicial de la
enfermedad de o0jo seco o producirse conforme avanza el cuadro clinico de la

enfermedad inicialmente acuodeficiente o evaporativa (Lyndon Jones et al. 2017)
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Management to restore homeostasis
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Figura 2: Clasificacion de la enfermedad de ojo seco segun el informe de DEWS en 2017

3.2 Factores de riesgo

Entre los principales factores personales asociados con el desarrollo o agravamiento
de ojo seco, se encuentran: la etnia, edad, genero, uso de lentes de contacto, consumo
de tabaco, medicacidn sistémica por largos periodos, patologias oculares o sistémicas
inflamatorias o autoinmunes. En este mismo contexto, se ha demostrado que personas
con enfermedades autoinmunes como: artritis reumatoide, sarcoidosis, sindrome de
Sjogren y afecciones cronicas, como anomalias de la tiroides, paralisis de Bell,
diabetes, rosacea, hepatitis C y alergias oculares o sistémicas tienen mayor riesgo de
padecer OS. De hecho, se ha reportado que pacientes con Parkinson desarrollan esta
enfermedad debido a la disminucién en el nimero de parpadeos por minuto (Rouen
et al. 2018). Ademas, hay evidencia que la cirugia LASIK puede ser un factor

predisponente, ademas de que se ha postulado que las mujeres tienen mas



probabilidades de desarrollar ojo seco, particularmente después de la menopausia, ya
que se sabe que el cese de la menstruacién estd asociado con la disminucion en la
sintesis de estrogenos provocando modificaciones en la secrecion de lagrima (M.
Labetoulle et al. 2019).

Otros factores relacionados con el desarrollo de esta enfermedad esta la baja ingesta
de &cidos grasos omega-3 y el uso de dispositivos de presion positiva continua en las

vias respiratorias.

Ademas, el uso cronico de antihistaminicos, betablogueantes, descongestionantes,
diuréticos, inhibidores selectivos de la recaptacién de serotonina, ansioliticos,
antidepresivos, antipsicoticos, anticonceptivos orales, agentes antiparkinsonianos
también estan asociados con una mayor predisposicion a desarrollar OS (Rouen et al.
2018).

Existen muchos programas para la evaluacién de pacientes con ojo seco, que
comprenden el registro de sintomas y un numero variable de observaciones y
mediciones, que incluyen la secrecion de lagrimas, el aclaramiento de lagrimas, el
dafio de la superficie ocular, la estabilidad de la pelicula lagrimal, el volumen de
lagrimas, la evaluacion de la capa lipidica, y la osmolaridad lagrimal. Existen muchos
cuestionarios de sintomas de la superficie ocular. El indice de enfermedades de la
superficie ocular consta de 12 preguntas y es un instrumento validado y muy utilizado
para medir la gravedad subjetiva de la enfermedad del ojo seco (RJ Buckley et al.,
2018).

3.3 Cuadro clinico

3.3.1 Signos

Al inicio de la enfermedad es comin que los pacientes presenten blefaritis,
disminucion del menisco lagrimal, presencia de restos organicos y secrecion
blanquecina. También, se pueden observar irregularidades en el borde palpebral y
enrojecimiento. Ademas de los signos antes mencionados, se reconoce que uno de los
signos caracteristico de o0jo seco es la queratitis punteada, la cual se suele observar

frecuentemente en el tercio inferior de la cérnea y comunmente va acompafiada de



hiperemia conjuntival, epifora, vision borrosa y secrecion mucosa blanquecina
(Gélvez Tello JF et al., 1998).

3.4.2 Sintomas

Entre los principales sintomas se encuentran: la sensacion de cuerpo extrafio,
sequedad ocular, prurito, escozor y fotofobia. Cabe mencionar que dichos aparezcan
0 se agraven cuando el paciente se expone a ambientes con calefaccion, aire

acondicionado, espacios con humo. (Galvez Tello JF et al., 1998).

4. Diagnéstico y tratamiento

El diagnostico de OS esta fundamentado en pruebas cualitativas y cuantitativas. Las
primeras se basan en la aplicacién de cuestionarios como: el OSDI, Mc Monnies,
DQ5, etc. Estos cuestionarios permiten conocer el tipo de sintomatologia que el
paciente presenta. Mientras que las pruebas cuantitativas, permiten determinar el:
tiempo de ruptura lagrimal (BUT), volumen lagrimal o el patron de arborizacion de
mucinas a través de las pruebas de Schirmer y Ferning, respectivamente. Cabe
destacar que, dado que la prueba de BUT utiliza tiras de fluoresceina ademas de
cuantificar el tiempo de ruptura lagrimal, también permite evidenciar lesiones o

desepitelizacion en cérnea (Macias Torres., 2020).

En los dltimos afios, diversos grupos de investigacion han explorado nuevas
terapéuticas con el objetivo de modular el proceso inflamatorio y promover la
secrecion o prevenir la evaporacion de la lagrima a través del uso de: suplementos
alimenticios, farmacos secretagogos, luz pulsada, oclusion del punto lagrimal, terapia
con células madre o neuromodulacion (Calonge, M. et al. 2001). Sin embargo, a pesar
de los esfuerzos por mejorar el tratamiento de OS, actualmente el uso de lagrimas
artificiales constituye una de las principales terapéuticas para el manejo de la
sintomatologia de OS. es comin que el manejo de los pacientes este centrado
fundamentalmente, en reducir la sintomatologia a través del uso de lagrimas
artificiales o el uso prolongado de corticoesteroides. Sin embargo, hay evidencia de
que el uso por periodos prolongado de corticoesteroides es un factor de riesgo para

desarrollar glaucoma. (De la torre M. et al., 2007).



5. Inflamacién y Ojo seco

Se ha reportado la asociacion entre el agravamiento de los signos y sintomas de OS y
la sobreexpresion de quimiocinas, metaloproteinasas 1, 3, 6 y 9 (MMP 1, 3, 6,9) y
mediadores inflamatorios como: el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), interferén
gamma (IFN-y), interleucina 1 beta IL-1p, interleucina 6 (IL-6), interleucina 17 (IL-17)
y el factor inhibidor de la migracién de macrofagos (MIF). El incremento de estas
moléculas promueve el reclutamiento de neutréfilos, monocitos, macrofagos (Mo) y
células T que inician y agravan la patologia (Yoon et al. 2007), (Wilson y Perry.
2007), (Lou et al. 2004) y (Kalt et al. 2010).

Estas observaciones han generado interés por entender el papel de la inflamacién en
el desarrollo o agravamiento de ojo seco con el propdsito de identificar y comprender
los mecanismos subyacentes a esta enfermedad a fin de que en un futuro se puedan
desarrollar agentes terapéuticos eficaces (Nayaraman et al. 2006). En este contexto,
el uso de modelos murinos para estudiar esta patologia han demostrado ser una
herramienta atil para establecer la participacion de diversas citocinas pro-
inflamatorias como IL-B, IL-6, TNF-a. y MIF en el fluido lagrimal y conjuntiva, asi
como la infiltracion de células de la respuesta innata y adaptativa (e.g. neutrdéfilos,
macrdéfagos, linfocitos CD4" y CD8* (De Paiva et al. 2007), (Pflugfelder et al. 1999)
y (Stern et al. 1999).

Las células del sistema inmune innato, especificamente los macréfagos, son
determinantes durante las diferentes etapas de la respuesta inmune. En la fase
temprana, estas células pueden detectar sefiales de peligro tanto externas (derivadas
de patégenos, PAMPs, como lipopolisacaridos (LPS), asi como internas (liberadas
durante procesos de muerte celular, DAMPs, como (ATP), de esta manera son
activadas y pueden eliminar tanto patdgenos como células muertas (Zhuo et al. 2012).

Los macrofagos son células de la respuesta inmune altamente versatiles, se
caracterizan por su plasticidad y diversidad funcional. Dos estados de activacion son
ampliamente aceptados: macrofagos clasicamente activados (M1), los cuales se
caracterizan por producir citocinas pro-inflamatorias. Mientras que Mo

alternativamente activados (M2) producen citocinas antiinflamatorias. Ademas de su



funcion efectora, los Mo activan y polarizan a las células T, dependiendo del estado
de activacion (M1 versus M2) estas células amplifican la respuesta inmune adaptativa

polarizando a los linfocitos hacia un perfil Thl o Th2 (Zhuo et al. 2012).

En particular se ha demostrado que los linfocitos T tipo Thl y Thl7 promueven
metaplasia, apoptosis de células de la conjuntiva y pérdida de células caliciformes
mediado por la produccion de IFN-y, IL-17A, TNF-ae IL-1B y la produccion de
(MMP3 y 9) resultando en la alteracion del epitelio corneal. (De Pavia et al. 1999),
(De Pavia et al. 2009) y (Zhang et al. 2011).

5.1 Papel del Factor Inhibidor de la Migracién de Macrofagos (MIF) en

inflamacién

El factor inhibidor de la migracion de macréfagos (MIF) es una citocina inflamatoria
y un potente modulador de la respuesta inmune innata, capaz de inducir la produccion
de otros mediadores inflamatorios como TNF-a, IL-1pB, IL-12 e IFN-y MMP 6y 9,
ciclooxigenasa 2 y prostaglandina E2, ademés incrementa la expresion del receptor
tipo toll 4 (TLR-4) y la actividad de p53, (Calandra y Roger. 2003). Es producido por
una amplia variedad de células del sistema inmune (e. g neutréfilos, monocitos,
macrofagos y células T) en respuesta a varios estimulos como endotoxina y rayos
ultravioleta. Diversos estudios en enfermedades inflamatorias y autoinmunes han
demostrado que la inhibicibn de MIF reduce significativamente el proceso
inflamatorio y atenda el desarrollo de diversas patologias (Denkinger et al. 2003),
(Onodera et al. 2000) y (Jong et al. 2001).

Estudios pioneros, reportaron la expresion de MIF en células del epitelio pigmentado
de la retina, cuerpo ciliar, iris y cérnea de roedores. Aun cuando no se dilucido la
funcidn de esta molécula, los autores sugirieren un papel patogénico en enfermedades

inflamatorias oculares (Matsuda et al. 1997) y (Matsuda et al. 1996).

Se ha demostrado que el estrés oxidativo contribuye a la progresion de enfermedades
inflamatorias de retina como: la degeneracion macular y la vitrorretinopatia

proliferativa (VRP) como resultado de la pérdida de soporte y nutricion mediado por



las células del epitelio pigmentado de la retina (EPR) (Nowak et al. 2003), (Cicik et
al. 2003) y (Cai et al. 2000).

Recientemente Ko JA y colaboradores demostraron que el peroxido de hidrogeno
(H202) induce un incremento en la expresion de RNAm y la proteina de MIF en
lisados o sobrenadante de células del epitelio pigmentado de la retina de humano
(ARPE19). Ademas, observaron que la inhibicién de MIF reduce la expresion de
proteinas asociadas con el proceso de transicion epitelio-mesenquimal (EMT). Los
resultados obtenidos por este grupo les permitieron concluir que MIF tiene un papel
importante en la patogénesis de la VRP (Ko J. et al. 2017).

Otro estudio report6 un incremento en la expresion de MIF en glandulas lagrimales y
lagrimas en respuesta al tratamiento con Toxina Botulinica B (BTX) (Park et al.
2007). Por su parte Lee HS y colaboradores, por inmunohistoquimica y citometria de
flujo demostraron un mayor infiltrado de CD CD11c* CD207* y Mo en cérnea de
ratones a los 7 y 14 dias post-induccion de 0jo seco con escopolamina.
Interesantemente, por PCR confirmaron que los Mo presentaban un fenotipo M1,
caracterizado por incremento en la expresion de TNF-a e iNOs Lee et al. (2017).
Considerando los antecedentes antes mencionados nuestro proyecto se centra en
analizar si MIF favorece el desarrollo de ojo seco a través de la produccion de
citocinas inflamatorias. Para confirmar dicho planteamiento se utilizaron ratones

silvestres (WT*) y deficientes para la molécula MIF (Mif”).

6. Hipotesis
El factor inhibidor de la migracién de macréfagos (MIF) favorece la produccion de
mediadores inflamatorios a nivel sistémico que contribuyen al desarrollo y

agravamiento de los signos de 0jo seco experimental.

7. Objetivos
7.1 Objetivo General

Evaluar si MIF promueve la liberacion de mediadores inflamatorios a nivel sistémico
en etapas tempranas de 0jo seco experimental en ratones silvestres y deficientes para

la molécula MIF.



7.2 Objetivo Particulares

Inducir un modelo agudo de ojo seco a ratones silvestres (WT) y deficientes
(Mif").

Evaluar y comparar la estabilidad y calidad de la pelicula lagrimal en ratones
experimentales.

Cuantificar el nivel de citocinas inflamatorias y antiinflamatorias en suero y
cultivo de esplenocitos de ratones WT y Mif”",

Determinar el porcentaje de macrofagos en bazo de ratones experimentales.

Realizar un analisis histopatoldgico en cdrnea de ratones experimentales.



8. Materiales y Métodos
8.1 Obtencion del DNA gendémico

De manera rutinaria en el laboratorio realizamos el genotipo de los ratones
experimentales a fin de confirmar que cumplan con la caracteristica de silvestre (WT)
o deficientes para MIF (Mif /). Se obtuvieron 0.5 cm del &pice de la cola de cada uno
de los ratones, el tejido se transfirié a tubos Eppendorf de 1.5 ml a los cuales se les
adiciono 500 ul de buffer de lisis y 20 ul de proteinasa K (marca Thermo) para llevar
a cabo la digestion del tejido, los tubos fueron incubados toda la noche a 55 ° C. Las
muestras se centrifugaron a 13,000rpm por 10 minutos, se recuperé el sobrenadante
en tubos eppendorf nuevos con 500ul de isopropanol frio, se homogenizo suavemente
hasta observar el precipitado de DNA. Se centrifugo a 10,000 rpm por 10 minutos
para precipitar el DNA, se decant0 el sobrenadante y el boton se resuspendié en etanol
frio al 75% en el mismo tubo, las muestras se centrifugaron nuevamente a 13,000 rpm
por 10 minutos, se decantaron y se dejé evaporar el etanol a temperatura ambiente
por 1 hora. Finalmente, las muestras se resuspendieron en 50ul de agua inyectable

estéril.

8.2 Amplificacion del gen

Pares de Peso
Gene Secuencias de oligonucleétidos bases tm molecular
MIF F AGACCACGTGCTTAGCTGAG 20
MIF R GCATCGCTACCGGTGGATAA 20 59¢ C 200
NEO F ATTGAACAAGATGGATTGCAC 21
NEO R CGTCCA GAT CAT CCT GAT C 19 59e C 500

Tabla 3. Secuencia de los oligonucleétidos de los primers para PCR.

Una vez obtenido el DNA genoémico de los ratones WT y Mif” se utilizo para la
amplificacion del gen mif o neo. se utilizd Tag DNA Polymerase Master Mix RED
(marca Ampligon), ademas de los primer para MIF y NEO, con la finalidad saber si

los ratones eran homocigotos, heterocigotos o knockout para MIF.




REACTIVO Volumen
Master Mix 12,5 ul
MIF F 1.0 pl
MIF R 1.0 pl
NEO F 1.0 pl
NEO R 1.0 pl
Muestra 1.0 p
H20 7.5 ul
Volumen Final 25 pl

Tabla 4. Reactivos utilizados para la técnica de PCR por muestra de ratén.

8.3 Electroforesis

Se utilizé un gel de agarosa al 1.5% en amortiguador de TBE 1x se agregaron 3pl de
bromuro de etidio. Se tomaron 10 ul de cada muestra de la reaccién final de la PCR
para afiadirlo en el pozo del gel ademas de 2ul se usé el marcador de peso molecular
(Plus de 100 bp GeneRuler) y como control positivo se utilizo el volumen total de
reactivos para PCR sin muestra usado en ratones WT y como control negativo el
volumen total de reactivos para PCR sin muestra usado en ratones Mif”". Las muestras
se corrieron a 100 voltios durante 30 minutos. Se capturé una imagen en un
fotodocumentador (GelDoc EZ imager marca Bio Rad). En la figura 3 se muestra un
gel de agarosa con la amplificacion del gen de Mif para los ratones WT y la

amplificacion de Neo para los ratones Mif”".
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Figura 3. Genotipo de ratones silvestres (WT) y deficientes para MIF (Mif-/-). Electroforesis en gel de agarosa
donde se muestran los productos amplificados por PCR para el gen de Mif y Neomicina (Neo). En el carril 1 se
muestra el marcador de peso molecular, los carriles 2 a 5 corresponden al amplificado de Mif con un peso de
(200pb), en los carriles 6 a 9 se muestra el amplificado NEO- con un peso de (500pb). Los carriles 10 y 11
corresponden a los controles positivo y negativo respectivamente.

8.4 Induccion del modelo murino de ojo seco (OS)

Ratones Balb/c machos entre 6-9 semanas de edad, silvestres (WT) y deficientes para
MIF (Mif”) fueron divididos en 2 grupos; grupo 1 (control) y grupo 2 (0jo seco). La
induccion de ojo seco (OS) se realiz6 mediante la administracion de 0.5mg de
escopolamina (Sigma-Aldrich) via subcutanea 3 veces al dia por 10 dias. Todos los
ratones mantuvieron se bajé condiciones constantes de temperatura (21 a 24°C) y

humedad, y en apego a la norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999.

8.5 Cuantificacion del volumen lagrimal por la técnica de Schirmer

El volumen lagrimal se cuantificé determin6 a los 0, 5y 10 dias post-induccion de
OS. Para realizar esta prueba se colocaron tiras de Schirmer (Schirmer strips marca
SURGI EDGE) sobre el parpado inferior (conjuntiva temporal) durante 5 min.
Posteriormente, se retiraron las tiras y se midio el volumen lagrimal con un vernier
digital (Absolute AOS marca Mitutoyo).



8.6 Analisis del patron de arborizacion de mucinas conjuntivas por la técnica
de ferning

Previo a la determinacion del patron de arborizacion de mucinas los ratones control y
experimentales fueron anestesiados con 40 mg/kg de peso con Xilacina (PROCIN-
PISA). Posteriormente, con una micropipeta se colectaron 2 ul de lagrima y se
colocaron en un portaobjetos, la muestra se dejo secar por 5 min. Transcurrido este
tiempo, con ayuda de un microscopio optico (MOTIC) las muestras se observaron a
10y 40X, con el proposito de identificar el tipo patron de arborizacién de mucina a
través de la escala de Rolando; donde el tipo I, es una arborizacion completa, sin
espacios; en la tipo 11, los espacios entre las arborizaciones son visibles; la tipo IlI,
presenta ramificaciones mas cortas y los espacios son mas grandes, finalmente, la tipo

IV, es totalmente carente de arborizaciones (Masmali et all.,2014).

8.7 Analisis histopatoldgico de cornea

A los 10 dias post-escopolamina, se llevd a cabo la eutanasia de los ratones
experimentales con el objetivo de realizar la enucleacion y fijacion del ojo izquierdo
en 10 ml de fijador de zinc por 48 h (Apéndice 1). Previo al proceso de inclusion, los
tejidos se deshidrataron utilizando un tren de alcoholes con concentraciones
ascendentes (70, 80, 90 y 100%), en los primeros tres alcoholes, las muestras
permanecieron 48 h y dos horas en alcohol al 100% y butanol, respectivamente.
Posteriormente, los tejidos fueron embebidos en parafina | y 1l por 48 h a 57° en una
estufa (marca Ecocell). La inclusion de los tejidos se realiz6 utilizando una incluidora
(C12013 marca Ludetech). Una vez obtenidos los bloques con ayuda de un microtomo
(RM2125 marca LEICA) se realizaron cortes histologicos con un grosor de 5
micrometros y se colocaron en portaobjetos previamente tratados con Poly-L-Lysine
(P8920- marca Sigma-Aldrich). Posteriormente, las laminillas se desparafinaron en
la estufa por 24 h a 57° C. Para la observacion de cambios morfoldgicos y/o la
presencia de infiltrado inflamatorio, las muestras fueron tefiidas utilizando el tren de
tincion hematoxilina-eosina (H&E) (Apéndice 2). Finalmente, para documentar la
presencia de cambios morfologicos, las muestras fueron observadas a 10 y 40x

utilizando un microscopio optico (marca Motic).



8.8 Cultivo de células de Bazo

En condiciones de esterilidad se obtuvo y colocé el bazo de animales experimentales
en cajas Petri previamente etiquetadas. La obtencion de los esplenocitos se realizo
por el método de perfusion utilizando 5 ml de medio RPMI suplementado (D-glucosa
y libre de L-Glutamina, 10% SFB y estreptomicina- Gibco). El sobrenadante se
colectd en tubos Falcon estériles de 15ml (Nalgen, Nunc Int) y se centrifug6 a 2500
rpm por 10 min. Posteriormente, se adicionaron 3 ml de solucion hemolizante y se
incubo por 5 minutos a temperatura ambiente, transcurrido el tiempo, se agregaron 3
ml de solucion salina para detener la reaccion. Nuevamente, los tubos se centrifugaron
a 2500 rpm por 10 minutos, el sobrenadante se decantd y la pastilla se resuspendio en
5 ml de medio RPMI suplementado. Con una cdmara Neubahuer y azul tripano
(Sigma Chemicals co) se determing la viabilidad celular, se realizo el conteo y ajuste
de las células a 5x10°%/ml y se agregaron 100 pl/pozo de la suspension celular en una
placa de 96 pozos fondo plano (B.D Falcon) quedando una concentracion final de
5x10° células. Posteriormente, las células se estimularon con 2.5 ug de concanavalina
A (CoA) y se incubaron en una incubadora (marca Ecoshell) a 37° C con 5% de CO
durante 48 h. Concluido el periodo de incubacion, el sobrenadante fue colectado y
almacenado a -70° C hasta su uso posterior.

8.9 Cuantificacion de citocinas en sobrenadante de cultivo de esplenocitos por
ELISA sandwich

La cuantificacion de citocinas inflamatorias y antinflamatorias se realiz6 en
sobrenadante de cultivo células de bazo (esplenocitos) a los 10 dias post-induccién
de OS.

8.9.1 Sensibilizacion de la placa
Se diluy0 el anticuerpo de captura en 10ml de buffer de pegado, se homogenizé y se
colocaron 100ul por pozo utilizando una micropipeta multicanal (Gilson) en la placa

de ELISA por 96 pozos. Para que se llevara a cabo la reaccion de pegado del



anticuerpo a la placa, ésta tltima fue cubierta con papel aluminio y se puso a incubar

a una temperatura de 4°C por una noche.

8.9.2 Muestras y curva

Al dia siguiente la placa fue retirada del refrigerador y se lavo 3 veces con solucién
de lavado, después se secd de manera manual agitando la placa, después se bloque6
el pegado inespecifico con 300ul de solucidn de bloqueo y se incubd durante dos
horas a temperatura ambiente. Posterior a esto, las placas se lavaron tres veces y
fueron secadas nuevamente. Una vez que la placa se encontro seca, se colocaron las
muestras en sus respectivos pozos, para poder extrapolar los valores de densidad
Optica se realizé una curva patrén con la correspondiente citocina recombinante con
las diluciones al doble para cada una de las placas, se utilizaron las 2 primeras filas
de la placa. Las curvas se iniciaron con una concentracion de 6000pg, y finalmente

se volvio a incubar las placas a 4°C por una noche.

8.9.3 Revelado

Las placas se llevaron a temperatura ambiente, se lavaron 4 veces con solucién de
lavado y posteriormente se secaron de manera manual agitando las placas. En
canaletas se prepararon soluciones de 10ml de PBS-SBA y se afiadi6é una alicuota de
citocina de deteccién y se mezclaron bien. En cada poso de cada placa se afiadieron
100ul de su respectiva solucion. Posteriormente se dejaron incubar durante 2 horas
en un lugar libre de luz. Luego de incubar, las placas se lavaron 5 veces y después se
secaron de forma manual, se preparé una nueva solucién en cada canaleta, la cual
consistio en 10ml de PBS-SBA y 5ul de HRP, en cada placa se colocaron 100ul por
pozo, posteriormente se dejaron incubar durante 45 minutos a temperatura ambiente.
Luego de la incubacion, se lavaron las placas 6 veces con solucion de lavado y se
secaron. En las canaletas se prepar6 una solucion con 100ul de peréxido de hidrogeno
al 3% con un alicuota de ABTS y se homogeniz6 cuidadosamente. Por ultimo, se
agregaron 100pl de la solucién a cada pozo y se leyeron inmediatamente en un lector
de placas de Elisa (marca PKL Pokler ITALIA).



9. Analisis de la expresion de MHC-II en macrofagos por citometria de
flujo

La expresion de MHC-II se realiz6 en células de bazo de ratones control y
experimentales a los 10 dias post-escopolamina. Para realizar la citometria, se
utilizaron 1x10° células de bazo. Las muestras fueron transferidas a tubos eppendorf
y se les afadieron 500ul de buffer de FACS. Para identificar la poblacion de
macrdfagos y la expresion de MHC-II, se utilizaron anticuerpos monoclonales
especificos para ratén F4/80-APC y MHC-11-APC-Cy7, a una concentracion 0.2jug
por 1x10° y como control de viabilidad se usé 7AAD (marca BioLegend; San Diego,
CA, USA)). Las muestras se incubaron en oscuridad a 4 °C por 30 minutos.
Posteriormente, las células se lavaron y centrifugaron dos veces a 2500 rpm por 10
min, se decantd el sobrenadante y se adicionaron 300l de buffer de FACS y 200 pl
paraformaldehido al 4% para su posterior analisis en el citometro de flujo (Attune life

technologies).

10. Analisis estadistico
La comparacion entre los grupos WT y Mif’" se hizo mediante una prueba de T de
Student’s no pareada con un valor de P <0.05 considerado como significativo. Los

datos fueron procesados en el software GraphPad Prism 7.



11. Resultados

11.1 Cuantificacion del volumen lagrimal por la técnica de Schirmer

Con el proposito de determinar si MIF promueve la pérdida temprana de la estabilidad
de la pelicula lagrimal, se cuantifico la produccion de lagrima mediante la técnica de
Schirmer en ratones WT y Mif’ a los 0, 5 y 10 dias post induccion de OS. La figura
4A'y 4B muestran el volumen lagrimal producido por el ojo derecho (OD) e izquierdo
(Ol), respectivamente. Como se puede observar, al dia cero los ratones WT tuvieron
mayor produccioén de lagrima (1.7mm OD y 1.65 mm OI) en comparacion al grupo
Mif” (1.39 mm OD y 1.56 mm Ol). Sin embargo, tras la induccion de OS, solo los
ratones WT mostraron una disminucion del volumen lagrimal en ambos 0jos,
encontrando que al dia 5, la produccidn de lagrima en OD se reduce un 17.7%y 8.5%
en Ol, mientras que al dial0, el Ol tuvo una reduccion del 26.7% y el OD del 11.8%.
Interesantemente, tras la induccion de OS, los ratones Mif” solo mostraron
disminucion del volumen lagrimal en Ol equivalente al 9y 7.7 % al dia 5 y10 post-
escopolamina. En conjunto, estos resultados muestran que la disminucion del
volumen lagrimal se da de manera independiente en ambos ojos; y que la deficiencia

genética de MIF resulta en una menor pérdida del volumen lagrimal.
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Figura 4. Cuantificacion del volumen lagrimal por la técnica de Schirmer en ratones WT y Mif* alos 0,5y 10
dias post-induccién de ojo seco (OS). (A) volumen lagrimal producido en ojo derecho, (B) volumen lagrimal

producido en ojo izquierdo. Resultados de 1 experimento (n=10 ratones) con *p<0.05.



11.2 Analisis del patrén de arborizacién de mucinas por la técnica de ferning

Se sabe que la pérdida de la estabilidad de la superficie ocular esta intimamente
relacionada con un microambiente ocular inflamatorio, el cual trae como resultado la
alteracion en la composicion de la pelicula lagrimal, por tal motivo y con el propésito
de evaluar si la citocina inflamatoria MIF promueve la pérdida del patron de
arborizacion de mucinas, se tomaron 2ul de lagrima a los 0, 5 y 10 dias post-
inducciéon de OS. Para la identificacion del tipo de patron de arborizacion, las
muestras se colocaron en un portaobjetos, se dejaron secar y se observaron con un
microscopio optico a 10 y 40x. Posteriormente, la categorizacion se hizo con base en
la escala de Rolando; donde el tipo I, es una arborizacion completa, sin espacios; en
la tipo 1l, los espacios entre las arborizaciones son visibles; la tipo Ill, presenta
ramificaciones mas cortas y los espacios son mas grandes, finalmente, la tipo 1V, es

totalmente carente de arborizaciones (Masmali et al.,2014).

En la figura 5A y 5B mostramos el tipo de patrén de arborizacién de mucinas
observado en OD y OlI, respectivamente, como se puede observar previo a la
induccidon de OS (dia cero) ambos grupos de ratones tenian un patron de arborizacion
de mucinas tipo | considerado normal. En la figura 5A podemos observar que a los 5
dias post-induccion de OS, el 66.6% de los ratones WT y Mif’- presentaron un patrén
tipo 111, pero solo el 14.28% de los ratones Mif”- tuvieron un patrén tipo I1. De manera
interesante, a los 10 dias, observamos que el 66.6% de los ratones WT perdieron por
completo el patron de arborizacion, es decir presentaron un grado IV, mientras que
ese mismo porcentaje de ratones Mif”" mantuvieron un grado Ill. En este mismo
contexto, la figura 5B muestra que a diferencia de lo observado en OD, al dia 5, el
71.4% de los ratones Mif” tuvieron un patrén tipo 1V, mientras que solo el 33.3% de
los ratones WT entraron en esa categoria. Sin embargo, de igual manera encontramos
que a los 10 dias post-induccion de OS, un mayor numero de ratones WT (66.6%)
tuvieron ausencia del patron de arborizacion de mucinas en comparacion con los Mif”
" (33.3%). Adicionalmente, las figuras 6 y 7 muestran imagenes representativas del
patrén de arborizacion de mucinas observado en ambos grupos de ratones. Estos
resultados nos muestran que la pérdida del patron de arborizacion de mucinas ocurre

de manera independiente en cada o0jo y que la ausencia de MIF protege de la pérdida



completa del patron de arborizacién de mucinas en méas del 50% de los animales

experimentales.
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Figura 5. Patrén de arborizacion de mucinas por la técnica Ferning ojo derecho (A), ojo izquierdo (B) de ratones
WTy Mif"alos 0, 5y 10 dias post-induccion de OS Resultados de 1 experimento (n=10 ratones) con *p<0.05
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Figura 6. Imagenes representativas del patron de arborizacion de mucinas del OD de ratones WTy Mif” alos 0, 5y 10
dias post- induccion de OS. Magnificacion de 40x . Resultados de 1 experimento (n=10 ratones).
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Figura 7. Iméagenes representativas del patron de arborizacion de mucinas del Ol de ratones WTy Mif'- alos 0, 5 y 10 dias

post- induccion de OS. Magnificacion de 40x. Resultados de 1 experimento (n=10 ratones).



11.3 Cuantificacién de citocinas en sobrenadante de cultivo de bazo de ratones

CoNn 0jO Seco

Con el objetivo de determinar si MIF promueve la liberacion de mediadores
inflamatorios en organos linfoides secundarios en ratones con 0jo seco experimental.
Se cuantifico la produccion de TNF-a, IL-1pB, IL-4 e IL-13 en sobrenadante de cultivo
de células de bazo de ratones WT y Mif’ a los diez dias de haber suspendido la
induccion de OS. En la figura 8A podemos observar que los niveles de TNF-a. son
muy bajos en ambos grupos, por otro lado, en la figura 8B, mostramos que los ratones
WT tienen mayor produccion de IL-1p en comparacion con los ratones Mif”. Cabe
destacar, que aun cuando no se observaron diferencias significativas en los niveles de
IL-4 e IL-13, los ratones WT tuvieron mayor produccion de ambas citocinas, figura
8C y 8D, respectivamente. En conjunto estas evidencias, nos muestran que durante la
fase aguda de OS hay un microambiente de citocinas mixto en 6rganos linfoides
secundarios como el bazo, por lo que es conveniente medir estos mismos mediadores

durante la fase crénica de la enfermedad.
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Figura 8. Produccion de citocinas inflamatorias y antantiinflamatorias cultivo de bazo de ratones WT y Mif” basal y estimuladas con un mitégeno
(CoA), alos dias 0, 5 Y 10 post-induccion de OS. (A) TNF-a, B) IL-1B, C) IL-4, D) IL-13. Resultados de 1 experimento (n=10 ratones) con *p<0.05.



11.4 Caracterizacion de poblaciones celulares

MIF es una citocina capaz de promover la activacion de poblaciones de la respuesta
inmune innata como los macrofagos, los cuales desempefian funciones centrales a
través de la sintesis de citocinas y la presentacion de antigeno, por tal motivo uno de
los objetivos de este trabajo fue analizar por citometria de flujo la expresion de MHC-
Il en macrofagos de ganglio cervical y bazo de ratones WT y Mif’” con OS. En la
figura 9 se muestra la estrategia experimental que se siguid para obtener la regién de
celulas viables y que por tamafio y granularidad correspondieran a macréfagos. Una
vez seleccionada la region se analiz6 el porcentaje de células F480*MHC-II" en bazo
y ganglio cervical (figura 10 Ay C). En la figura 10 B, podemos ver que a los 10 dias
post-induccién de OS hay un incremento en el porcentaje de macrdéfagos en ambos
grupos de ratones, sin embargo, no se observaron diferencias estadisticamente
significativas en el porcentaje de células MHC-II". Interesantemente, el andlisis de
esta misma poblacion en ganglio cervical evidencio un incremento del 10% de células
MHC-11* en ratones WT, mientras que en los Mif”- hubo una reduccion del 13.03%
(figura 10 D). Aun cuando estos resultados nos muestran diferencia en el porcentaje
de células FA80*MHC-11* entre ratones WT y Mif”", es necesario realizar un analisis
minucioso con el objetivo de determinar si en ausencia de MIF hay una menor
proliferacion y/o activacién de macrdéfagos o bien, si estas células estdn migrando

hacia la superficie ocular y estan contribuyendo a regular el microambiente ocular.
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11.5 Analisis histologico de la cornea de ratones con 0jo seco

Con la finalidad de analizar si MIF promueve cambios morfoldgicos y la presencia
de infiltrado inflamatorio en cérnea de ratones con OS, se realiz6 un analisis
histoldgico de la cornea ratones WTy Mif”-a los 10 dias de haber iniciado el modelo.
En la figura 11, se muestran imagenes representativas de cortes histologicos de
ratones WT y Mif’ control y experimentales, donde podemos observar que, tras la
induccion de OS, los ratones WT presentaron edema endotelial, desarreglo de las
fibras de colagena y mayor pérdida de queratinocitos, en comparacion con los ratones
deficientes para MIF. La figura 10 A y B, muestran el grosor del epitelio y estroma,
como se puede observar no hubo diferencias estadisticamente significativas en el
grosor del epitelio entre los grupos experimentales. Sin embargo, en el estroma
corneal encontramos un aumento de 47 y 22.9 micrometros en los ratones WT y Mif
" respectivamente. Estas evidencias dejan ver que la deficiencia genética de MIF

atenta el dafo tisular en cornea caracteristico de OS.
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Figura 11. Imagenes representativas del analisis histopatoldgico de la cérnea de ratones WT y Mif-a los 10 dias
del inicio de la induccion del modelo de OS. Podemos observar queratocitos, fibras del coldgena en el estroma,
presencia de edema.
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Figura 12. Grosor del epitelio y estroma corneal cdrnea de ratones WT y Mif 10 dias post-induccion de OS. Resultados
de 1 experimento (n=10 ratones)



12. Discusion

Ojo seco es una enfermedad inflamatoria de la superficie ocular, caracterizada por la
inestabilidad de la pelicula lagrimal como consecuencia del incremento en la
osmolaridad de la lagrima y la produccion de citocinas inflamatorias como: TNF-a.,
IL-1pB, IL-17 y MIF (Craig et al. 2017). Aun cuando se ha evidenciado la estrecha
relacion entre el proceso inflamatorio y el agravamiento de los signos y sintomas de
esta enfermedad, hasta ahora el uso de lagrimas artificiales, es el principal manejo
terapéutico de los pacientes (De la torre M. et al., 2007). Sin embargo, los
componentes de estas, solo atentan la sintomatologia, pero no modulan el proceso

inflamatorio ni previenen el dafio tisular en cérnea y conjuntiva.

En las Gltimas décadas se ha evidenciado el papel patogénico de MIF en enfermedades
autoinmunes e inflamatorias, de hecho, estudios preclinicos han demostrado que la
inhibicion de esta citocina reduce significativamente el proceso inflamatorio
subyacente a estas enfermedades (Denkinger et al. 2003), (Onodera et al. 2000) y
(Jong et al. 2001). En este mismo contexto, estudios en pacientes y modelos murinos
con enfermedades inflamatorias oculares como uveitis, vitreoretinopatia proliferativa
y 0jo seco, han reportado niveles elevados de MIF en muestras de suero, saliva y
lagrima, sin embargo, la informacion acerca de su participacion en la
inmunopatologia es escasa (Pflugfelder et al. 1999) y (Stern et al. 1999). Por tal
motivo, y con el fin de contribuir a entender el papel de esta citocina en OS,
evaluamos la participacion de MIF en el desarrollo de ojo seco inducido con
escopolamina en ratones silvestres (WT) y deficientes (Mif”).

Diversos estudios han demostrado que, sin importar el factor asociado con el
desarrollo de OS, los pacientes presentaran inestabilidad de la pelicula lagrimal como
consecuencia del incremento en la osmolaridad de la lagrima. Este microambiente
hiperosmolar a su vez promueve la disminucién del volumen lagrimal, la alteracion
del patrén de arborizacién de mucinas y la pérdida de células epiteliales (Craig et al.,
2017) (Willcox et al., 2017) (Zhang et al., 2017). Estas observaciones son
consistentes con nuestros resultados, ya que encontramos que, tras la induccion de

0jo seco, ambos grupos de ratones presentaron disminucion del volumen lagrimal



(fig. 4) y pérdida del patron de arborizacion de mucinas (fig. 5). Sin embargo y de
manera interesante, los ratones Mif”- presentaron signos atenuados de la enfermedad

en comparacion con los ratones WT.

El estudio de la respuesta inmune en 6rganos inmunoldgicamente privilegiados como
el 0jo, ha permitido comprender que la homeostasis de la superficie ocular depende
de un conjunto de mecanismos de regulacion mediados por poblaciones celulares de
la respuesta inmune innata y adaptativa, donde la participacion de 6rganos linfoides
secundarios como el bazo y la estrecha relacion con la cAmara anterior del ojo (eje
camero-esplénico) desempefian un papel central, a través de la activacion y

diferenciacion de linfocitos T reguladores (de La Torre et al., 2002).

La contribucion de esta poblacion celular al mantenimiento del privilegio inmune
ocular se da a través de la secesion de TGF-f e IL-10, citocinas indispensables para
mantener en un estado inmaduro a las células presentadoras de antigeno que residen
en la superficie ocular e inhibir la funcion efectora de células T patogénicas (De Pavia
et al. 1999), (De Pavia et al. 2009) y (Zhang et al. 2011). Sin embargo, en 0jo seco,
se ha evidenciado que este microambiente inmunomodulador se pierde, como
consecuencia del incremento en la osmolaridad de la lagrima, de hecho, la
hiperosmolaridad actualmente se reconoce como uno de los principales detonadores
del dafio tisular en cornea y conjuntiva, debido a que promueve la activacion del arco
neurosensorial, la secrecion de la glandula lagrimal, la inflamacion neurogénicay la
produccion de citocinas inflamatorias y metaloproteasas (Yoon et al. 2007).
Particularmente, se ha demostrado que el dafio tisular en la superficie ocular (pérdida
de células caliciformes, epiteliopatia y disminucion del volumen lagrimal) son
consecuencia de la perpetuacion del proceso inflamatorio mediado principalmente
por linfocitos Thly Th1l7 (Schaumburg et al., 2011, Garcia-Posadas et al., 2016)).

Considerando estos antecedentes, asi como el papel central que tiene el eje camero
esplénico en la homeostasis de la superficie ocular y que se sabe que MIF es capaz de
promover la activacion de los linfocitos T, determinamos si esta citocina influye en
el tipo de citocinas producidas en bazo de ratones con OS agudo. Interesantemente,

encontramos que a los 10 dias post-escopolamina, la produccion espontanea de



TNF-a e IL-1 fue menor a los 5 y 30 pg, respectivamente en ambos grupos.
Contrario a lo esperado, observamos que los ratones WT producen méas IL-4 e IL-13,
aunque la producciéon de ambas citocinas también fue menor a los 50 y 15 pg,

respectivamente (fig. 8).

Aun cuando estos resultados parecen no explicar la atenuacion de los signos de OS
observada en los ratones Mif’”", nosotros consideramos que esto pudo estar
relacionado con el hecho de que la cuantificacion de estos mediadores se hizo en un
modelo de OS agudo, motivo por el cual es probable que la activacion de poblaciones
celulares de la respuesta inmune adaptativa como los linfocitos T se encuentre en
proceso. Sin embargo, para confirmar o rechazar esta hipotesis, otro integrante del
grupo de investigacion cuantificara la produccidn de estas citocinas y otras implicadas
en el dafio tisular como son IFN-y e IL17 en sobrenadante de cultivo de esplenocitos

de ratones con OS crénico, con el objetivo de robustecer los resultados.

Este mismo sentido, se sabe que la amplificacion y perpetuacion de la respuesta
inflamatoria en OS son resultado de la activacion de subpoblaciones de linfocitos T
CD4" a través de la presentacion de antigeno. Este proceso requiere de la expresion
de moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad clase Il (MHC-II) por parte
de las células presentadoras de antigeno (CPA) como los macréfagos (Stern et al.
1999) (Zhuo et al. 2012). Por tal motivo, analizamos la expresion de moléculas MHC
clase 1l en macrdfagos de ratones WT y Mif” con OS. De manera intrigante
encontramos gue a los 10 dias post-escopolamina, ambos grupos de ratones tuvieron
un porcentaje similar de células F4/80" MHC-II" en bazo. Sin embargo, este mismo
analisis en células de ganglio cervical mostré que los ratones WT tienen 35% mas
células F4/80" MHC-II" en comparacién con los ratones deficientes para MIF (fig.
10). Estos resultados nos sugieren que, durante la fase aguda de la enfermedad, el
ganglio cervical es uno de los principales 6rganos linfoides secundarios involucrados
en la respuesta inmunolégica en OS. Por otro lado, evidencia reciente, sugiere una
conexion funcional entre la expresién de MIF y moléculas MHC-II". Dicha conexion
ha sido asociada a las diferentes funciones de la molécula CD74, ya que ademas de

ser uno de los receptores de MIF, también funciona como una molécula chaperona



intracitoplasmica para MCH-II" (Koch et al., 2022) (Meza-Romero et al., 2016).
Estas evidencias, nos apoyan para explicar porque los ratones deficientes para MIF

tuvieron un menor porcentaje de células F4/80" MHC-II*,

Finalmente, cuando se hizo el andlisis histopatoldgico de la cdrnea de ratones WT y
Mif” no encontramos diferencias en el grosor del epitelio entre los grupos
experimentales. Sin embargo, observamos que la deficiencia de MIF redujo de forma
significativa la pérdida de la arquitectura del estroma corneal (fig. 11 y 12). La
relevancia de nuestros resultados reside en que, diversos estudios han demostrado que
el incremento en la osmolaridad de la lagrima induce la produccion de mediadores
inflamatorios, metaloproteinasas y la infiltraciobn de células patogénicas en la
superficie ocular, eventos que en conjunto promueve el dafio tisular de la cornea (De
Pavia et al. 2009). trayendo como consecuencia disminucion de la agudeza visual y
en casos graves ceguera. (Zhang et al. 2011).

En conjunto, nuestros resultados, se suman a las evidencias reportadas por otros
grupos de investigacion, donde se ha establecido que independientemente del factor
asociado al desarrollo de ojo seco, el proceso inflamatorio juega un papel importante
en la inmunopatogenesis de esta enfermedad. Ademaés, también evidencian el papel
patogénico de MIF, por lo que su neutralizacion puede representar un potencial

blanco terapéutico en el tratamiento de enfermedades la superficie ocular.



13. Conclusiones

Los animales deficientes para MIF presentaron signos atenuados de OS,
caracterizados por una menor pérdida del volumen lagrimal y del patron de
arborizacién de mucinas en comparacion a los animales WT.

La deficiencia de MIF resulté en un menor porcentaje de macréfagos MHCII* en
ganglio cervical tras la induccion de ojo seco agudo.

Los ratones deficientes para MIF presentaron un menor desarreglo de las fibras de

coldgena y edema en cérnea en comparacion con los ratones WT.



14. APENDICES
Tincion histologica H&E

No.

1

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

Solvente
Xilol 1
Xilol 2
Alcohol etilico 100%
Alcohol etilico 90%
Alcohol etilico 80%
Alcohol etilico 70%
Agua corriente
Hematoxilina
Agua corriente
Alcohol &cido
Agua corriente
Agua amoniacal
Agua destilada
Eosina
Agua destilada
Alcohol etilico 96%
Alcohol absoluto 100%
Xilol

Montaje

Apéndice 1. Receta para la tincion de H&E

Tiempo
5 min
5 min
5 min
5 min
5 min
5 min
5 min
5 min
10 seg
5 seg
Enjuague
30 seg
Enjuague
3 min
Enjuague
Lavado
30 seg

5 min



Fijador de Zinc (Preparacion de 200ml)

Para la preparacion del fijador de zinc se realiz6 la solucién A (tabla
3). Posteriormente se ajustd a un pH de 7.2-7.4 y se aforo a 200ml.
Posteriormente se afiadieron el Acetato de Zinc y el Cloruro de zinc

(tabla 4). La solucion se observa transparente

Reactivos Peso
Tris Base 212¢
Acetato de Calcio 0.1g
H.O destilada 160 ml

Solucién A del fijador de Zinc

Reactivos Peso
Acetato de Zinc 1lg
Cloruro de Zinc 1lg

Reactivos del fijador de zinc

Apéndice 2. Receta para la preparacion del fijador de zinc

Soluciéon hemolizante

Se prepar6 dos soluciones por separado (solucion Ay B), Para

preparar 500ml de la solucién hemolizante.
Solucién A

1. Cloruro de amonio (CLNg, 0.16M)-w«ceeeeeeeeeeeinnns 3.48gr



2. HZO destiladg: - ecoeeerererernnii, 400 ml

Solucion B
1. Tris Base O.17M e ceceeeeeeciiiiiniiiiiiiiiiiiii. 2.05 gr
2. HZO destilada: - -coreerererernnnnn 100 ml

e Tomar 4 partes de la solucién A (400 mL) y 1 parte de la solucién
B (100 mL).
Se ajusto el PH a 7.4.

Apéndice 3. Receta para la preparacion de solucién hemolizante

Soluciones para Elisa

PBS 1X: 80.0g NaCl, 11.6 gr NazHPOg, 2.0 gr KH2PQ4, 2.0 gr KCI; aforar a 10 L a pH
de 7.0

PBS/Tween: 0.5 mL of Tween enl litro de H,0.

Apéndice 4: Soluciones utilizadas en la técnica de ELISA
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