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Abreviaturas  

 

• ACAID - Desviación inmunológica asociada a la cámara anterior 

• -MSH - Hormona estimulante de los melanocitos alfa 

• BTX - Toxina Botulínica B 

• CALT - Tejido linfoide asociado a conjuntiva 

• EALT - Tejido linfoide asociado a ojo 

• EPR - Epitelio pigmentado de retina 

• H2O2 – Peróxido de hidrogeno 

• IL – Interleucina  

• IFN- – Interferón gamma 

• LDALT – Tejido linfoide asociado a drenaje nasolagrimal 

• MD - Degeneración macular 

• MHC II – Complejo mayor de histocompatibilidad de clase II 

• MIF – Factor inhibidor de la migración de macrófagos 

• Mif-/- - Deficientes para MIF 

• MMP – Metaloproteinasa  

• Mɸ - Macrófagos 

• MUC - Mucina 

• PDL-1 – Ligando de muerte programada 1  

• PL – Película Lagrimal  

• SO – Superficie Ocular  

• TGF-β - Factor de crecimiento transformante beta 

• TLR – Receptor tipo toll 

• TNF- – Factor de necrosis tumoral alfa 

• VCAID - Desviación inmunológica asociada a la cámara vítrea 

• VIP – Péptido intestinal vasoactivo 

• VRP - Vitrorretinopatía proliferativa 

• WT - Silvestres  

• Fe – Hierro 
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• IgA – Inmunoglobulina A 

• pDC - Células dendríticas plasmacitoides  

• Treg – Linfocitos T reguladores 

• CRGP - Péptido relacionado con el gen de la calcitonina 

• APC – Célula presentadora de antígeno 

• MAPK – Proteína cinasa activada por mitógenos  

• PEDF - Factor derivado del epitelio pigmentario 

• TSP-1 – Trombospodina 1 

• TFOS – Sociedad de la película lagrimal y superficie ocular 

• DEWS – Taller internacional sobre el ojo seco  

• FESI - Facultad de Estudios Superiores Ixtacala 

• OSDI – Índice de enfermedad de la superficie ocular  

• CXCL – Ligando de quimiocinas  

• CXCR – Receptor de quimiocinas 

• VCAM – Molécula de adhesión a células vasculares 

• ICAM – Molécula de adhesión intracelular 

• Sx – Síndrome 
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1. Resumen 

El factor inhibidor de la migración de macrófagos (MIF) es una citocina inflamatoria involucrada en 

una amplia variedad de enfermedades inflamatorias, entre las que se incluyen patologías oculares 

como la uveítis y la vitreorretinopatía. Sin embargo, la información acerca de su papel en el desarrollo 

de enfermedades inflamatorias de la superficie ocular como ojo seco (OS) es escasa. Con el objetivo 

de conocer la participación de MIF en el OS, empleamos ratones de la cepa BALB/c, machos de 7 

semanas de edad, de los cuales un grupo era silvestre (WT) y otro grupo era deficientes para MIF 

(Mif-/-). Inducimos la patología mediante la administración subcutánea de 0.5 mg de escopolamina, 

tres veces al día por 21 días, seguido de una fase de recuperación con un periodo de 7 días, una 

vez concluido este, se realizó la eutanasia de nuestros modelos experimentales. Con el fin de evaluar 

la estabilidad de la película lagrimal (PL) frente a la ausencia de MIF se realizaron diversas pruebas 

clínicas a los días 0, 7, 14, 21 y en la fase de recuperación, pruebas que nos permitieron conocer la 

producción de volumen lagrimal (Schirmmer Test), determinar el patrón de arborización de mucinas 

(Ferning Test) y el número de células epiteliales conjuntivales (Citología de impresión). Una vez 

realizada la eutanasia, se procedió a enuclear ambos ojos de nuestros modelos experimentales, en 

donde utilizamos el ojo derecho para realizar un análisis histopatológico de la córnea de nuestros 

ratones. El ojo izquierdo fue disectado y dividido en córnea y conjuntiva con el objetivo de revisar la 

expresión de transcritos de citocinas inflamatorias, antinflamatorias y enzimas. 

La evaluación de la estabilidad de la PL evidenció que los ratones Mif-/- tuvieron una menor pérdida de: 

volumen lagrimal, número de células epiteliales y del patrón de arborización de mucinas en 

comparación con el grupo WT. Además, el análisis histológico de córnea mostró un menor daño 

histopatológico del epitelio y del estroma corneal en los ratones Mif-/-. Interesantemente, estos 

hallazgos se asociaron con la coexpresión de transcritos de citocinas inflamatorias y antiinflamatorias 

en córnea y conjuntiva, así como una menor expresión de las enzimas inos y nox4, ambas 

involucradas en el estrés oxidativo y daño tisular.  

En conjunto, nuestros resultados demostraron que la ausencia de MIF favorece la pérdida de la 

estabilidad de la superficie ocular, mediante una mayor producción lagrimal, un mayor número de 

células epiteliales, un patrón de arborización normal (de tipo I o II) y a través de la expresión de 

mediadores inflamatorios en córnea y conjuntiva. 

 

Palabras clave: Inflamación, Ojo Seco, Película Lagrimal, Superficie Ocular, MIF, 

Salud Ocular Inflamación 
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2.  Introducción 

 

 Anatomía ocular 

El ojo es un órgano sensorial, especializado en la recepción y procesamiento de 

energía proveniente de la luz del entorno, para generar potenciales de acción en 

células nerviosas especializadas, los cuales son transportados a través del nervio 

óptico con el objetivo de interpretar y formar una imagen visual [1, 2]. 

 

Dicho órgano se encuentra compuesto de diversos tejidos, por los cuales atraviesa 

la luz del exterior permitiendo así realizar su función biológica. Anatómicamente 

puede dividirse en estructuras accesorias o externas y en estructuras internas, 

particularmente las estructuras internas están divididas en 3 capas principales con 

subdivisiones compuestas por diversos tejidos: 

 

Estructuras externas o accesorias  

Conformada por los parpados, pestañas, la conjuntiva, la PL y diversas glándulas 

encargadas de la secreción de sus componentes (Zeiss Krause, Wolfring, lagrimal, 

Meibomio). 

 

a) Estructuras internas 

Capa anterior: Constituida por un tejido conectivo laxo denominado esclerótica, y 

un tejido conectivo transparente y avascular conocido como córnea. En conjunto, 

las estructuras internas de la capa y las estructuras accesorias constituyen la 

superficie ocular (SO). 

 

Capa media: Tiene la función de brindar vasculatura y nutrición al globo ocular, 

consta del humor acuoso, el iris, cristalino, procesos ciliares, cuerpo ciliar, zónulas 

y coroides. 

 

Capa interna: Conocida como capa sensorial, conformada por la retina, la cual se 

subdivide en una capa de células fotorreceptoras (células nerviosas de primer 

orden), células ganglionares (células de segundo orden) y elementos neurogliales 
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de la retina. Y una capa externa delgada denominada epitelio pigmentario de la 

retina [3]. 

 

 Estructura de la superficie ocular 

La superficie ocular (SO) está ubicada en la parte más externa del ojo, está formada 

por diversos tipos de epitelios los cuales funcionan como barrera física 

contribuyendo a preservar su integridad y función como medio refringente, 

permitiendo el enfoque de los rayos de luz en la retina. (Figura 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Tomado de Paiva, C.S., St. Leger, A.J. & Caspi, R.R. Mucosal immunology of the ocular surface. 

Mucosal Immunol 15, 1143–1157 (2022). https://doi.org/10.1038/s41385-022-00551-6. 
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Considerada como la interfaz entre el medio ambiente y el ojo, la SO se compone 

de diversas estructuras entre las cuales destacan: 

 

Córnea:  

Este tejido ocular es el responsable del 65 al 75% de la refracción del ojo. Está 

formada por componentes celulares como: células epiteliales, queratocitos y células 

endoteliales y acelulares que incluyen proteínas como: el colágeno de tipo I IV, V y 

VI y los glucosaminoglicanos [5, 6]. Anatómicamente, se compone de cinco capas 

divididas como a continuación se describe. 

 

Epitelio: Conformado por alrededor de 5 a 7 capas de células epiteliales y una 

membrana basal, tiene como funciones principales, impedir la entrada de objetos o 

sustancias extrañas, actuando como una barrera física y facilitando la absorción de 

nutrientes provenientes de las lágrimas que pasan por su superficie. 

 

Membrana de Bowman: Formada por colágeno tipo I y V, así como por 

proteoglicanos, no cuenta con capacidad regenerativa y ayuda en el mantenimiento 

de la anatomía corneal.  

 

Estroma: Comprende del 80 al 85% del espesor corneal, comprende funciones 

mecánicas las cuales son necesarias para la resistencia y mantenimiento de la 

estructura corneal, dichas funciones son dependientes del ensamblaje de sus 

componentes. Conformada por queratocitos los cuales se encargan de la 

producción de colágeno el cual es el principal compuesto de otro de sus 

componentes, la matriz extracelular. La matriz extracelular está conformada de 

colágenos (Tipo I, III, V, VI) y glucosaminoglicanos, estos constituyen el queratán 

sulfato, el condroitín sulfato y el dermatán sulfato, entre sus funciones destaca el 

envolver a el ultimo componente del estroma, las fibrillas de colágeno. Estas son 

haces paralelos de colágeno los cuales se encuentran en una capa dispuesta en 

ángulo recto con respecto a las fibras de las laminillas adyacentes, la capa estromal 

contiene de 200 a 250 laminillas distintas. Esta distribución define de manera crucial 

las propiedades refractivas de la córnea, así como el mantenimiento de su 
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transparencia y la morfología de la misma. 

 

Membrana de Descement: Formada por una capa delgada de fibras de colágeno 

dispuestas en sección transversal, formando así una red a modo de hexágono, los 

principales componentes de dicha capa son el colágeno tipo IV y VIII, fibronectina y 

laminina. Su principal función es de resistencia.  

 

Endotelio: Monocapa de células hexagonales metabólicamente activas, las 

uniones celulares adyacentes del endotelio no son tan oclusivas como las del 

epitelio, esto permite el paso de líquido, contribuyendo al mantenimiento y 

manteniendo una hidratación adecuada de la córnea, asegurando así su 

transparencia [4, 7-9]. 

 

Conjuntiva  

La conjuntiva es una barrera epitelial mucosa transparente, está dividida en tres 

regiones, conjuntiva palpebral o tarsal encargada del recubrimiento de los parpados, 

conjuntiva bulbar ubicada sobre el globo ocular y los fondos de saco o fórnix la cual 

es el área de unión entre la conjuntiva tarsal y bulbar. Este tejido cuenta con dos 

capas de gran importancia: 

 

Epitelio: Es de tipo escamoso estratificado no queratinizado y formado por 3-5 

capas de células epiteliales con células caliciformes intercaladas. Además, tiene 

presencia de vasos sanguíneos, glándulas accesorias y células del sistema inmune 

encargadas de mantener el privilegio inmunológico ocular.  

 

Lamina propia: También conocida como submucosa conjuntival, en esta capa se 

encuentran la mayoría de las células del sistema inmune, cuenta con suministro 

sanguíneo a partir de las arterias ciliares anteriores, la arcada tarsal posterior y la 

arcada sanguínea laterales [7, 10, 11]. 

 

Película lagrimal 

Con 3 μm de espesor, la PL es considerada la primera barrera física del ojo, esta 
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funge como interfaz entre el epitelio de la SO y el medio ambiente. Se encarga de 

brindar nutrientes, humectar, eliminar residuos y mantener la homeostasis a nivel 

ocular [12].  

 

Está formada por tres porciones, a continuación, se describen de acuerdo con su 

ubicación: 

 

Lipídica: Es producida por una glándula principal (Glándula de Meibomio) y dos 

glándulas accesorias (Glándulas de Moll y Zeiss), es la porción más expuesta de la 

PL, su principal función es evitar la evaporación y conferir una superficie óptica apta 

y lisa para la refracción corneal. Se encuentra conformada por más de 600 lípidos, 

de los cuales destacan ésteres de cera, colesterol, ácidos grasos y fosfolípidos. 

 

Acuosa: Esta porción es esencial para mantener lubricada y protegida a la SO, se 

compone de electrolitos, proteínas, metabolitos, oxígeno, glucosa y moléculas 

capaces de contribuir a la regulación ocular. Es secretada por la glándula lagrimal 

y las glándulas accesorias de Krause y de Wolfring. 

 

Mucinica: Es la porción más interna y es producida por las células caliciformes 

ubicadas en el epitelio de la conjuntiva. Además, se encuentra formada por urea, 

sales, inmunoglobulinas y glicoproteínas conocidas como mucinas (MUC). De 

acuerdo con su estructura las MUC se dividen en tres tipos: transmembranales, 

formadoras de gel y solubles, en condiciones de homeostasis ocular se encuentran 

expresadas MUC1, MUC2, MUC4, MUC5AC, MUC5B, MUC12, MUC13, MUC16, 

MUC20, MUC21 y MUC22 [13-17]. Entre sus funciones se destacan la eliminación 

de patógenos, lubricación, protección, y brindan estabilidad a la capa acuosa (Tabla 

1).  
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Tabla 1. Mucinas secretadas en la Superficie Ocular. 

 
 
 

 
Datos tomados de: Martínez-Carrasco R, Argüeso P, Fini ME. Membrane-associated mucins of the human ocular surface in health 
and disease. 

 
 
 

En conjunto todas las estructuras contribuyen a mantener la fisiología del segmento 

anterior, ya que a diferencia de otros sitios anatómicos, la SO se encuentra 

continuamente expuesta al medio ambiente y por ende a diversos estímulos 

patogénicos y no patogénicos, los cuales en la mayoría de las ocasiones son 

contenidos y/o neutralizados a través de diversos mecanismos inmunológicos, 

tanto celulares, como moleculares a fin de evitar el desarrollo de procesos 

inflamatorios crónicos capaces de comprometer la fisiología ocular. 

Mucina Tipo Ubicación Función 

MUC1 Transmembranal 

Película lagrimal, 
epitelio 

conjuntival, 
corneal y glándula 

lagrimal. 

Barrera frente 
a diversos 
patógenos, 

antiadherencia 
y señalización 

[18]. 

MUC2 Formadoras de 
gel 

Película lagrimal, 
epitelio 

conjuntival, 
corneal y células 

caliciformes. 

Lubricación 
[19]. 

MUC4 Transmembranal 
Película lagrimal, 

conjuntiva, 
epitelio corneal. 

Descamación, 
regulación en 
homestasis, 
protectora y 
señalización 

[20, 21]. 

MUC5AC Formadoras de 
gel 

Película lagrimal, 
epitelio 

conjuntival/células 
caliciformes. 

Hidratación y 
barrera [22, 

23]. 

MUC5B Formadoras de 
gel 

Epitelio 
conjuntival y 

glándula lagrimal. 
- 

MUC7 Soluble 
Epitelio 

conjuntival y 
glándula lagrimal. 

Agente 
antimicrobiano 
y antifúngico 

[19]. 

MUC16 Transmembranal 

Epitelio corneal y 
conjuntival, 

células 
caliciformes y 

glándula lagrimal. 

Forma el 
glucocálix y 

contribuye a la 
homeóstasis 

[24]. 
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2.1  Homeostasis de la superficie ocular 
 

Al igual que el cerebro, el corazón, el útero y los testículos, el ojo es considerado 

un órgano inmunológicamente privilegiado ya que tiene la capacidad de desplegar 

respuestas inmunológicas efectivas, pero empleando medidas regulatorias a fin de 

evitar respuestas inflamatorias innecesarias capaces de afectar la función vital o 

biológica de diferentes órganos, preservando así la integridad del mismo [25, 26]. 

Como previamente se describió, la SO se encuentra formada por un epitelio 

continuo entre la conjuntiva, el limbo y la córnea, dicho epitelio cuenta con diversos 

mecanismos celulares y moleculares los cuales le están directamente relacionados 

con el privilegio inmunológico ocular.  

 

A continuación, se describen los mecanismos implicados en la regulación de la SO: 

 

Componentes de la película lagrimal 

La PL, además de ser considerada una barrera física con funciones de lubricación 

en la SO, esta contiene diversos mecanismos moleculares antimicrobianos e 

inmunoreguladores: 

 

Lisozima: Secretada por la glándula lagrimal, esta molécula antimicrobiana 

constituye alrededor del 20 al 40% del total de las proteínas con función 

antimicrobiana presente en la lagrima. Entre sus funciones se destaca su capacidad 

para disolver la pared de las bacterias mediante la digestión enzimática de 

mucopolisacáridos [27, 28]. 

 

Lactoferrina: Perteneciente a la familia de las transferrinas, la lactoferrina es una 

glicoproteína de unión al hierro (Fe), es decir funciona como sideróforo ya que es 

capaz de secuestrar el Fe limitando la disponibilidad del mismo y en consecuencia 

dificulta el crecimiento de bacterias dependiente de Fe. Esta molécula es secretada 

por la glándula lagrimal, el epitelio corneal y células de la respuesta inmune [29, 

30]. 

 

Lipocalina: Esta proteína es un miembro de la familia de calcinas y está encargada 

de la remoción de desechos lipídicos microbianos insolubles en la lagrima. Es 
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secretada por la glándula lagrimal y las glándulas accesorias (Wolf y Krause) [31, 

32]. 

 

Inmunoglobulina A (IgA): Esta glicoproteína se encarga de neutralizar patógenos 

mediante la interacción directa de sus sitios de unión con antígenos derivados de 

virus, bacterias y protozoos impidiendo su unión a las células hospederas. Es 

secretada por células del sistema inmune (células plasmáticas) presentes en la 

glándula lagrimal y la conjuntiva [33, 34]. 

 

Células caliciformes y tejido linfoide asociado a conjuntiva (CALT):  

Además de su papel como barrera física, la conjuntiva cuenta con la presencia de 

mecanismos celulares y moleculares capaces de contribuir a la regulación 

inmunológica. 

 

Células caliciformes: Son células especializadas del epitelio conjuntival, la 

principal fuente de mucinas para la PL y se encargan de la producción del factor de 

crecimiento transformante beta (TGF-β) (Tabla 2). 

 

CALT: Este tejido alberga células del sistema inmune tolerogénicas, 

particularmente, linfocitos T reguladores (Treg) (CD4+ Foxp3+) y células 

presentadoras de antígeno (APC). Las APCs son células residentes de los tejidos, 

presentan un estado "inmaduro" caracterizado por bajos niveles de expresión del 

complejo mayor de histocompatibilidad clase II (MHC-II) y la ausencia de moléculas 

coestimuladoras (CD80 y CD86). Las APCs y Treg se caracterizan por producir 

citocinas inmunoreguladoras como: la interleucina 10 (IL-10) y el factor 

transformante beta (TGF-β) (Tabla 2) [35, 36]. 

Avascularidad en la córnea:  

Dado que la función principal de la córnea es servir como medio refringente, este 

tejido debe permanecer transparente, por ende, entre sus características se 

encuentra la ausencia de vasos sanguíneos y linfáticos, esto limita la entrada de 

células del sistema inmune, contribuyendo así con el inmunoprivilegio 

antiangiogénico. Los mecanismos se encuentran detallados en la tabla 2.  
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(a) Epitelio corneal: 

Es considerado la primera línea de la inmunidad ocular, esta barrera física actúa 

frente a microorganismos y agresiones ambientales, su estructura está formada y 

mantenida por uniones celulares de diferente tipo, además de esto, se ha descrito 

en la literatura que estas células tienen un papel importante en cuanto al 

mantenimiento de la regulación en la SO: 

 

Uniones celulares: En el epitelio  l, se han identificado cuatro tipos de uniones 

celulares, estas van desde las uniones estrechas (zonula occludens, unidas 

mediante complejos proteicos conocidos como ocludinas), desmosomas (macula 

adherens, complejos proteicos conocidos como cadherinas y nectinas), uniones 

adherentes (zonula adherens, uniones de cadherinas y filamentos intermedios) y 

uniones gap (en forma de canales o poros en la membrana lipídica que permiten el 

paso bidireccional de iones y moléculas pequeñas) en conjunto limitan el ingreso 

de agentes externos [37, 38]. 

 

Además, de los diferentes tipos de uniones celulares, también se ha demostrado, 

la expresión constitutiva de factores inmunorreguladores, entre ellos, el ligando de 

muerte programada 1 (PD-L1), Ligando Fas (FasL), factor derivado del epitelio 

pigmentario (PEDF) y trombospodina 1 (TSP-1) (Tabla 2). 
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Tabla 2. Factores inmunoreguladores implicados en la inmunidad de la superficie ocular. 
 

Tipo Moléculas Funciones 

Citocinas reguladoras 

TGF-β 
El TGF-β es una molécula de carácter 

pleiotrópico, la cual es capaz de inhibir la 
proliferación de células T efectoras a través 
de la inducción de Tregs por Foxp3+ [39]. 

Antagonista del receptor de 

interleucina 1 (IL-1R) 

IL-1Ra inhibe competitivamente la unión de 
IL-1α e IL-1β a su receptor, evitando así que 
estas lleven a cabo sus funciones biológicas 

[40]. 

Factores inhibidores 

PDL-1 Tanto PD-L1, FasL y TRAIL promueven la 
apoptosis de células inmunes activadas, 

limitan la proliferación de células T efectoras 
y en consecuencia la producción de citocinas 

inflamatorias [41, 42, 43]. 
  

FasL 

TRAIL TSP-1 regula negativamente la angiogénesis 
y funge como activador de TGF-β [44]. 

TSP-1   

Neuropéptidos 

Hormona estimulante de los 
melanocitos alfa (α-MSH) 

Suprime la producción de IFN-α por parte de 
las células T efectoras. Además, promueve la 
producción de citocinas inmunoreguladoras 

(IL-10) [45]. 

Péptido relacionado con el 
gen de la calcitonina (CGRP) 

Reduce la producción de moléculas 
proinflamatorias, promueve la producción de 

IL-10. También reduce la expresión de 
moléculas coestimuladoras (CD86) y MHC-II 

en monocitos y DC [46]. 

Péptido intestinal vasoactivo 
(VIP) 

Disminuye el reclutamiento de células 
inflamatorias, limita la proliferación de células 

T y suprime la producción de mediadores 
proinflamatorios [46]. 

Factores antiangiogénicos PEDF PEDF suprime la expresión de factores 
angiogénicos [47]. 

 
Datos tomados de: Foulsham W, Coco G, Amouzegar A, Chauhan SK, Dana R. When Clarity Is Crucial: Regulating Ocular 

Surface Immunity. 

 

Células tolerogénicas: Particularmente, la superficie corneal no cuenta con 

linfocitos T o B residentes, sin embargo, esta cuenta con células presentadoras de 

antígenos ubicadas tanto en la periferia corneal como en la zona central, las APCs 

ubicadas en la zona central son células que se encuentran en un estado "inmaduro" 

como previamente se mencionó, estas se caracterizan por tener niveles bajos de 

MHCII y de moléculas coestimuladoras, lo que en consecuencia limita la capacidad 

para presentar un antígeno y activar a las células de la respuesta inmune adaptativa 

[48]. Entre las APCs presentes en la SO están las células dendríticas 

plasmocitoides (pDC), estas células residen en el estroma y en el limbo corneal, se 
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ha descrito que estas son una fuente importante de factores angiogénicos como la 

trombospodina (TSP-1) y PDL-1 (Tabla 2) [48]. 

 

Como ya se describió, el ojo cuenta con diversas estrategias celulares y 

moleculares, las cuales trabajan de manera conjunta y coordinada para evitar y/o 

contener el desarrollo y la perpetuación de procesos inflamatorios crónicos. Sin 

embargo, diversos grupos han demostrado que la pérdida o desregulación de estos 

mecanismos promueve el desarrollo de diversas patologías inflamatorias oculares, 

las cuales causan disminución de la agudeza visual y en casos graves ceguera. 

Particularmente, en las últimas dos décadas ha crecido el interés por comprender 

los mecanismos inmunológicos subyacentes a una enfermedad de la superficie 

ocular conocida como ojo seco, debido al incremento en la incidencia y prevalencia 

en la población a nivel mundial, así como las consecuencias en la calidad de vida 

de los pacientes que lo padecen.  

 

2.4 Definición y clasificación de ojo seco 

La primera definición de ojo seco (OS) se dio en 1995 por el Instituto Nacional del 

Ojo. Sin embargo, fue hasta el 2007 que OS fue catalogado como enfermedad por 

el subcomité de Definición y Clasificación del Taller Internacional de Ojo Seco 

(DEWS). Para el 2017 (DEWS II), el subcomité integrado por más de 50 

especialistas, redefinen a OS como una enfermedad inflamatoria de la SO, de 

origen multifactorial, caracteriza por pérdida de la homeostasis de la PL como 

consecuencia del incremento de la osmolaridad de la lágrima, acompañada de 

signos y síntomas oculares como hiperemia, sensación de cuerpo extraño, prurito, 

disminución de la agudeza y alteraciones neurosensoriales [49]. 

Actualmente, la clasificación de OS se fundamenta en un sistema basado en las 

etiologías predominantes de la patología, y se ha dividido en dos grandes 

categorías:  

Acuodeficiente: Se caracteriza por la deficiencia de la porción acuosa por parte 

de la glándula lagrimal. Su origen puede estar asociado a enfermedades 
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autoinmunes, sistémicas o condiciones ambientales [50]. 

Evaporativo: Está relacionado con la deficiencia en la capa lipídica de la PL. 

Comúnmente se asocia a factores intrínsecos (disfunción de las glándulas de 

Meibomio o en la apertura palpebral) y extrínsecos (deficiencia de vitamina A, 

alergias o uso de lentes de contacto) [51].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Clasificación de Ojo Seco, tomada de Craig, J. P., Nichols, K. K., Akpek, E. K., Caffery, B., Dua, H. S., Joo, C. K., 

Liu, Z., Nelson, J. D., Nichols, J. J., Tsubota, K., & Stapleton, F. (2017). TFOS DEWS II Definition and Classification Report. 

 

2.5. Prevalencia de Ojo seco 

En el 2017 Stapleton y colaboradores, realizaron un meta-análisis sobre la 

prevalencia de OS, en este estudio los autores reportaron que entre el 5 y el 50% 

de la población adulta a nivel mundial padecen esta patología [52]. En este mismo 

contexto, un estudio realizado en población estadounidense reportó que 

aproximadamente 16.4 millones de personas padecen OS, además observaron una 

mayor incidencia en las mujeres, con un estimado de 11.1 millones, mientras que 

la población masculina alcanzo los 5.3 millones [53, 54]. 

 

Aun cuando la prevalencia de esta enfermedad en la mayoría de los estudios se ha 

reportado que afecta principalmente a la población adulta y que las mujeres son el 

género más afectado. Recientemente, un par de estudios realizados en población 
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mexicana, específicamente en estudiantes de la Universidad de Monterrey, y 

pacientes que acudieron a la clínica de Optometría de la Facultad de Estudios 

Superiores Iztacala (FESI) se encontró la presencia de signos y síntomas de OS. 

En ambos estudios se encontró que personas entre 21 y 40 años presentaron 

signos y síntomas de la enfermedad [55, 56]. 

 

2.6 Cuadro clínico 

Se sabe que, sin importar la etiología de OS, una de las características centrales 

de la enfermedad es la pérdida de la estabilidad de la PL como consecuencia del 

incremento en la osmolaridad de la lagrimal y el consecuente desarrollo y 

perpetuación de un proceso inflamatorio crónico. Dicho proceso inflamatorio esta 

orquestado por la producción de mediadores inflamatorios, la expresión de 

metaloproteinasas, enzimas asociadas al estrés oxidativo y la infiltración de 

poblaciones celulares de la respuesta inmune innata y adaptativa. En conjunto 

todos estos elementos celulares y moleculares derivaran en la aparición y 

agravamiento de signos y síntomas de los pacientes.  

  

Desafortunadamente, hasta ahora no hay un signo patognomónico de OS, en 

general quienes padecen la enfermedad pueden referir sensación de cuerpo 

extraño, dolor, visión borrosa, prurito (comezón), fotofobia (sensibilidad a la luz), 

hiperemia conjuntival (ojo rojo), etc. Por lo tanto, el diagnóstico de la enfermedad 

se fundamenta en el uso de pruebas subjetivas y objetivas a fin de identificar la 

sintomatología, los cambios en la composición de la PL y/o los cambios 

morfológicos en el epitelio corneal y conjuntival [49, 57, 58]. 

 
2.7 Diagnóstico y tratamiento 

 
2.7.1 Diagnóstico 
 
El diagnóstico de esta patología se basa principalmente en el uso de pruebas 

subjetivas (cuestionarios) con el objetivo de identificar la presencia de la 

sintomatología. Sin embargo, esta no siempre determinará la presencia y/o 

cronicidad de la enfermedad, dado que muchos pacientes son asintomáticos o en 
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algunos casos otras condiciones patológicas presentes en la SO pueden mimetizar 

la sintomatología de OS, haciendo aún más complicado su diagnóstico de la misma 

[49, 59, 60]. 

 

Actualmente el diagnóstico se fundamenta tanto en el uso de pruebas subjetivas 

basadas en la aplicación de cuestionarios como el índice de enfermedad de la 

superficie ocular (OSDI por sus siglas en inglés), dicho cuestionario consta de 12 

ítems que evalúan síntomas, limitaciones funcionales y factores, ambientes 

relacionados con OS [61, 62]. 

 

Entre las pruebas cuantitativas, se encuentra la prueba de Schirmer, la cual permite 

cuantificar el volumen lagrimal; mientras que la prueba de ferning permite, 

determinar el tipo de patrón de arborización de mucinas y la cuantificación del 

número de células epiteliales y caliciformes se hace mediante citología de 

impresión [63-65]. En conjunto, estas pruebas permiten evaluar la estabilidad, 

producción y calidad de la PL.  

 

2.7.2 Tratamiento 

En general el tratamiento de OS está dirigido a atenuar los signos y síntomas a 

través del uso de lágrimas artificiales y en algunos casos la administración de 

corticoesteroides por periodos prolongados. Sin embargo, se ha reportado que el 

uso prolongado de corticoesteroides puede generar efectos adversos. En la última 

década, diversos grupos de investigación han explorado y reportado el posible 

efecto beneficio de otros tratamientos como: la luz pulsada, el uso de tapones 

lagrimales, la aplicación de suero autólogo, suplementos alimenticios o distintos 

fármacos, entre los que se encuentra Lifitegrast (Tabla 3). Desafortunadamente, 

hasta ahora el acceso a estos tratamientos es limitado debido a su costo elevado 

[66, 67]. 
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Tabla 3. Tratamientos para el manejo de Ojo seco. 

Fármaco Descripción Función 

Lagrimas Artificiales 
Alcohol polivinílico, ácido hialuronico, 

derivados de la celulosa, 
hidroxipropilguar, povidona. 

Favorece la estabilidad lagrimal 
Promueve la migración epitelial 

Mejora la calidad óptica. 

  
  
  

Corticoesteroides Tópicos 

Loteprednol: instiladas en un periodo 
de 2 a 4 semanas mejora la 

sintomatología del OS. 
Inducción de proteínas inhibidoras 

de la fosfolipasa A2. 
Ciclosporina A: incrementa la 

producción lagrimal, es un 
medicamento aprobado por la FDA 

como tratamiento del OS. 

Reduce la transcripción de citocinas 
activadoras de linfocitos T (IL-2). 

Tracolimus: genera efectos similares a 
la ciclosporina A, utilizado en pacientes 

que no toleran la ciclosporina. 
Inhibe la transcripción de citocinas 

activadoras de linfocitos T (IL-2). 

Tetraciclinas Bacteriostáticos con efecto 
antinflamatorio. 

Reducen la síntesis de 
metaloproteinasas, la producción de 

IL-1. 

Macrólidos 
Azitromicina: se utiliza al 1% 

normalizando el perfil lipídico de las 
glándulas de Meibomio. 

Inhibición de la biosíntesis de 
proteínas bacterianas. 

Ácidos grasos omega Esenciales en la homeóstasis de la 
superficie ocular. 

Bloquean ecoisanoides 
proinflamatorios y reducen citocinas 

proinflamtorias. 

Vitamina A 

Juega un papel importante en la 
producción de la porción mucinica, su 
deficiencia se asocia a la perdida de 

esta capa y atrofia de células 
caliciformes. 

Las gotas de vitamina A protegen los 
ojos de los radicales libres, toxinas, 

alérgenos e inflamación. 

  
Luz pulsada intensa 

  
Lámpara que emite una fuente de luz 

policromática incoherente de alta 
intensidad con el objetivo de producir 

fototermolisis selectiva [68]. 
  
  

Mejoría en parámetros clínicos 
asociados a la disfunción de la 

glándula de Meibomio, incluida la 
calidad del mismo y su producción 
Así es capaz de reducir la expresión 
de citocinas proinflamatorias (IL-6 y 

TNF-α) [69]. 

Antagonistas de los Linfocitos (LFA-1)  
Lifitegrast: Administrado en una 

solución oftálmica al 5%, es capaz de 
reducir la inflamación mediada por el 

sistema inmune [70]. 

  
Se une a LFA-1, integrina presente 
en linfocitos efectores, inhibiendo 

así la interacción con su ligando 
ICAM, reprimiendo la migración 

linfocitos T y reduciendo la 
producción de mediadores 
proinflamatorios [71, 72]. 

Suero autólogo  

  
Considerado un colirio el suero 

autólogo es una deriva de la sangre, en 
el que el donante y el receptor son el 

mismo [73]. 

  
Sus componentes son casi idénticos 

a los de las lágrimas, ya que contiene 
lactoferrina, glutatión y vitamina C y 
en mayor concentración, albúmina, 
fibronectina, inmunoglobulinas (IgM 
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e IgG), lisozima y factores de 
crecimiento como el factor de 

crecimiento nervioso, el factor de 
crecimiento derivado de plaquetas, 

el factor de crecimiento 
transformante beta 1 (TGF-β1) y el 
factor de crecimiento epidérmico 

[74, 75].  
  

 

Datos tomados: de Mondal H, Kim HJ, Mohanto N, Jee JP. A Review on Dry Eye Disease Treatment: Recent Progress, Diagnostics, 

and Future Perspectives. Pharmaceutics. 

 

Independientemente del tratamiento, también se les recomienda a los pacientes 

eliminar cualquier factor ambiental como: ambientes húmedos, evitar el humo del 

cigarro, exposición a aires acondicionados y el uso prolongado de dispositivos 

electrónicos, ya que se sabe que estos pueden agravar la patología [76]. 

 

 

2.8 Inflamación y Ojo seco 

La DEWS en su informe del 2017, reportó que la inestabilidad de la PL trae consigo 

un incremento en la osmolaridad de la lagrima [49]. Dicha hiperosmolaridad induce 

estrés disecante en el microambiente de la superficie ocular, trayendo como 

consecuencia cambios morfofuncionales en las células residentes, activando la vía 

de señalización de las proteínas cinasas activadas por mitógenos (MAPK) como 

las cinasa N-terminales c-Jun y p38, su activación dará como resultado la 

traslocación de factores de transcripción al núcleo promoviendo la transcripción de 

diversos genes relacionados con el estrés celular y la producción de mediadores 

citocinas inflamatorias y MMP, principalmente, en la PL se ha identificado MMP-9 

[77, 78, 79]. 

 

Se ha reportado que la activación de la vía de las MAPK promueve un incremento 

en la síntesis de citocinas inflamatorias como: IL-1β, IL-6, TNF-α y el factor inhibidor 

de la migración de macrófagos (MIF) así como de las quimiocinas CXCL9, CXCL10, 

CXCL11 y CXCR3 en lagrima de pacientes con OS [80, 81]. 

 

El incremento de estas moléculas induce la activación de las APC residentes de la 

superficie ocular, mismas que migran a los órganos linfoides secundarios, una vez 
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ahí estas se encargan de la activación y diferenciación de los linfocitos T efectores, 

particularmente los subtipos Th1 y Th17. Estas poblaciones contribuyen a 

perpetuar el proceso inflamatorio a través de la producción de las citocinas IL-6, IL-

12, IL-23, IFN- y TGF-β, una vez diferenciadas estas células migran hacia el sitio 

de acción mediante una vía eferente, al llegar a la SO, estas células incrementan 

la presencia de citocinas inflamatorias, lo cual favorece el daño tisular tanto en 

córnea como conjuntiva, promoviendo la producción de MMP y generando así un 

círculo de retroalimentación.  

 

En conjunto estos mecanismos, contribuyen a la patogénesis del OS, promoviendo 

la disfunción de la glándula lagrimal, las glándulas de meibomio y los tejidos de la 

SO. Estas evidencias han incentivado el interés por comprender los mecanismos 

inmunológicos involucrados en el desarrollo de OS. En este sentido el uso de 

modelos experimentales, han permitido evidenciar y demostrar el papel patogénico 

que tiene la producción de TNF-α, IL-1β e IL-6 [82-85]. Recientemente, nosotros 

demostramos que ratones genéticamente deficientes para la citocina inflamatoria 

MIF tienen signos atenuados de OS. Estos antecedentes fundamentan el estudio 

de esta citocina en el contexto de inflamación ocular [86]. 

  

 

2.9 Biología del factor inhibidor de la migración de macrófagos  

El factor inhibidor de la migración de macrófagos (MIF) se reportó por primera vez 

en 1960 y fue clasificado como una citocina proinflamatoria con funciones 

pleiotrópicas. Es producida y almacenada como mediador preformado por diversas 

poblaciones celulares, tanto del sistema inmunológico como no propias del mismo 

(epiteliales, endoteliales y endocrinas) [87, 88]. La producción y secreción de MIF, 

esta estimulada por moléculas proinflamatorias como TNF- α, IL-1, IFN-, TGF-β y 

la endotoxina bacteriana conocida como lipopolisacárido (LPS). Además, la 

anafilatoxina C5a producto resultante de la activación de la vía del complemento, 

es capaz de inducir la producción de esta molécula en sepsis experimental [89-92]. 

Una vez secretada, MIF estimula la producción de otros mediadores inflamatorios 

como las MMP-1, 3 y 9, diversas citocinas (TNF-α, IL-1, IL-6, IL-8 e IL-12), y las 
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moléculas de adhesión VCAM-1 e ICAM-1 [93-96]. 

 

Su señalización puede ser regulada tanto por mecanismos extracelulares como 

intracelulares. La primera esta mediada por los receptores CD74 y CD44. MIF se 

une a CD74 y posteriormente recluta a CD44 formando un complejo de receptores 

los cuales mediaran la señalización río abajo, a través de vías como PI3K/Akt y 

ERK1/2, resultando en proliferación celular y la producción de prostaglandina E2 

[97, 98]. Además del complejo de receptores CD74/CD44, también se ha 

demostrado que MIF es capaz de unirse a los receptores de quimiocinas CXCR2 

CXCR4 y CXCR7, permitiendo que MIF actué como quimiocina. Dichos receptores 

son capaces de formar complejos con CD74 dando como resultado la regulación 

de la inflamación, favoreciendo la migración y adhesión celular mediante la 

activación de las vías PI3K/Akt y ERK1/2 [99-101]. 

 

Además de las funciones biológicas mediadas por receptores extracelulares, MIF 

ejerce funciones a nivel intracelular debido a que se encuentra almacenado en 

vesículas en el citosol y puede ser endocitado a través de mecanismos 

dependientes de clatrina [102]. También hay evidencia de que puede unirse a 

diversas proteínas intracelulares y modular funciones relacionadas con la 

supervivencia celular, muerte celular programada e inflamación [103, 104]. En 1999 

Hudson et al. demostraron que MIF puede inhibir la actividad de la proteína 

supresora de tumores p53, promoviendo la proliferación celular y el desarrollo de 

tumores [105].  

 

Todas las características antes descritas, evidencian que MIF es una molécula 

capaz de desencadenar respuestas inmunológicas que dependiendo del contexto 

pueden proteger o desencadenar efectos deletéreos en el hospedero. En este 

sentido, diversos estudios han reportado el papel protector de MIF, frente a 

infecciones por parásitos protozoos como Trypanosoma cruzi, Lesishmania y 

Plasmodium [106-108]. 

 

Por el contrario, su papel patogénico ha sido demostrado en enfermedades 

sistémicas y locales de origen autoinmune y/o inflamatorio [109-111]. 
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2.10 MIF en tejidos Oculares 

En los años 90´s Matsuda, A et al reportaron por primera vez la expresión 

constitutiva de MIF en tejidos oculares como: la retina, el epitelio pigmentado, el iris 

y la córnea de humano y ratón [112-114]. Posteriormente, se evidenció la expresión 

y producción de esta citocina en botones esclerocorneales y en sobrenadante de 

cultivos de malla trabecular de donadores sanos, en este mismo estudio se 

demostró que la estimulación de dichos tejidos con la recombinante de MIF (rMIF) 

indujo la producción de moléculas inflamatoria [115]. A pesar de estas evidencias, 

hasta ahora se desconoce la función o funciones que ejerce MIF en el 

microambiente ocular, los autores sugirieron un posible efecto inhibidor en la 

función citotóxica de las células natural Killer (NK) en condiciones de homeostasis 

y un papel deletéreo en enfermedades inflamatorias oculares. 

En este contexto, Mitamura et al reportaron niveles elevados de MIF en muestras 

de humor vítreo de pacientes con retinopatía diabética proliferativa (RDP). Además, 

los autores demostraron un incremento en la expresión y producción del factor de 

crecimiento endotelial y vascular (VEGF) en células de Müller tratadas con rMIF 

[116]. A esta evidencia, se suman los resultados obtenidos de estudios en 

pacientes con Síndrome de Sjögren (SS), donde también se observaron niveles 

incrementados de esta citocina en muestras de suero, orina y saliva [117, 118]. 

Estas evidencias han incentivado el interés por comprender el papel de MIF en la 

patogénesis de enfermedades oculares a través del uso de modelos 

experimentales. En este sentido, el análisis de 46 genes relacionados con cambios 

morfométricos en la vasculatura retiniana, reveló un incremento significativo en la 

expresión del factor de crecimiento endotelial vascular alfa (VEGF), del factor 

inducible por hipoxia-1alfa (HIF-1α) y de MIF en retina de ratas Zucker con diabetes 

[119]. 

Estudios independientes en modelos murinos de OS también han reportado 

incremento en la expresión y producción de MIF y otros mediadores inflamatorios 

en suero y lagrima [120, 121]. Nosotros recientemente demostramos que la 

deficiencia genética o la inhibición farmacológica de MIF resulta en signos 

atenuados de OS y una menor producción de TNF- e IL-1 [86]. 
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Sin duda, estos resultados confirman el papel patogénico de MIF en enfermedades 

oculares como OS. Sin embargo, aún es necesario determinar  qué células o 

moléculas (citocinas y quimiocinas) están implicadas en la activación, el 

reclutamiento y la polarización de estas poblaciones celulares en córnea, conjuntiva 

y glándula lagrimal. Por tal motivo, el presente trabajo busca contribuir a la 

generación de conocimiento acerca de la participación de MIF en el microambiente 

ocular, analizamos la expresión de transcritos de moléculas inflamatorias, 

antiinflamatorias y enzimas relacionadas con el estrés oxidativo en ratones WT y 

Mif-/- con OS experimental. 
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3.  Objetivos 

3.1  General 

• Determinar si MIF promueve la expresión de moléculas inflamatorias (inos, 

tnf-α y il-1β), anti-inflamatorias (il-4, il-13 y tgf-β) y las enzimas cox2 y nox4 

en córnea y conjuntiva en un modelo murino de OS. 

 

3.2  Particulares 

 

• Inducir ojo seco a ratones macho de la cepa BALB/c silvestres (WT) y 

deficientes para MIF (Mif-/-) mediante la administración de escopolamina. 

 

• Evaluar y comparar la estabilidad de la película lagrimal a través de la 

cuantificación del volumen lagrimal, el número de células epiteliales y el tipo 

de patrón de arborización de mucinas. 

 

• Realizar un análisis semicuantitativo de transcritos de citocinas inflamatorias 

y anti-inflamatorias. 

 

• Realizar un análisis histopatológico de córnea de ratones experimentales. 
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4. Hipótesis 

 

El factor inhibidor de la migración de macrófagos promueve la pérdida de la 

estabilidad de la película lagrimal a través de la expresión de transcritos de citocinas 

inflamatorias y enzimas relacionadas con el estrés oxidativo en córnea y conjuntiva 

de ratones con ojo seco experimental. 
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5. Materiales y métodos 

 

5.1 Animales Experimentales  

Para realización de este trabajo se utilizaron ratones macho de la cepa BALB/c de 

7 semanas de edad silvestres (WT) y deficientes para la citocina MIF (Mif-/-). Todos 

los organismos se mantuvieron en micro aisladores de policarbonato sin restricción 

de agua o alimento. El manejo de los animales se llevó a cabo según lo estipulan 

los lineamientos NOM-062-ZOO-1999 para el uso de animales de experimentación. 

 

5.2 Genotipo de los animales experimentales 

5.2.1 Obtención de DNA genómico  

La obtención de DNA genómico se hizo a partir de un pequeño fragmento de tejido. 

Se cortaron de 2 a 4 mm del ápice de la cola de cada ratón y se colocaron en tubos 

Eppendorf estériles de 1.5 ml debidamente etiquetados. La digestión del tejido se 

hizo mediante la adición de 500 µl de buffer de lisis y 4 µl de Proteinasa K 

(Invitrogen), las muestras se incubaron a 56° durante 24 horas. 

Una vez digerido el tejido, las muestras se centrifugaron a 13,000 rpm durante 10 

minutos, el sobrenadante se recuperó en tubos Eppendorf de 1.5 ml estériles y se 

les adicionaron 500 µl de isopropanol frío, se homogenizo hasta que observar la 

precipitación del material genético. Nuevamente se centrifugó Se centrifugo a 

13,000 rpm durante 10 minutos para concentrar el DNA. Se decantó el 

sobrenadante, y la pastilla se resuspendió en etanol frío al 75%. Una vez más se 

centrifugó a 13,000 rpm durante 10 minutos, se decantó el etanol y se dejaron las 

muestras en la campana a temperatura ambiente por 1 hora con el objetivo de que 

se evaporaran los restos de etanol. Finalmente, se resuspendieron las muestras en 

50 µl de agua inyectable libre de DNAsas y RNAsas. 
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5.2.2 Amplificación del gen  

 

Tabla 4. Secuencia de oligonucleótidos de los primers de PCR 

Gen Secuencia Temperatura Peso 
Molecular 

MIF F AGACCACGTGCTTAGCTGAG   
59° 200 pb 

MIF R GCATCGCTACCGGTGGATAA 
NEO 

F ATTGAACAAGATGGATTGCAC 
59° 500 pb  

NEO 
R CGTCCA GAT CAT CCT GAT C 

 

Se utilizaron primers específicos para la amplificación del gen neomicina y mif 

(UniParts) en una concentración de 100 µM así mismo utilizamos la enzima Taq 

DNA Polymerase Master Mix RED (Ampliqon) en una concentración de 1.5 mM. 

Los cuales fueron colocados en tubos Eppendorf nuevos y estériles de 0.2 m, se 

llevó a un volumen final de 25 µl con los siguientes reactivos. 

 

Tabla 5. Reactivos empleados para PCR 

Reactivo Volumen 

Master 
Mix 

12.5 µl 

MIF F 1 µl 

MIF R 1 µl 

NEO F 1 µl 

NEO R 1 µl 

Muestra 1 µl 

H2O 7.5 µl 

Volumen 
Final 

25 µl 

 
 
Una vez llevadas al volumen final, las muestras se colocaron en el termociclador 

(Biosystems), siguiendo el siguiente protocolo. 

 
Tabla 6. Protocolo de desnaturalización en el Termociclador 

STAGE 1 STAGE 2 STAGE 3 
95° C 

(1:04:00) 
95°C 

(0:00:30 
59°C 

(0:00:40) 
72°C 

(0:00:30) 
72°C 

(0:05:00) 
1X 34X 1X 
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5.2.3 Electroforesis 

Se realizó un gel de agarosa al 3% en un Buffer de TBE con 2 µl de bromuro de 

etidio, en una cámara de electroforesis con un peine de 12 pozos. Se dejó a 

temperatura ambiente hasta que este se solidifico. En el primer y último pozo se 

agregaron 2 µl de marcador de peso molecular (Cleaver 100 pb), en los pozos 

restantes se colocaron 8 µl de las muestras previamente preparadas. Las muestras 

se corrieron a 100 voltios durante 30 minutos. La imagen del gel se capturo 

utilizando un fotodocumentador (GelDoc EZ Imager – Bio Rad). 

 

5.3 Inducción del modelo de ojo seco 

La inducción de OS se realizó mediante la administración subcutánea de 0.5 mg 

de escopolamina (Sigma-Aldrich) en un vehículo de 60 µl de solución salina estéril 

3 veces al día por 21 días. 

 

5.4 Cuantificación del volumen lagrimal 

La cuantificación de volumen lagrimal se hizo mediante la técnica de Schirmer a los 

0, 7 y 14 días post inducción de OS y a los 7 días de haber suspendido el modelo 

(fase de recuperación). La prueba consistió en colocar tiras Schirmer (Ophthalmic 

Strips) en el parpado inferior en ambos ojos del ratón por 5 minutos, transcurrido el 

tiempo las tiras fueron retiradas y se midió la cantidad de lagrima secretada (mm) 

con un vernier digital. Los datos fueron registrados y analizados. Las tiras fueron 

almacenadas en tubos eppendorf con alcohol al 96% con el objetivo de fijar las 

células epiteliales, para su tinción con PAS-Hematoxilina, para su análisis posterior. 

 

5.5 Cuantificación del número de células epiteliales en conjuntiva 

La cuantificación de las células epiteliales se realizó a partir de las tiras de Schirmer 

utilizadas anteriormente. Se cortó la porción que estuvo en contacto con la 

conjuntiva palpebral y se fijó en alcohol al 96%, posteriormente se tiñeron con PAS-

Hematoxilina. Una vez teñidas, las tiras se colocaron en el portaobjetos para 

determinar el número de células/mm2. Se utilizo la clasificación de Nelson, donde 

el grado 0 es considerado normal con abundantes células caliciformes (›500 
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células/mm2) presencia de células epiteliales pequeñas, sin espacios entre ellas. 

El grado 1, ligeramente alterado, con células epiteliales con morfología poligonal, 

presencia de espacios, se observa disminución en el número de células 

caliciformes (350-500 células/mm2). El grado 2 (considerado alterado) se 

caracteriza por tener células epiteliales de mayor tamaño y pérdida de células 

caliciformes (100-350 células/ mm2). Finalmente, el grado 3, se observa una 

marcada alteración, las células epiteliales son muy grandes y poligonales con 

diversas alteraciones (células binucleadas, núcleos picnóticos o ausentes, 

queratinizadas o no, las células caliciformes están marcadamente disminuidas 

(‹100 células/mm2) [60]. 

 

5.6 Evaluación del patrón de arborización de mucinas conjuntivales 

La evaluación del tipo de patrón de arborización de mucinas se realizó mediante la 

técnica de ferning. Previo a la toma de la muestra, los ratones se anestesiaron con 40 

µl de xilacina (PiSAS) se tomaron 2 µl de lágrima de cada ojo a los 0, 7, 14 y 21 

días post inducción de OS y a los siete días de haber suspendido el modelo (fase 

de recuperación). La muestra de lagrima se colocó en un portaobjetos, se dejó 

secar a To ambiente y se observó en un microscopio óptico a 4, 10 y 40x. El análisis 

del patrón de arborización de mucinas se hizo con base en la escala de Rolando. 

Dicha escala considera que los grados I y II corresponden a un patrón de 

arborización de mucinas normal, mientras que, los grados III y IV pertenecen a un 

patrón de mucinas alterado de la PL [109]. 

5.7  Análisis de la expresión de transcritos en córnea y conjuntiva 

5.7.1 Extracción de RNA 

Para la extracción de RNA, los tejidos fueron descongelados y se les agregaron 

200 µl de cloroformo grado molecular (J.T Baker). Posteriormente se mezclaron en 

el vortex y se incubaron a temperatura ambiente por 10 minutos. Las muestras se 

centrifugaron a 14000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Se recupero el sobrenadante 

(fase transparente) y se agregó 500 µl de isopropanol: Se incubaron a temperatura 

ambiente durante 10 minutos. Después, fueron centrifugados a 14000rpm por 15 
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minutos a temperatura ambiente. El sobrenadante se desechó y la pastilla se 

resuspendió y se lavó lavada dos veces con etanol al 70%, las muestras se 

centrifugaron a 14,000 rpm por 5 minutos. El sobrenadante se decantó y la pastilla 

se dejó secar a temperatura ambiente, posteriormente se resuspendió en 40 µl de 

H2O DEPC, se agregaron 10 µl de inhibidor de RNAsas (RNAse inhibitor. 

Cat15518-012). Finalmente, el RNA se cuantifico utilizando un espectrofotómetro 

(marca Implen). 

 

5.7.2 Obtención cDNA 

En un tubo de PCR de 200 µl de tapa plana se agregaron 8 µl del RNA total y 1 µl 

de oligo (dT) 18 primer el cual se aforó a 12 µl con H2O libre de nucleasas. 

Posteriormente, se colocaron en el termociclador con el programa RT- 1 (65° 5 min, 

10° C 1 min) y se incubo a -20° por un minuto para después añadir una reacción 

preparada con un volumen total de 20 µl con: 4 µl de 5X Reaction Buffer + 1 µl 

RiboLock RNase Inhibitor (20 U/µl) + 2 µl 10 mM dNTP Mix + 1 µl de RevertAid 

MMuLV RT (200 U/ µl). 

 

5.7.3 Amplificación de cDNA 

Se utilizaron 200ng de cDNA de cada una de las muestras para realizar el análisis 

semicuantitativo de la expresión relativa de transcritos de las citocinas il-1β, il-4, il-

13, tnf- α, tgf-β y las enzimas inos, nox 4 y cox 2, en córnea y conjuntiva de ratones 

con OS. Utilizamos como control de carga beta-actina. Brevemente, las reacciones 

se prepararon en tubos de 0.2 ml. nuevos libres de DNAsas. La amplificación de los 

productos se realizó utilizando un termociclador (miniAmplus).  

La secuencia y las temperaturas de alineación específicas para cada primer, se 

muestran en la (tabla 7). Para la amplificación de cDNA se utilizó la enzima Taq DNA 

Polymerase 2x Master Mix RED en los siguientes volúmenes por reacción: 12/µl de 

Taq 2x Master Mix. 
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• 5 µl cDNA a una concentración de 200 ng/µl 

• 6 µl PCR-grade H2O 

• 1 µl de primer reverse 

• 1 µl de primer forward. 

 

Tabla 7. Secuencia de primers y temperaturas de alineación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Primers 

 

Secuencia 5’ 3’ 

Temperatura de 

Alineación 

 

Producto PCR 

(pb) 

 

il-1β 

F:5'-AAGCCTCGTGCTGTCGGACC-3' 

R:5'-TGAGGCCCAAGGCCACAGGT-3' 

 

66 

 

140 

 

il-4 

F:5'-ATGTGTCATCCTGCTCTTCTTT-3' 

R:5'-GACTGGGACTCATTCATGGTGC-3 

 

60 

 

342 

 

il-13 

F:5’-GCAACGGCAGCATGGTATGGAG-3’ 

R:5’-TGGTATAGGGGAGGCTGGAGAC-3’ 

 

63 

 

161 

 

tnf-α 

F:5’-AGAACCAGTTCCAACGCTACC-3’ 

R:5’-TCTGAGTCTCCTTACAGGGGAT-3’ 

 

60 

 

102 

 

tgf-β 

F:5’-TGCTTCAGCTCCACAGAGAA-3’ 

R:5’TACTGTGTGTCCAGGCTCCA-3’ 

 

60 

 

155 

 

inos 

F:5’-CTGGAGGAGCTCCTGCCTCATG-3’ 

R:5’-GCAGCATCCCCTCTGATGGTG-3’ 

 

63 

 

440 

nox 4 
F:5’TGAACTACAGTGAAGATTTCCTTGAAC-3’ 

R:5’GACACCCGTCAGACCAGGAA-3’ 

 

58 

 

81 

 

cox 2 

F:5’-GCACAGTCCCTTTGGAGTTAAGTC-3’ 

R:5’-ACACACTCTATCACTGGCACC-3’ 

 

57 

 

274 

 

-actina 

F:5'-GCTGTGCTATGTTGCTCTAG-3' 

R:5'-CGCTCGTTGCCAATAGTG-3 

 

56 

 

117 
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5.8 Análisis histopatológico de córnea 

El análisis histológico de la córnea se hizo mediante la enucleación del ojo izquierdo 

de cada uno de los ratones control y experimentales. Una vez obtenida la córnea 

se colocó en 10 ml de fijador de zinc por 48 horas. Posteriormente se deshidrataron 

utilizando un tren de alcoholes con concentraciones ascendentes (70, 80, 90 y 

100%) en los primeros tres alcoholes las muestras permanecieron por 48 horas y 

2 horas en alcohol al 100%; posteriormente fueron colocados en butanol por 2 

horas. Una vez concluido este proceso, los tejidos fueron embebidos en parafina I 

y parafina II por 48 horas, respectivamente. Finalmente, los tejidos fueron llevados 

al centro de inclusión de parafina, con el fin de prepáralos para la obtención de 

cortes histológicos de 5 micrómetros mediante el uso de un micrótomo (LEICA). Una 

vez obtenidos los cortes se colocaron en laminillas las cuales posteriormente se 

desparafinaron y se tiñeron con H&E. La identificación de cambios morfológicos se 

hizo mediante la observación de las laminillas con ayuda de un microscopio óptico 

(marca Motic) a 10x y 40x. 
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6.- Resultados 

 
 Determinación del genotipo  

El genotipo es una herramienta esencial a la hora de la identificación de organismos 

con variaciones genéticas, ya sean inserciones o eliminaciones genéticas. En el 

laboratorio realizamos la genotipificación de nuestros animales experimentales de 

manera rutinaria, con el objetivo de confirmar que los ratones sean silvestres (WT) 

y deficientes para la citocina MIF (Mif-/-). En la figura 3, mostramos un gel de 

agarosa donde podemos observar en los carriles 2-6, la amplificación de 

fragmentos para MIF con un peso molecular de 200 pb. Del carril 7-11 podemos 

visualizar los amplificados para el gen de inserción de neomicina (NEO) con un 

peso de 500 pb. 

 

Figura 3. Genotipo de ratones WT y Mif-/-. Imagen de la electroforesis de los transcritos amplificados para el gen 

de MIF (200pb) y Neo (500pb). 
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6.1  Cuantificación del volumen lagrimal 

Uno de los signos de OS es la pérdida del volumen lagrimal como consecuencia del 

incremento en la osmolaridad de la lágrima y el proceso inflamatorio. Por tal motivo, 

uno de los objetivos particulares de nuestra investigación fue determinar si la citocina 

inflamatoria MIF favorece la pérdida del volumen lagrimal en ratones con OS. En la 

figura 4 se muestra el volumen de lágrima en ratones WT y Mif-/- a los 0, 7, 14 y 21 

días post-escopolamina y a los siete días de haber suspendido el modelo (fase de 

recuperación). Se observo previo a la inducción de OS (día 0) que ambos grupos 

experimentales produjeron en promedio 2.11 mm de lágrima (valores normales). Sin 

embargo, a los 7, 14 y 21 días post-escopolamina, los ratones WT tuvieron una 

mayor pérdida del volumen lagrimal en comparación a los ratones Mif-/-. Es de interés 

que, aunque en la fase de recuperación ambos grupos de ratones recuperaron la 

producción de lagrima, solo los ratones Mif-/- alcanzaron una producción similar a la 

observada al día 0. 
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Figura 4. Volumen lagrimal (Schirmer) de ratones WT y Mif-/- a los 0, 7, 14 y 21 post-inducción de OS y 

a los 7 días posteriores a la suspensión de la inducción del modelo. Los resultados son el promedio ± 

ES de 10 ratones por grupo. 
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6.2 Cuantificación del número de células epiteliales 

El epitelio conjuntival juega un papel importante en el mantenimiento de la 

estabilidad de la superficie ocular, ya que además de funcionar como una barrera 

física, estas células se encargan de secretar mucinas contribuyendo a la formación 

de la porción mucinica de la PLl. Por tal motivo, uno de los objetivos de este trabajo 

fue determinar si MIF promueve la pérdida de esta población celular en ratones con 

OS. Se observo que al día cero ambos grupos experimentales tuvieron en promedio 

560 células por mm2. Tras la inducción de OS, es decir a los 7, 14 y 21 días post-

escopolamina observamos que los ratones WT tuvieron una marcada pérdida de 

esta población celular en comparación con los ratones Mif-/-, que correspondio al 74 

y 56%, respectivamente (Figura 5). De manera similar a la recuperación observada 

en el volumen lagrimal durante la fase de recuperación, encontramos que en ambos 

grupos hay una recuperación del número de células epiteliales, pero esta es mayor 

en los ratones Mif-/-. 
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Figura 5. Cuantificación de células epiteliales en conjuntiva (citología de impresión) de ratones WT y 

Mif-/- a los 0, 7, 14 y 21 post-inducción de OS y a los 7 días posteriores a la suspensión de la inducción 

del modelo. Los resultados son el promedio ± ES de 10 ratones por grupo. 
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6.3 Determinación del patrón de arborización de mucinas 

Como se mencionó previamente una de las funciones del epitelio corneal y 

conjuntival es la síntesis de mucinas implicadas en la formación de la porción 

mucinica de la PL. Por tal motivo, uno de los objetivos de este proyecto fue evaluar 

y comparar el patrón de arborización de mucinas entre los ratones WT y Mif-/- a los 

0, 7, 14 y 21 días post- inducción, y a los 7 días de haber suspendido la inducción 

de OS. La figura 6 muestra imágenes representativas del patrón de arborización de 

mucinas de ambos grupos experimentales. Al día 0 observamos que ambos grupos 

de ratones tienen un patrón de arborización de mucinas tipo I considerado fisiológico 

según la escala de Rolando. Sin embargo, a los 7, 14 y 21 días post inducción de 

OS, los ratones WT presentaron un patrón tipo III y IV, respectivamente. Mientras 

que los ratones Mif-/- presentaron pérdida del patrón de arborización hasta el día 14 

y 21, correspondiente a un patrón tipo II y III respectivamente. De manera 

interesante solo los ratones Mif-/- tuvieron una reversión en la alteración en el patrón 

de arborización de mucinas durante la fase de recuperación de OS, la evaluación 

mostró un patrón tipo I. En conjunto, los resultados obtenidos de la evaluación de la 

estabilidad de la PL (volumen lagrimal, número de células caliciformes y patrón de 

arborización de mucinas) nos sugieren que la deficiencia de MIF retrasa y atenúa el 

desarrollo de los signos de OS. 
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Figura 6. Imágenes representativas del patrón de arborización de mucinas de ratones WT y Mif -/- a los 0, 7, 14 y 21 días 
post- inducción de OS con escopolamina y a los 7 días de haber suspendido el modelo (fase de recuperación) con una 
magnificación 40x, n= 15, 5 ratones por grupo 

 
 

6.4  Expresión de transcritos de córnea y conjuntiva 

Evidencia científica señala que la inestabilidad de la superficie ocular es 

consecuencia de un microambiente hiperosmolar e inflamatorio en la SO [122-124]. 

Con el objetivo de determinar si los resultados obtenidos en la evaluación de la 

calidad y estabilidad de la PL pudiera estar relacionada con el incremento en la 

expresión de mediadores inflamatorios en la superficie ocular. Se realizó un análisis 

semicuantitativo de la expresión de transcritos por RT-PCR de citocinas 

inflamatorias, anti-inflamatorias y enzimas asociadas al estrés oxidativo en córnea 

(CN) y conjuntiva (CJ) de ratones WT y Mif-/- con OS. La figura 7-A muestra 

fragmentos de geles de agarosa con los productos amplificados. El análisis de las 

moléculas inflamatorias y anti-inflamatorias revelo una mayor expresión de tnf-α, il-

1 β, il-4, il-13 y tgf-β en CN y CJ de ratones Mif-/- en comparación con los ratones WT 

(figuras 7 B-G). También se analizó la expresión de las enzimas como cox2, inos y 

nox4 dado el papel que tienen en el metabolismo del oxígeno y nitrógeno 
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respectivamente. Interesantemente, el análisis de la expresión de estas enzimas 

revelo que los ratones Mif-/- solo expresan cox2 en ambos tejidos oculares (figuras 

F, H, I). Estos resultados demuestran que la ausencia de MIF promueve un 

microambiente ocular mixto, caracterizado por la expresión de mRNA de moléculas 

inflamatorias y antiinflamatorias. 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 

Figura 7. Análisis de la expresión de genes inflamatorios y antiinflamatorios en córnea y conjuntiva de ratones con OS. (A) 
Electroforesis de fragmentos amplificados por RT-PCR a los 21 días post-inducción de OS. Donde se analizó la expresión de 
tnf-a (B), il-1b (C), il-4 (D), il-13 (E), inos (F), tgf-b (G), nox4 (H) y cox2 (I). 

 

 
 

6.5 Análisis histológico de córnea 
 

Hay evidencia que señala a los procesos inflamatorios crónicos en la superficie 

ocular como una causa de cambios morfofisiológicos potencialmente deletéreos en 

la córnea, trayendo como consecuencia disminución de la agudeza visual y en 

casos graves ceguera. Por tal motivo, y dado que MIF es una citocina inflamatoria 

implicada en el desarrollo y cronicidad de enfermedades inflamatorias y 

autoinmunes, uno de nuestros objetivos particulares fue analizar si esta molecla 

promueve el daño en la córnea de ratones WT y Mif-/- con OS. En la figura 8 se 

muestran imágenes representativas del análisis histológico de córnea, donde se 

observa que a los siete días de haber suspendido la inducción de OS (fase de 
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recuperación) los ratones WT presentaron un mayor longitud de edema y un 

marcado desarreglo de las fibras de colágeno, principalmente en los dos primeros 

tercios del estroma en comparación con los ratones Mif-/-. Estos resultados junto con 

las observaciones obtenidas del análisis de la expresión de transcritos de moléculas 

inflamatorias y enzimas asociadas al estrés oxidativo confirman el papel patogénico 

de MIF. 
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Figura 8. Análisis histopatológico de córnea de ratones WT y Mif-/- con OS.  
A) Imágenes representativas de córnea de ratones control y experimentales. B) Grosor del epitelio y estroma de córnea.  
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7.  Discusión 

OS es una enfermedad inflamatoria crónica de la superficie ocular, que afecta entre 

el 5% al 50% de la población mundial [49]. Estudios independientes han reportado 

un incremento en la producción de IL-1β, IL-6, IFN-γ, TNF-α y MIF en muestras de 

saliva y suero de pacientes con OS autoinmune y no autoinmune. Aun cuando hay 

evidencia de que el proceso inflamatorio crónico subyacente a OS puede ocasionar 

disminución de la agudeza visual y ceguera, actualmente no se cuenta con un 

tratamiento eficaz [29]. En particular, nosotros estamos interesados por analizar el 

papel de la citocina MIF en el desarrollo de OS, debido a que favorece la síntesis 

de mediadores inflamatorios, además de promover la activación, diferenciación y la 

migración de poblaciones celulares patogénicas, que en conjunto exacerban y 

perpetúan el proceso inflamatorio. 

Estudios en modelos murinos de enfermedades inflamatorias oculares como: 

uveítis, retinopatía y OS han reportado niveles incrementados de MIF, sugiriendo 

una posible participación en el agravamiento de estas patologías [92-115]. A pesar 

de las evidencias acerca del papel deletéreo de MIF, en general se desconocen los 

mecanismos por los cuales contribuye al desarrollo de enfermedades inflamatorias 

de la superficie oculares como OS. Recientemente, nuestro grupo de investigación 

reportó que ratones deficientes para MIF tienen una menor inestabilidad de la PL en 

comparación con los ratones silvestres [86].  Considerando estas evidencias, el objetivo de 

este trabajo se centró en analizar si induce la expresión de mediadores inflamatorios 

en el microambiente ocular (córnea y conjuntiva) en ratones con OS.  

Tras la inducción de OS con escopolamina evaluamos la estabilidad de la PL a 

través de la cuantificación del volumen lagrimal, el patrón de arborización de 

mucinas y la cuantificación de células epiteliales, por las técnicas de Schirmer, 

ferning y citología de impresión, respectivamente. La evaluación de estos 

parámetros mostró que los ratones Mif-/- tiene una menor pérdida del volumen 

lagrimal (27%) y número de células epiteliales (56%) en comparación a los ratones 

WT, los cuales presentaron una pérdida del (53%) y (76%), respectivamente 

(Figuras 4 y 5). Nuestros resultados son consistentes con otros reportes donde se 
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ha demostrado que el desarrollo y/o agravamiento de OS se caracteriza por 

incremento de la osmolaridad en la PL, acompañado de pérdida del volumen 

lagrimal, número de células caliciformes y alteración en el patrón de arborización 

de mucinas [116].  

Se encontró que la pérdida de células epiteliales en los ratones WT, está asociada 

con un patrón de arborización de mucinas tipo III y IV ambos considerados 

patológicos según la escala de Rolando, mientras que el grupo Mif-/- presento un 

patrón de arborización de mucinas tipo III al día 14 post-inducción (Figura 7). 

Además, observamos que los ratones Mif-/- tuvieron recuperación del patrón de 

arborización de mucinas. Nuestros resultados son congruentes con estudios 

previos, donde se ha reportado que la pérdida de células epiteliales y caliciformes 

compromete la homeostasis de la superficie ocular, debido a que ambas poblaciones 

celulares participan en la síntesis de mucinas, particularmente MUC-1, 2, 4, 5AC, 

7, 16, 17 y 18 [117-121]. En conjunto, los resultados obtenidos reproducen las 

observaciones previamente reportadas por nuestro grupo de investigación.  

Con el objetivo de contribuir a la comprensión de los mecanismos por los cuales MIF 

contribuye al desarrollo de OS. Realizamos un análisis semicuantitativo de la 

expresión de trascritos en la córnea y conjuntiva de los animales experimentales a 

fin de determinar si la atenuación de los signos de OS observada en los ratones       

Mif-/- está asociado con la expresión diferencial de citocinas y enzimas asociadas al 

estrés oxidativo en el microambiente ocular. Interesantemente, encontramos que la 

deficiencia de MIF resulta en la coexpresión de genes inflamatorios (tnf-α, il-1β) y 

anti-inflamatorios (il-4, il-13 y tgf-β). Además, observamos que solo los ratones WT 

tuvieron expresión de las enzimas inos y nox4, mientras que los ratones Mif-/- solo 

expresaron cox2 (Figura 8 A-I). Nuestros resultados son consistentes con lo 

reportado por Zhu L et al, los autores observaron que la inducción de OS con toxina 

botulínica promueve la expresión de TNF- e IL-1 en células epiteliales de córnea 

y conjuntiva de ratones [121]. Por otro lado, se ha demostrado que IL-4 es capaz 

de contrarrestar y reprimir la función de citocinas inflamatorias y la actividad de 

enzimas como inos [122, 123]. Estos hallazgos explican el menor daño tisular 

observado en los cortes histológicos de la córnea de los ratones Mif-/- (Figura 8). 
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8. Conclusión 

 El factor inhibidor de la migración de macrófagos exacerba la pérdida de la 

estabilidad de la película lagrimal y promueve el dañó tisular en córnea de ratones 

con ojo seco, a través de la expresión de citocinas inflamatorias y enzimas 

asociadas con el estrés oxidativo. 
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9.  Perspectivas 

Considerando los resultados obtenidos en este proyecto y con el objetivo de 

confirmar si la atenuación de los signos de OS y la menor expresión de moléculas 

inflamatorias observada en el microambiente ocular de los ratones deficientes para 

MIF pudiera estar relacionada con la modulación de vías de señalización.  

Se plantea que en los próximos experimentos: 

1.- Se analicen los niveles de expresión de ERK1/2, p38 y NF-kB por Western Blot 

en muestras de conjuntiva y córnea de animales experimentales.  

2.- Por inmunohistoquímica se determine: 

• El tipo de células inflamatorias infiltradas en la córnea.  

• La presencia y/o ausencia de glucosaminoglicanos implicados en la 

homeostasis del estroma corneal.  

• La presencia y/o ausencia de mucinas implicadas en la homeostasis del 

epitelio conjuntival.  
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