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1.-ABREVIATURAS
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transportador de glucosa

factor de crecimiento asociado

factor de crecimiento enlazado a receptor de proteina

high density lipoprotein (lipoproteinas de alta densidad)

pituitaria adrenal del hipotalamo



IDDM
iNOS
IL
INF-y
INS
JAB

kg

KO

LPS

pU/ml
min

ml
mmol
MIF
mRNA

NEO
NF-xB
NIDDM
NO
p<0.05
p53

pb
PGE2

PCR
PI-3K
PLC-y

diabetes mellitas insulinodependiente

oxido nitrico sintasa inducible

interleucina

interferon y

gen de la insulina

Janus tyrosine kinases binding protein (Janus proteina de
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Factor inhibidor de la migracion de macrofagos
acido ribonucléico mensajero

unidad de medicidon nanométrica

gen de insercion (neomicina)

factor nuclear kB

diabetes mellitus no insulinodependiente, DM-2
oxido nitrico

valor de significancia menor de 0.05

proteina, factor de transcripcion codificada por el gen TP53
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potencial de hidrégeno
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rpm

R1, R2
RNA
RNAsa
SEM
SLGT

SHC
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STZ
Th
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2.-RESUMEN

En México la primera causa de muerte es provocada por la diabetes. La obesidad y la vida
sedentaria son las principales causantes para propiciar el desarrollo de la Diabetes Mellitus tipo 2
(DMT-2 diabetes no insulinodependiente). Es ampliamente reconocido que la obesidad y la
resistencia a la insulina estan relacionadas con una inflamacién sistematica crénica de bajo grado,
la cual puede estar mediada por una citocina de la respuesta inmune llamada Factor inhibidor de la
Migracién de Macréfagos (MIF, por sus siglas en inglés). Para poder probar la participacion de esta
citocina (MIF) en la génesis y patofisiologia de la DM-2 utilizamos un modelo de DM-2 de
progresion lenta, de una sola dosis de 165 pg/kg de STZ en un buffer de citratos a un pH de 4.5,
con el cual se logrd que los ratones tuvieran niveles altos de glucosa, entre 200 mg/dl y 600 mg/dI
en un lapso relativamente corto (7dias). Los efectos de la DMT-2 fueron evidentes en ambos
grupos experimentales, dando incremento en el peso y el aumento de los niveles de glucosa en
sangre sin embargo la ausencia de MIF redujo parcialmente el incremento de la glucosa en sangre,
otras citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-1B y resistina), monocitos en sangre periférica, como la
mortandad inducida por la diabetes.

ABSTRACT

The first dead cause in Mexico is the diabetes. The obesity and the sedentary lifestyle are
the principal causes that promote the development of the Diabetes Mellitus Type 2 (DMT-2 non
insulin-dependant diabetes). Previously, it has been recognized that obesity and insulin resistance
are related with a low grade chronic systemic inflammation, which might be mediated by a
cytokine of the immune response called Macrophage Inhibitory Migration Factor (MIF). In order to
be able to prove the participation of this cytokine (MIF) inside DMT-2, it was used a low-
progression DMT-2 model, of only one 165 pg/kg of STZ in a citrate buffer with a 4.5 pH, with
which was obtained glucose high levels in mice, between 200mg/dl and 600mg/dl in a relatively
short lapse (7 days). The DMT-2 effects were evident in both experimental groups, giving an
increment in the weight and glucose levels, however the missing MIF cytokine, partially reduced
the glucose increment, as other pro-inflammatory cytokines (TNF-a, IL-1f and resistine),

peripheral blood monocites as the mortality of the MIF -/- mice group.



3.-INTRODUCCION

La diabetes mellitus es una de las principales causas de muerte a nivel mundial, en
México esta patologia fue responsable de aproximadamente 62,243 muertes en el afio
2005, y desde el afio 2000 la diabetes pasé a ser la primera causa de muerte en mujeres y
la segunda en hombres (después de la cardiopatia isquémica, enfermedad resultante
muchas veces de la diabetes) [1].

México ocupa el lugar nimero nueve a nivel mundial en frecuencia de diabetes
mellitus tipo 2 (DM-2), pues se estima que aproximadamente 10 millones de personas la
padecen, lo que representa el 10.8% de los mexicanos. Actualmente, es ampliamente
reconocido que el sobrepeso u obesidad son factores de riesgo para el desarrollo de la DM-
2 debido a una acumulacion excesiva de grasa en el abdomen, asociada a hipertension
arterial, altas concentraciones de colesterol, triglicéridos, colesterol HDL y &cido Urico,
condicion que antecede la aparicion de la hiperglucemia y en consecuencia el desarrollo de
laDM-2 .

En México el sobrepeso y obesidad son problemas que afectan a cerca de 70% de la
poblacion [71.9 % de mujeres, 66.7% de hombres, entre los 30 y 60 afios; y cerca del 30%
de jovenes de ambos sexos entre 20-30 afios] padecen obesidad [1,2] resultado del estilo de
vida actual de las grandes ciudades. En las zonas rurales, la distribucion de nutrientes en la
dieta promedio es de 64% de carbohidratos, 12.1% de proteinas y 22.7% de grasas. Al
migrar los individuos de una area rural a una urbana, el consumo de grasas aumenta (27.6 y
33% en zonas de bajos y medianos ingresos econdémicos, respectivamente) y disminuye el
de carbohidratos complejos. Por el contrario, el consumo de azlcares se incrementa o se
mantiene sin cambios. Por otra parte, la actividad fisica de un alto porcentaje de esta
poblacion se reduce al minimo [3].

En la Figura 1 puede apreciarse la distribucion de los paises que mayor incidencia
de DM-2. La (1) India lidera la lista de los diez paises del mundo con el mayor nimero de
personas con diabetes, con una cifra actual de 40,9 millones, seguida de (2) China con 39,8
millones. Por detras estan (3) EE.UU. 20.8 millones, (4) Rusia 9.7 millones, (5) Alemania,
(6) Japdn, (7) Pakistan, (8) Brasil, (9) México y (10) Egipto. Los paises en desarrollo son

siete de los diez primeros del mundo [2,4].




Fig. 1) México y la diabetes en el mundo: La diabetes, especialmente la de tipo 2, afecta ahora al
5,9% de la poblacion adulta del mundo con casi un 80% del total en los paises en desarrollo. Las
regiones con las tasas mas altas son el Mediterraneo oriental y el Oriente Medio, donde el 9,2% de
la poblacion adulta se ve afectada, y Norteamérica (8,4%). Las cifras mas elevadas, sin embargo, se
encuentran en el Pacifico occidental, donde unos 67 millones de personas tienen diabetes, seguido
de Europa, con 53 millones [4].

3.1.-DIABETES: La diabetes es un desorden metabdlico que ocurre cuando: 1) Se
produce poca o nada de insulina en el pancreas, esto por la alteracion de las células B que
se encuentran en los islotes de Langerhans. 2) Cuando la insulina no es aceptada por las
células debido a una alteracién en los receptores celulares para esta molécula.
Distinguiéndose asi, dos tipos diferentes de diabetes, la diabetes mellitus tipo 1 y la

diabetes mellitus tipo 2, respectivamente.

3.1.1.-Diabetes Mellitus tipo 1. También conocida como diabetes
insulinodependiente o de comienzo juvenil, es una enfermedad croénica (permanente), que
ocurre cuando el pancreas produce muy poca o nada de insulina, la cual se encarga de
regular los niveles de azucar en sangre y permite su ingreso, como fuente de energia a las

células. En ausencia o niveles bajos de insulina, las células son incapaces de utilizar la



glucosa como energia y como consecuencia se generan altos niveles de glucosa en el
torrente sanguineo, incremento en el apetito, en la frecuencia de la miccion y aumento en
la sensacion de sed [5]. En el mundo 1 de cada 7,000 nifios padece esta enfermedad y es
poco probable adquirirla después de los 20 afios [2,5]. En la mayoria de los pacientes con
diabetes tipo 1, las células B productoras de insulina han sido destruidas por el sistema
inmune. Las causas por las que el sistema inmune reconoce a las células p como extrafias y

las elimina es debido a una combinacion de factores genéticos y ambientales [5].

3.1.2.-Diabetes Mellitus tipo 2. También conocida como diabetes no dependiente
de insulina, en este caso no se presenta una destruccion especifica autoinmune y los
pacientes no tienen ninguna otra causa aparente de su desarrollo, se caracteriza por una
resistencia periférica a la insulina y por defectos parciales en la secrecion de insulina. Los
pacientes con esta enfermedad pueden subdividirse en dos categorias, 1) el tipo obeso con
hiperinsulinemia plasmatica [6] y 1) el tipo no obeso con hipoinsulinimia plasmatica. En el
primer caso hay una correlacion directa con el envejecimiento, el aumento de peso, la falta
de realizacion de actividad fisica y la tendencia genética al desarrollo de la enfermedad.
Esto debido a que las células se vuelven incapaces de usar la insulina fabricada por las
células B del pancreas [7], presentandose con mayor incidencia en individuos padecientes
de dislipidemia o hipertension, ademas de una asociacién a la predisposicion en los genes,
la cual no se ha definido claramente por su complejidad, pero es mayor el nimero de casos

que sufren la diabetes tipo dos con caso de obesidad [8].

3.2.-GENERALIDADES DEL PANCREAS

3.2.1.-Fisiologia de las células B pancreéaticas. Cuando ingerimos alimento,
después de todos los procesos de digestion, los carbohidratos se convierten en glucosa, los
cuales se disuelven en la sangre de todo el cuerpo, y gracias a la ayuda de la insulina son
aceptados por las células para utilizarlos como fuente de energia [2]. Este proceso es
regulado a través de diversas moléculas producidas en el pancreas.

El pancreas es una glandula grande de secrecion mixta que se encuentra detras del
estomago constituido por una parte exocrina y un parte endocrina. La exdcrina se
constituye por diversas enzimas digestivas elaboradas por las células de los acinos
pancredticos. Estas enzimas son vertidas al intestino delgado junto con una alta cantidad de
bicarbonato al conducto pancreéatico principal que desemboca en la segunda porcion del

duodeno y son las responsables de la produccién del jugo pancreatico [9].



La parte enddcrina corresponde a cuatro diferentes tipos celulares que se agrupan
entre los acinos pancreaticos capaces de secretar diferentes hormonas al torrente
sanguineo. Estas agrupaciones son llamadas “islotes de Langerhans”. Se calcula que
existen alrededor de dos millones de islotes en el pancreas. Dichos islotes son micro
6rganos compuestos por subunidades celulares: células o, B, A y PP. Las células a
producen y liberan glucagon, una hormona que eleva el nivel de glucosa en la sangre.
Representan del 10-20% de los islotes de Langerhans y se distribuyen periféricamente.
Mientras que, las células B producen y liberan insulina, hormona que regula los niveles de
glucosa en la sangre. Su funcion es retirar el exceso de glucosa, la cual se almacena en el
higado en forma de glucogeno. Las células A producen somatostatina, hormona que se cree
regula la produccion y liberacién de la insulina por las células B, la produccion y liberacion
del glucagon por las células a. Y las células PP, producen y liberan polipéptido pancreatico
(de ahi sus iniciales PP) [9]. Las células enddcrinas que mas abundan en el pancreas son
las células B constituyendo alrededor de un 70%, mientras que las o les corresponde un
20%, a las 6 entre 5 y 10%, siendo las células PP las menos abundantes con tan s6lo
alrededor de 2% del tejido pancreatico [9].

Asi, la alteracion en el funcionamiento de las células o y/o B, el bajo o nulo
aprovechamiento de los factores que generan estas células culmina en un desorden
metabdlico, que puede afectar 6rganos importantes como los ojos (ceguera), rifiones
(didlisis), piernas y pies (amputacion), ademas de padecer dafios causados por el sistema
inmune en tiroides, alteraciones en las glandulas suprarrenales, alergia al gluten, anemia
perniciosa, menopausia precoz y ciertas hepatitis entre otras [5].

3.2.2.-Sintesis de insulina. En el humano el gen de la insulina (INS) esta situado en
el cromosoma 11p15.5, entre los genes de la hidroxilasa de tirosina (TH) y el factor 2 de
crecimiento semejante a la insulina (IGF-2). El gen contiene tres exones y dos intrones y el
transcrito final de mMRNA empalmado tiene 446 pares de bases de longitud y codifica la
sintesis de preproinsulina [10], cuyo peso molecular es de 11,500 Daltons, esto ocurre en el
reticulo endoplasmico rugoso [9]. La preproinsulina es desdoblada por accién enzimatica.
La proinsulina con un peso molecular de 9,000 Daltons, es incorporada al aparato de
Golgi. En la region trans del aparato de Golgi ocurre la formacion de vesiculas secretoras.
La proinsulina queda empaquetada en las vesiculas. Una vez que la vesicula es botada del
aparato de Golgi, se ancla en el citoesqueleto mediante unas proteinas conocidas como
sinapsinas. Endopeptidasas en la vesicula secretora efectian el desdoblamiento de la



proinsulina en dos péptidos diferentes. Las dos moléculas resultantes son la insulina con
sus cadena A 'y B correctamente alineadas y el peptido conector (péptido C) [10].

En condiciones normales las cantidades de insulina y péptido C liberadas deben ser
iguales. Se desconoce la funcion del péptido C. La proinsulina tiene menos de 8% del
efecto bioldgico de la insulina. Tres por ciento del total de la secrecion de la célula
corresponde a la proinsulina [9].

La insulina biol6gicamente activa, es un péptido que se constituye por dos cadenas:
una cadena A de 21 aminoacidos (a. a.) y una B de 30 a. a., las cadenas quedan unidas
entre si por dos puentes disulfuro intercatenarios en A-Cys7/B-Cys 19, también hay un
puente disulfuro intercatenario en A-Cys 6/A-Cys 11 [10]. El peso molecular de la insulina
es de 5,800 Daltons. La vida media de la insulina en plasma es de 5-6 minutos. Es
degradada por insulinazas ubicadas en el higado y rifidn. En casos de insuficiencia hepética
y/o renal los niveles de insulina tienden a aumentar. En condiciones normales la insulina
recien producida que pasa por la vena porta tiene una concentracion del doble de la
encontrada normalmente en el plasma de cualquier otro vaso sanguineo. Esto se debe al
potente sistema de insulinazas hepaticas. Por tal motivo, se cuantifica el péptido C cémo
parametro para determinar la sintesis de insulina al no ser degradada como ocurre con la
insulina [9].

La cantidad de insulina liberada por dia en un sujeto sano con alimentacién normal
es de 40-50 unidades* (287-358 nano-Molas).

La concentracion en ayuno es de 10 pU/ml. Despues de una comida se eleva alrededor de
100 pU/ml [9].

3.2.3.-Papel de la concentracién de glucosa en la liberacién de insulina. La
glucosa entra a las células B pancreéticas a través de un transportador GLUT 2 (Glucose
Transporter). Sin embargo, la glucosa por si misma no produce ningun efecto, ya que no
hay interacciones directas de moléculas de glucosa con los canales de potasio dependientes
de ATP [9].

La participacion de la glucosa (1) sobre estos canales se da de manera indirecta,
cuando entra a la célula B y es fosforilada mediante la enzima glucocinasa para formar

glucosa-6-fosfato (2) e iniciar la glucolisis [9].

*(Una unidad de insulina equivale a la unidad de insulina necesaria para discriminar en un conejo en ayunas

la glucosa).



Entonces, la fosforilacion de la glucosa permite que se inicie la glucolisis (3)
obteniéndose acido pirtvico, el cual entra a la cadena respiratoria en forma de acetil-CoA
por medio del complejo de la piruvato-deshidrogenasa (4) [9].

La activacion de la cadena respiratoria produce una concentracion de ATP (5)
elevada en la célula y el cierre del canal de potasio dependiente de ATP, con la

consecuente cascada de eventos que culmina en la liberacién de insulina (6) [9], (Figura 2).
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Fig. 2) Esquema de la célula B y el proceso de secrecion de la insulina activada por la glucosa [11].



3.3 TRANSPORTE DE GLUCOSA Y EFECTOS FISIOLOGICOS DE LA
INSULINA

3.3. Transportadores de glucosa. Existen varias formas de transporte de la
glucosa. Una manera por la cual la glucosa puede atravesar la membrana es por medio de
un gradiente de concentracion; es decir, la glucosa de la regién en dénde su concentracion
es mayor hacia donde es menor. Otra forma de transporte se lleva a cabo a la inversa
(transporte contragradiente). El tipo de proteinas encargadas del transporte de glucosa es
diferente en ambos casos.

Para el transporte en contragradiente se localizan en la region apical de células
epiteliales ubicadas en el intestino delgado y sistema tubular del rifion. A estos
transportadores se les conoce como SLGT (Sodium dependent glucosa transporters) de los
cuales hay dos subtipos, SLGT-1 y SLGT-2. Ambos transportadores estan intimamente
acoplados al i6n sodio.

Los transportadores de glucosa independientes de NA+, a favor del gradiente de
concentracion constituyen una familia de genes que se les denomina GLUT-1 a GLUT-13
(tablal) [9,10,12]. Existen 13 diferentes tipos (isoformas) funcionales, de las cuales el
GLUT 7 es el Gnico que no se ha esclarecido su funcién y/o su ubicacion [12]. La mayoria
de los GLUT estan ubicados de forma constitutiva en la membrana plasmatica. A
excepcion del GLUT-4, la mayor parte de los GLUT no necesitan de hormonas,
neurotransmisores 0 secreciones paracrinas para variar de manera considerable su cantidad
en la membrana plasmatica. Sin embargo, las células que dependen de la presencia del
GLUT-4 para que entre la glucosa, como es el caso de las células de masculo esquelético y
cardiaco y en los adipocitos, necesitan forzosamente de la activacion de receptores de
insulina en su membrana plasmatica para que pueda expresarse el transportador [9].

GLUT-2 tiene mayor Km para la glucosa y mayor capacidad de transporte de
glucosa que otros miembros de la familia [10]. EI GLUT-2 se localiza en células
relacionadas con el mecanismo global de la glucosa, tal es el caso de las células B
pancreédticas y hepatocitos. En las células B el metabolismo de la glucosa por si mismo
desarrolla la liberacion de la insulina. Si la constante de afinidad para el transportador
fuera bajo en dichas células —es decir que la glucosa a baja concentracion tuviera la
capacidad para pasar por el transportador-. Entonces se liberaria insulina constantemente y
se provocarian hipoglucemias graves. Por otra parte, los transportadores GLUT-1, GLUT-

3, GLUT-4 tienen baja afinidad por la glucosa. Su km tiene un valor de 2-5 mmol.



Considerando que las concentracion plasmatica de glucosa en ayunas es menor de 5
mmol, entonces la km de estos receptores garantiza la entrada de glucosa a las células que

los expresan [9].

CARACTERISTICAS DE LOS TRANSPORTADORES DE GLUCOSA [12]

ISOFORMAS | NUMERO | Km* LOCALIZACION | FUNCION
DE AA (mM) EN LOS
TEJIDOS
GLUT1 664 1.6 Eritrocito, barreras | Ingreso basal de

hematoencefalicas, | glucosa
placentaria 'y de la

retina, astrocito,

nefrona
GLUT2 522 17 Células B Censor de glucosa en
pancreaticas, pancreas, transporte de

higado, intestino glucosa en la

delgado, nefrona membrana baso lateral

proximal de intestino y rifion
GLUT3 596 2 Cerebro, placenta, | Ingreso basal de
higado, rifion y glucosa
corazon
GLUT4 509 5 Musculo Ingreso de glucosa
esquelético y estimulado por insulina

cardiaco, tejido

adiposo

GLUTS 501 No aplica | Yeyuno, Transporte de fructosa
espermatozoides,

rifién, células de la

microglia
GLUT6 507 Cerebro bazoy Ingreso de glucosa
leucocitos estimulado por insulina

GLUT7 Sin determinar




GLUTS 477 Testiculos y | Ingreso de glucosa

placenta
GLUT9 540 Rifi6n e higado Ingreso de glucosa
GLUT10 541 Higado y pancreas | Ingreso de glucosa
GLUT11 496 Musculo Ingreso de glucosa
esquelético y
corazon
GLUT12 617 Mdusculo Ingreso de glucosa

equelético, tejido
adiposo, intestino

delgado

GLUT13 629 Cerebro Ingreso de glucosa 'y

mioinositol

*El valor del Km est4 determinada para la glucosa

3.3.2. Procesos desencadenados durante la activacion del receptor de insulina.
El receptor para la insulina es una proteina integral de la membrana plasmatica en una gran
variedad de células. Este se constituye por dos subunidades a y dos subunidades p. Las
subunidades a tienen una region externa en relacién con el liquido extracelular, ademés del
sitio de reconocimiento de la insulina. Las subunidades B se relacionan con el liquido
intracelular y tiene regiones cataliticas que permiten su autofosforilacion y la fosforilacion
de proteinas, entre ellas la insulina[9].

Los receptores para la insulina pertenecen a un grupo de moléculas con actividad de
tirosin-cinasa. La caracteristica primordial de los receptores tirosin-cinasa radica en que
cuando son activados se desencadenan una serie de cambios conformacionales dentro del
mismo receptor, provocando una autofosforilacion de los residuos de tirosina por medio de
la hidrdlisis de moléculas de ATP [9,10].

Una vez fosforilado el receptor, fosforila otras proteinas. La subunidad f
fosforilada tiene capacidad para actuar como enzima uniendo grupos fosfato con proteinas
especificas relacionadas al receptor de la insulina, las cuales son conocidas como
“sustratos relacionados con el receptor de la insulina” (SRI), y existen 4 [9].

A pesar de la presencia del receptor de la insulina, alteraciones en los SRI causan

defectos en el metabolismo intermedio. Se ha considerado que la funcion del SRI-4 es vital




en el metabolismo del musculo esquelético, mientras que el SRI-2 lo es en la funcién
hepatica [9].

3.3.3. En ningun caso la ausencia de los SR causa problemas tan graves como
cuando est4 alterado el mismo receptor de la insulina. Esto implica que probablemente
los SRI no medien todas las respuestas de la insulina en las células blanco. La insulina
actla en el metabolismo como intermediario de las células musculares y adipocitos a través
de la SRI, fosfolipasa C-y (PLC-y) y la fosfatidil-inositol 3-cinasa (PI-3K). En los
adipocitos aumenta la captacion de grasas por activacion de la lipoproteina lipasa,
disminuye la actividad de la “lipasa sensible a hormona”, por la cual se abate la lipdlisis.

En las celulas del mdsculo esquelético promueve la sintesis de proteinas para
fomentar la captacion de aminoacidos. Ademas, permite el almacenamiento de glucogeno
y captacion de glucosa.

La insulina tiene efectos en la expresién de genes. A través de los SRI se producen
cambios en la actividad de factores de transcripcion. Este proceso fomenta la sintesis de
nuevas proteinas [9].

3.3.4. Relacion entre la expresion de GLUT-4 y la insulina. La glucosa para
entrar a las fibras musculares y adipocitos necesita de la presencia del GLUT-4. Por lo
regular, en reposo, existe la presencia de los GLUT-4 en la membrana plasmatica de dichas
células. Esta cantidad de transportadores es insuficiente para proveer la glucosa necesaria
en su metabolismo [9]. En condiciones basales, la mayor parte de los GLUT-4 se localizan
en estructuras tabulo vesiculares agrupadas en la region del aparato de Golgi, o bien en
vesiculas en el citosol. Durante la activacion de los receptores para insulina, la expresion
de los GLUT-4 en la membrana se incrementa hasta 30 veces con respecto a la expresion
basal [9].

El ejercicio fisico incrementa la expresion de los GLUT-4 en fibras musculares, lo
cual puede mejorar la glucemia en individuos diabéticos [9,10,13]. En células musculares y
adiposas normales, el GLUT-4 es reciclado entre la membrana plasmatica y un almacén
intracelular. El transportador GLUT-4 difiere de otros transportadores de glucosa en que
cerca del 90% se encuentra secuestrado en forma intracelular en ausencia de insulina u
otros factores estimulantes como el ejercicio.

En presencia de estos factores estimulantes, el equilibrio de este proceso de reciclaje es
alterado a favor de una translocacion (movimiento regulado) de GLUT-4 de las vesiculas
de almacenamiento intracelular a la membrana plasmatica, y en el caso del musculo a los

tamulos transversos. El efecto neto es un incremento en la velocidad méaxima del transporte



de la glucosa hacia el interior de la célula. EI movimiento intracelular del GLUT-4
estimulado por insulina es iniciado por la union de la insulina a la porcion extracelular del
receptor transmembrana de la insulina. La unién activa la tirosina cinasa que fosforila la
porcion intracelular del receptor. El principal sustrato para la tirosina cinasa incluye a los
sustratos moleculares del receptor de la insulina (IRS-1, IRS-2, IRS-3 e IRS-4), Gab-1
(Grb-2 [factor de crecimiento enlazado a receptor de proteina 2]- asociado 1), SHC (Src y
proteinas homdlogas de la coldgena), lo que es suficiente para inducir al menos una
translocacion parcial del GLUT-4 a la membrana plasmatica. Otras dos formas posibles de
la translocacion del GLUT-4 a la membrana plasmatica pueden ser por la expresion de las
formas activas de la protein cinasa B, o isoformas atipicas de protein cinasa C, ambas

estimuladas por la insulina [9].

3.4 CAUSAS DE RESISTENCIA A LA INSULINA. Los defectos en la accién de la
insulina originan resistencia de los tejidos a ella; tal situacion es un estado metabolico en
que concentraciones fisioldgicas de la hormona originan una respuesta bioldgica menor de
la normal. Este estado, constituye un signo constante y unanime de la DM-2 y puede
deberse a diversas razones:

e anormalidad de las moléculas insulinicas

e conversion incompleta de la proinsulina a insulina

e mayores valores de hormona de crecimiento, cortisol, glucagon o catecolaminas

e presencia de anticuerpos contra receptores de insulina o de la propia hormona

e menor numero de capilares o incapacidad de la insulina para facilitar su propia

distribucion por medio del incremento de la corriente sanguinea

e disminucion del paso transcapilar del compartimiento intravascular al intersticial

Sin embargo, la causa principal de esa resistencia en la mayor parte de los enfermos de
DM-2, se sitda a nivel celular [10].

La concentracion de GLUT-4 se encuentra reducida en adipocitos de sujetos obesos

y en aquellos con deterioro de la tolerancia a la glucosa o con DM-2, pero las

concentraciones del GLUT-4 no se encuentran disminuidas en el en el tejido muscular de

sujetos obesos 0 con DM-1 0 DM-2, diabetes gestacional o en familiares de pacientes con

DM-2 resistentes a la insulina. Ya que el musculo es el principal sitio de utilizacion de la



glucosa estimulada por insulina, en estos casos, no puede ser explicada por una
disminucion en la produccion del GLUT-4 [9].

El decremento en las concentraciones de GLUT-4 puede causar diabetes pero no es
la causa directa de la resistencia a la insulina en obesidad y diabetes, ésta puede tener un
importante abordaje terapéutico [10].

3.4.1 Defectos en la translocacion del GLUT-4. La reduccion del consumo de glucosa
estimulado por insulina en el muasculo esquelético de sujetos obesos y en aquellos con
diabetes, se encuentra asociada con un deterioro en el movimiento de GLUT-4 de las
vesiculas intracelulares a la membrana plasmaética. De esta forma, las concentraciones de
GLUT-4 son normales en el musculo esquelético de estos sujetos, y la principal
explicacion para la resistencia a la insulina, es un defecto en la via de sefializacion mediada
por la insulina que regula la translocacion del GLUT-4 o en la maquinaria molecular
directamente involucrada en el reclutamiento de las vesiculas con GLUT-4 a la membrana

plasmatica, su acoplamiento y posterior fusion a esta membrana [9].

3.5 FACTORES PARACRINOS QUE DETERIORAN EL TRANSPORTE DE LA
GLUCOSA. En este tema sélo abordare cuatro factores paracrinos, los &cidos grasos
libres, el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) y resistina, que guardan estrecha relacion
con otra molécula conocida como factor inhibidor de la migracion de macrofagos (MIF).

3.5.1. Acidos grasos libres. La acumulacion de grasa corporal (obesidad) y el
consumo excesivo de grasas en los alimentos conllevan a la resistencia a la insulina
[10,13]. El hecho de que la resistencia a la insulina se intensifique al aumentar de peso y
disminuya al reducirlo, ha sugerido que la acumulacion de grasa, ademas de incrementar la
resistencia a la insulina, podria ser un factor del origen de la resistencia [10]. Evidencias
recientes soportan esta hipotesis, pues se ha reportado que, la infusion de lipidos disminuye
la utilizacion de la glucosa inducida por la insulina en el masculo, en asociacion con una
pérdida en la habilidad de la insulina para estimular la actividad de la fosfoinositido-3
cinasa (una de las vias de sefializacion para alterar GLUT-4) [9]. Un mecanismo posible
seria la liberacion en mayor volumen de uno 0 mas mensajeros desde el tejido adiposo, que
inhiben la accién de la insulina en el musculo de fibra estriada o en el higado. Se ha
postulado algunos encargados de esta posible funcion, como serian la leptina, el TNF-q,
los acidos grasos libres (FFA) y la resistina [10,13].

3.5.2. Factor de necrosis tumoral a (TNF-a). El origen de expresion del factor de
necrosis tumoral-a (TNF-a) en el tejido adiposo son principalmente los macréfagos pero



también los adipocitos, de este hecho parte que haya una relacion positiva entre el TNF-a y
el grado de obesidad con una relacion inversa con el grado de resistencia a la insulina.
Hasta ahora no se conocen bien el (los) método(s) o rutas por la que TNF-a promueva la
resistencia a la insulina, pero en varios disefios experimentales recientes se han estudiado
sus efectos tanto indirectos como directos [9,10,13].

Efectos indirectos, en experimentos con roedores se vio que TNF-o promueve la

resistencia de insulina, ademas de que se observaron mayores concentraciones de
glucocorticoides y adrenalina. Es probable que la leptina al igual que los FFA sean
regulados positivamente por TNF-a, la cudl podria influir en decremento de la accion de la
insulina a nivel sistémico en la obesidad [10].

Efectos directos se ha visto que en células sensibles a insulina tratadas con TNF-a

se modifica claramente la actividad catalitica del receptor de insulina. En los adipocitos
dicho tratamiento origina un decremento moderado (del 20-50%) de la autofosforilacién de
la insulina estimulada por la hormona, y un efecto mas notable en la fosforilacion de
IRS-1. También la inhibicién de la sefializacion de insulina por TNF-o. es mediada por el
receptor 1 de dicho factor (de dos factores), esto en adipocitos [10].

Ademas de los adipocitos se ha demostrado resistencia a la insulina inducida por
TNF-o en otros tipos celulares. Al parecer varian los mecanismos, o los factores que
median tales acciones, y dependen no sélo de la duracién y la intensidad de la exposicion a
TNF-a, sino también de los tipos celulares especificos.

Los miocitos, los hepatocitos y los adipocitos expresan mRNA para los dos
receptores de TNF identificados R1 y R2. EI mRNA y la proteina de TNF-a son
producidos principalmente en el tejido adiposo, y se ha demostrado que el TNF-o exdgeno
suprime la accion insulinica en los adipocitos; por todo lo expuesto, es razonable suponer
que dicha citocina actla de manera directa en los adipocitos por medio de un circuito
autécrino [10].

Otros posibles reguladores pudieran ser algunos productos avanzados de la
glucosilacion que se incrementan en la diabetes y son capaces de inducir la accién de TNF-
a en macrofagos.

3.5.3. Resistina. El tejido adiposo ha sido reconocido no solamente como un
almacén para los lipidos, sino también como un érgano metabolico endocrino. Estudios
recientes han demostrado que los adipocitos son capaces de sintetizar y secretar un nimero
de moléculas activas biol6gicamente [14], incluyendo TNF-a, leptina, interleucina 6 (IL-
6), activador plasmogénico inhibidor-1, adiponectina y resistina [15].



El descubrimiento de la resistina ha intensificado las investigaciones en cuanto a los
mediadores de la resistencia a la insulina en la obesidad y la DM-2 [15].

Se sabe que la resistina promueve la poca sensibilidad a la insulina, especialmente
en el tejido hepético durante la DM-2, ademas de incrementarse las glucemias debido a
un aumento en la glucogenolisis y gluconeogénesis en el higado [16].

Los niveles incrementados de resistina han sido relacionados con niveles

incrementados de endotoxinas y citocinas inflamatorias [17].

3.6 FACTOR INHIBIDOR DE LA MIGRACION DE MACROFAGOS (MIF)

3.6.1. Contexto histdrico. La molécula MIF fue descubierta en la década de los
60’s por los Drs. J. R. David y Bloom simultaneamente con el Dr. Bennett, [6,7,18].

Los factores solubles producidos por los linfocitos fueron referidos inicialmente
como linfocinas y subsecuentemente con el término de citocinas, éste ultimo concepto
incluye factores hechos por otras células [18]. En este contexto, el factor inhibidor de la
migracion de macrofagos (MIF) es una citocina, descrita inicialmente como un factor
soluble producido por linfocitos que inhibia la migracién aleatoria de los macréfagos in
vitro [19]. Se propuso, entonces que MIF mediaba la reaccion de hipersensibilidad
retardada que involucraba a los macrofagos [6,7,18,20]. Ahora se sabe que MIF también
participa en los procesos de activacion de los macréfagos para mejorar su metabolismo
[18,20,21], para eliminar tumores celulares, bacterias y parasitos. MIF, al igual que otras
citocinas exhibe funciones endocrinas, paracrinas, autocrinas y posiblemente enzimaticas
[18,22-24].

MIF se produce en diferentes tejidos celulares [18,25,26], pues Lanahan y col.
encontraron que cDNA de MIF en cerebro, corazon, intestino, higado, rifién, pulmén,
ovarios, vesiculas seminales, bazo, testiculos, timo, utero [27] e incluso en células
diferenciadas de los lentes oculares [18]. Subsecuentemente, se demostré6 que los
macrofagos son una fuente importante de MIF y la activaciéon de los macrofagos por el
lipopolisacarido (LPS) y/o TNF-a inducen la liberacion de MIF, y MIF incrementa de
vuelta la liberacion de TNF-a. Un hallazgo fascinante es el que los glucocorticoides,
generalmente conocidos por amortiguar la inflamacién, inducen la liberacién de MIF, y
que MIF regula negativamente la accion de los glucocorticoides, disminuyendo su accion
antiinflamatoria [18].

En el humano el gen para MIF (MIF) se encuentra en el cromosoma 22q11.2., el

gen MIF aparece constitutivamente expresado a nivel basal en casi todo los tipos celulares;



sin embargo, su expresion puede ser altamente regulada por diversos estimulos
activadores. MIF consiste de 114 aminoacidos combinados en una estructura [18,26].

Cristalografias radiograficas ha demostrado que MIF es un homotrimero de
subunidades idénticas. Cada monomero contiene dos hélices antiparalelas o y seis laminas
B. Tres de las laminas B estan rodeadas por seis hélices antiparalelas a y forman una
estructura de forma central de barril con terminaciones abiertas. La estructura incluye un
canal de 4-15 A de diametro que corre a través del centro de la proteina a lo largo del eje
de una molécula y consiste principalmente de a&tomos hidrofilicos cargados positivamente,
sugiriendo que esta interactia con moléculas negativamente cargadas. Aungue esta
estructura es homologa al 4-oxalocronato tautomerasa y 5-carboximetil-2-hidroximuconato
isomerasa, es Unica entre las citocinas y mediadores hormonales, lo que sugiere que MIF
participa en nuevas interacciones como ligando-receptor [26,28,29].

3.6.2. MIF en la inmunidad. MIF tiene un papel central en la activacion
autocrina/paracrina de los macrdéfagos [18], promueve la expresion de TNF-a por
macrofagos llevando a la liberacion adicional de MIF, produciendo una “re-entrada” en la
activacion de la via que es necesaria para una Optima expresion de TNF-o en los
macrofagos.

Lo relevante de MIF, en las funciones proinflamatorias, es que la proteina esta
preformada en vesiculas citoplasmaticas en los macrofagos (y otras células), y este es
rapidamente liberado en respuesta a productos microbianos [18,30-32], lo cual hace a MIF
diferente de otras citocinas de monocitos/macréfagos que requieren una activacion
transcripcional y la traslacion de mRNA antes de que pueda ocurrir la liberacion.

Las acciones inmunoldgicas de las citocinas derivadas de monocitos/macréfagos
como TNF-a e IL-1B se encuentran bien identificadas, y su papel en las respuestas
patoldgicas corroboran su exitoso objetivo terapéutico [18].

Estudios en una gran variedad de sistemas experimentales de la dltima década, han
demostrado que la accion de MIF es la de promover la produccion de citocinas (TNF-a,
IL-1B, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12, IFN.y) [18,33-40], Oxido nitrico [18,37], y metaloproteinasa
de matriz [18,41] y PGE2 [18]. Todas estas tareas de alto rango han sido ligadas a una
amplia accion contrareguladora de MIF sobre la supresion de los glucocorticoides de las
respuestas celulares [18,22,23,34,42].

Su estructura tridimensional y su accion como proteina son unicas; su posible
receptor (CD74) es distinto de otras superfamilias de receptores de citocinas [18,43]; y sus

propiedades de sefializacién de bajo nivel o rango, los que involucran una sostenida



activacion de ERK-1/2 [18,43], y la regulacion de JAB1 [18,44] y de la actividad de
transcripcion de p53 [18,24,45,46], reflejan actuaciones mas centradas hacia la regulacién
del crecimiento celular, apoptosis y el control del ciclo celular que aquél de la transduccién
de las sefiales inflamatorias [18].

3.6.3. Mecanismos inmunopatolégicos relevantes a enfermedades. MIF es una
citocina pleiotrépica que media un nimero de enfermedades inmunes e inflamatorias que
incluyen choque séptico [18,22,30,32], artritits reumatoide (RA) [18,47,48],
hipersensibilidad del tipo retardada (DTH)[18,49], sindrome de distrés respiratorio agudo
(ARDS) [18,50], glomerulonefritis [18,24,51] y cancer [18,45]. MIF es producido durante
la respuesta inmune por las células T activadas, macrofagos y una variedad de células no
inmunoldgicas. La expresion constitutiva de mMRNA de MIF y de la proteina se encuentra
en varias células no inmunoldgicas en tejido normal, asi como en células de la pituitaria
anterior; miocitos cardiacos; células vasculares; células parenquimales que se encuentran
en el higado cerebro, rifiones y en células de los islotes pancreaticos. Se ha observado que
MIF sobre regulado y liberado bajo varias condiciones patoldgicas, asi como choque
séptico, enfermedades infecciosas, ARDS, lesiones cardiacas de isquemia, ateroesclerosis,
esclerosis multiple, colitis, diabetes tipo 2 y pancreatitis [18].

3.6.4. Mecanismos de MIF en la regulacion de enfermedades inmunes
mediadas por células T. MIF es producido por las células T y participa en la respuesta
inmune mediada por células T en varias enfermedades inmunolégicamente inducidas.

Las células T producen MIF, y cuando MIF es sobre regulado en los tejidos
enfermos, es asociado con la severidad de la de la patologia [6,7,18].

Los hallazgos donde las células T liberan MIF en respuesta al estimulo de los
glucocorticoides, MIF actia sobrellevando la inhibicion de los glucocorticoides
[22,34,42,50] favoreciendo asi la proliferacion y activacién de las células T para producir
citocinas del tipo Th-1 incluyendo IL-2 e IFN-y [52], esto indica que MIF actta junto con
los glucocorticoides controlando la proliferacion y activacion de las células T, y participa
en las respuestas inmunes-antigeno especificas [18].

La proliferacién y activacion de las células T estd también implicada en el
desarrollo de la diabetes de tipo autoinmune experimental, la cual es dependiente de MIF.
MIF esta significativamente elevada en las células de los islotes de Langerhans durante el
desarrollo de la diabetes. Cuando se bloguea la actividad de MIF, se producen efectos
inhibitorios marcados sobre la hiperglicemia e insulitis, asociadas a la inhibicion de las
respuestas proliferativas-antigeno especificas para las células T en los islotes [18].



3.6.5. MIF como mediador de la respuesta inmune innata. Los macrofagos son
las principales células productoras de MIF tanto en condiciones fisiolégicas como
patoldgicas [18,49]. En los macrofagos se encuentran concentraciones significativas de la
proteina MIF en las vesiculas intracelulares. MIF juega un papel importante en la
activacion parécrina y autocrina de los macrofagos, los cuales fagocitan particulas ajenas
asi como parasitos patdgenos [18].

Una vez liberado, MIF puede actuar en ambas maneras, paracrina y autocrina para
activar respuestas criticas proinflamatorias en los macréfagos, células T y muchas otras
células intrinsecas tejido/6rganos de una patologia. Por lo que MIF resulta ser una llave
mediadora de la respuesta inmune innata mediada por macrofagos [18].

Se ha visto que MIF directamente o indirectamente promueve la expresion o la
produccion de un gran elenco de moléculas proinflamatorias incluyendo citocinas (TNF-a,
INF-y, IL-1B, IL-2, IL-6, IL-8 )[7,18,32-35,37] y proteina inflamatoria de los macréfagos
2), oxido nitrico [18,30,37], COX2 [18,53] y productos de la via del acido araquidénico
(como PGE2), por macrofagos [18]. En adicion TNF-o e IFN-y, son también fuertes
inductores de la produccién de MIF por macrofagos [18]. Después de que MIF es liberado
en el tejido o en la circulacion, este actia como una clasica citocina pro-inflamatoria que
promueve la respuesta inmune innata a traves de la activacion de los macrofagos.

3.6.6. MIF en patologias inflamatorias e inmunologicas. A diferencia de las
citocinas proinflamatorias IL-1 y TNF-a que son inducibles, MIF esta preformado y
almacenado en el citoplasma de macrofagos y otras células intrinsecas del cuerpo,
incluyendo el eje de la pituitaria adrenal del hipotalamo (HPA). MIF es liberado durante la
estimulacion por estrés, endotoxinas, exotoxinas, infeccion y estimulos inflamatorios e
inmunoldgicos. Una vez liberado MIF, acta como una citocina proinflamatoria que induce
la expresion de otras citocinas proinflamatorias e iINOS que promueven las respuestas
inflamatorias e inmunoldgicas. A diferencia de otras citocinas proinflamatorias que
generalmente son suprimidas por los glucocorticoides, se ha propuesto a MIF como un
contraregulador fisiologico de la accion de estos dentro del sistema inmune.

MIF es secretado en respuesta a los glucocorticoides en monocitos, células T,
islotes pancredticos, células neuronales y fibroblastos sinoviales. Estados de estrés,
inflamacidn y respuestas inmunoldgicas estimulan y promueven la liberacion de MIF, que
activa la cascada de citocinas inflamatorias para sobrellevar la funcién fisioldgica de los
glucocorticoides como una consecuencia de la activacion aguda del eje de la pituitaria
adrenal del hipotalamo (HPA)[18].



Por otra parte la activacion de NF-kB, es posiblemente otro mecanismo por el cual
MIF puede modular la respuesta inflamatoria y contraregular los efectos de los
glucocorticoides en la inhibicion de la expresidn de las citocinas proinflamatorias.

NF-xB es un regulador importante de la expresion génica de los citocinas
inflamatorias y varios estudios sugieren que los glucocorticoides pueden inhibir la
produccion de mediadores inflamatorios como TNF-a e IL-1B, mediante la modulacién de
la actividad de NF-«xB [18].

En resumen, MIF es un factor que puede ser producido en condiciones de estrés,
por una citocina inflamatoria, un factor de crecimiento y/o una hormona en casos tanto de
condiciones fisioldgicas como patologicas. MIF juega un papel importante en muchas
enfermedades, incluidas la sepsis, enfermedades infecciosas e inflamatorias, enfermedades
autoinmunes, rechazo de injertos, ateroesclerosis y cancer. MIF actia por medio de
diversos mecanismos para mediar las enfermedades, incluyendo la inmunidad innata y
adaptativa, la induccion de citocinas, quimiocinas y moléculas de adhesion, interacciones
con glucocorticoides y el eje HAP, influye sobre la proliferacion celular, apoptosis,
fagocitocis y otras funciones celulares [18].

La activacion de los macrofagos es un componente central en el proceso
inflamatorio, resultando en la elaboracion de citocinas proinflamatorias tales como MIF,
que promueven una induccion de la respuesta inflamatoria de fase aguda. En varios
estudios de DM-2 ha sido demostrado que esta activacion de los macréfagos esta

particularmente afectada [54].



4.-JUSTIFICACION

MIF posee caracteristicas bioldgicas que anticipan una posible participacion de esta
citocina en la generacion de la DM-2; posiblemente un mediador importante en los
acontecimientos iniciales de la disfuncion a la susceptibilidad de la insulina, ademas de ser
una molécula que favorece la produccién de otras citocinas inflamatorias y mediadoras
solubles implicados en la patogénesis de la enfermedad como TNF-a, IL-1-B, INF-y y
oxido nitrico (NO) [55]. Es de relevancia mencionar que estas citocinas inducen
sinergéticamente al incremento de la produccion de oxido nitrico a traves de un incremento
en la expresiéon incrementada de 6xido nitrico sintetasa inducible (iNOS), dénde éste
ultimo puede representar otro mecanismo molecular de inflamacién mediada por citocinas
ligadas a la resistencia a la insulina, por lo que la modulacién de las rutas inflamatorias
promueven un nuevo blanco terapéutico para el tratamiento de la resistencia a la insulina

en el padecimiento de la DM2.

5.-HIPOTESIS
Dado que MIF posee caracteristicas que lo califican como un posible mediador de
la resistencia a la insulina en la DM-2, nosotros creemos que:
e MIF favorece la respuesta inflamatoria (TNF-a, IL-1B) y facilita la génesis de la
DM-2, e hiperglucemia. La ausencia del gen que codifica para MIF disminuye la
patologia en la DM-2 inducida en el modelo murino propuesto en este trabajo.

6.-OBJETIVOS
Objetivo general
Estudiar la participacién de MIF en la génesis y patologia de la DM-2 usando un

modelo murino de diabetes mellitus de progreso lento no dependiente de insulina (tipo 2).

Objetivos particulares
1. Desarrollar un modelo de DM-2 en ratones con fondo genético BALBI/c.
2. Desarrollar un modelo de DM-2 en ratones con fondo genético BALB/c con
delecion para el gen que codifica para MIF.
3. Determinar los niveles de insulina en sangre de ratones diabéticos inducidos con

STZ deficientes para el gen MIF y no deficientes.



Determinar los niveles de glucosa en sangre de los ratones diabéticos inducidos con
STZ deficientes para el gen MIF y no deficientes.

Establecer si existe una correlacion entre los niveles detectados de glucosa e
insulina plasmatica con la presencia o ausencia de MIF.

Determinar los niveles de citocinas TNF-a, IL-1B, y resistina en los grupos
experimentales mencionados.

Determinar cambios en la morfologia de los islotes de las células pancreéticas en

los grupos experimentales.



7.-MATERIALES Y METODOS

7.1.-Animales. Se utilizaron en todos los experimentos ratones machos de ocho
semanas de edad BALB/c MIF+/+ y MIF-/-, que fueron criados en sistemas de cajas
aislados en un cuarto con aire acondicionado a 23 +1 °C, los animales fueron

proporcionados por el Bioterio de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala (UNAM).

7.2.-Determinacion del genotipo de los animales experimentales utilizando
PCR (polimerase chain reaction). 7.2.1.-Extraccion de ADN. Se genotiparon ratones
MIF+/+y MIF-/-, cdmo control se utilizaron ratones MIF+/+. Utilizando siempre guantes,
material nuevo, estéril y libre de DNAsas-RNAsas se obtuvo aproximadamente 0.05 cm de
la parte final de la cola de los ratones experimentales, se llevé a cabo la digestion en tubos
de 1.5 ml (Eppendorf) previamente identificados en donde se colocd el tejido con 500 pl de
proteinasa K (in vitrogen 100 ug/ml) durante toda la noche o minimo 6 horas en un
incubador a 55 °C.

Posteriormente se centrifugé a 8,000 rpm durante 10 minutos, se tomo el
sobrenadante con micropipeta y se colocdé en tubos de Eppendorf con 500 pl de
isopropanol frio, se homogenizé invirtiéndolos de manera suave hasta que la precipitacion
del ADN fue evidente. Se centrifugd a 14,000 rpm por cinco minutos, se dejo evaporar el
etanol a temperatura ambiente, por lo menos una hora. El boton de ADN, se seco y
resuspendié en el tubo con 200 ul de agua grado biologia molecular (Sigma), para
nuevamente incubarlo toda la noche a 55 °C.

Cuantificacion de ADN (doble cadena): Esta parte se realiz6 utilizando una
dilucién 1:200 de muestra de ADN en agua grado biologia molecular. Se calibr6 con agua
el espectrofotometro (Jenway, Génova) y se leyeron las muestras a 260 y 280 nm. La
relacion A260/A280 se empled para determinar la pureza del ADN obtenido vs proteina.
La concentracion final de ADN se obtuvo utilizando la lectura A260 por la dilucion con el
factor de 1 D.O=40 mg/ml.

Las muestras se ajustaron a la concentracion de 16 pug/ml. Una vez ajustado a esta
concentracion, se toman 2.5 ul (40 ng de ADN) para el PCR.

7.2.2.-Amplificacion del gen (PCR). Para el reconocimiento del gen para el Factor
Inhibidor de la Migracion de Macrofagos (MIF) se utilizaron los primers especificos (F)
AgA CCA CgT gCT TAg CTg Ag; (R) gCA TCgCTA CCg gTg gAT AA (200pb).



Para el reconocimiento del gen de insercion (NEO), se utilizaron los primer
especificos (F) ATT gAA CAA gAT ggA TTg CAC, (R) CgT CCA gAT CAT CCT gAT
(500pb).

En este proceso se utilizaron tubos nuevos libres de DNAsas-RNAsas con
capacidad para 0.2ml, en los cuales con un volumen final de reaccion de 25ul se colocaron

los siguientes reactivos en orden:

Reactivo Para MIF Para NEO
Buffer 10x 2.5ul 2.5ul
MgC12 (50mM) 0.75ul 0.75ul
dNTP's mix (10mM) in vitrogen 0.5ul 0.5ul
Primer F (15pM) 7.5ul 3ul
Primer R (15pM) 6.34ul 3ul

ADN Taq polimerasa (5U/ul) (Platinum in

vitrogen) 0.25ul 0.25ul
Agua (Sigma) 4.66pl 12.5ul
Muestra ADN 2.5ul 2.5ul

Una vez que se obtuvieron los tubos rotulados y con los respectivos reactivos, se
sometieron al siguiente programa con 35 repeticiones en el termociclador (Corbett
Research) con una temperatura de alineacion de 60 °C.

7.2.3.-Electroforesis. Se utilizd un gel de agarosa (ICN Biochemicals) 1.5% en
buffer TBE 1x (apéndice 1). Una vez hecho el gel se colocd una muestra de los productos
de PCR de 5ul del amplificado con 3 pl de Sybr-Green (1:1,000) (In vitrogen) a partir del
segundo pozo ya que en el primero se coloco 2 pl del marcador de peso molecular 100 pb
(In vitrogen). Se colocaron las muestras en la camara en el extremo y se corrié a 90
Voltios, 45 Amperes durante 45 minutos. Se observd en un transimulador para

fluorescencia (Fugifilm).

7.3.-Induccion de diabetes. La diabetes puede ser inducida por diversos factores,
entre los cuales se encuentran los farmacos; un claro ejemplo es el empleo de drogas

toxicas y dafinas para los 6rganos del cuerpo, en este caso para el pancreas [10].

La estreptozotocina (STZ; N/nitroso derivado de la glucosalina) es un antibiotico de
amplio espectro extraido de Streptomyces acromogenes, es un antibidtico antitumoral del
grupo de las nitrosoureas. Su indicacion principal es para tumores de islotes celulares
pancreaticos [56]. Esta es una toxina para la region pancreéatica que induce necrosis rapida

e irreversible de las células B [57].



Fig 3. Estructura molecular de la estreptozotocina

Dosis intraperitoneales repetidas de esta droga (STZ) son utilizadas para generar en los
ratones modelos experimentales de diabetes mellitus dependiente de insulina (DM-1) [58,59].
Mientras que una Unica dosis de STZ (165 mg/Kg) i.p. en ratones BALB/c genera diabetes de
progreso lento no dependiente de insulina (NIDDM o DM-2) [60]. En este trabajo se utilizo
este ultimo (DM-2). Brevemente, se disolvio la STZ en un buffer de citratos 0.05M, pH de 4.5.
Los ratones MIF-/- y MIF+/+ ambos con fondo genético BALB/c recibieron una inyeccién i. p.

con un volumen equivalente de STZ en el buffer de citratos.

7.4.-Glucosa, insulina y otras citocinas (TNF-a y resistina). En orden de
esclarecer las caracteristicas de la diabetes progresiva en dos grupos de ratones (MIF-/- y
MIF+/+), seguimos los cambios en la concentracion de la glucosa en suero después de la
administracion de la STZ. Se tomaron muestras de ambos grupos de ratones (MIF-/- y
MIF+/+), que recibieron la dosis de STZ a 1, 3,5, 7, 9 y 12 semanas después de haber sido
inyectados, esto, para la determinacion de la glucosa en sangre e insulina. Para la medicion
de glucosa en sangre, insulina y niveles de citocinas, se determinaron por medio de los
siguientes reactivos comerciales: ELISA Insulin Kit (Morinaga Seikagaku Industries, Ltd,

Tokio) y TNF-a y Resistina (Peprotech México).

7.5.-Evaluacion clinica. El peso de los animales fue medido inmediatamente
después del examen sanguineo, los animales fueron resguardados individualmente en cajas

metabolicas por 24 horas, se les midio el consumo de agua y de alimento.

7.6.-Histologia. En orden de esclarecer las caracteristicas de la diabetes progresiva
en los dos grupos de ratones (MIF-/- y MIF+/+) seguimos los cambios morfologicos de los
islotes (el nimero de las células a y B) después de la administracion de la STZ. Dos de los
ratones seran sacrificados en una camara de cloroformo y su pancreas fue removido en 6 y 12
semanas después de la administracion de la STZ. El pancreas fue puesto en un buffer al 10%
de formalina y después fué embebido en parafina. Dos secciones consecutivas (grosor de la

seccion 5-um) del bloque de parafina, fueron cortadas. Los cortes fueron tefiidos por medio del



método de Hematoxilina-Eosina para observar las células de los islotes pancreéaticos, para dar
un analisis de infiltracion celular hacia los islotes y ver el grado de destrucciéon de los

mismos.

7.7.-Prueba de tolerancia a la glucosa. Con esta prueba determinamos en
ambos grupos experimentales la capacidad de respuesta de la insulina a una carga de
glucosa oral. Esta prueba fue realizada a la semana 6, después de induccion con STZ. Se
prepararon los ratones con un ayuno de al menos de 5 horas, se les tomo sangre 30min
antes de la prueba, entonces se les di6 2g/kg de glucosa en solucién, via intraperitoneal.
Por ultimo, se les volvio a tomar muestras sanguineas a la 18, 22 y 42 horas después de
haberles dado la glucosa en solucion. Con las muestras sanguineas se realizaron pruebas

de glucosa en suero y se midieron los niveles de insulina.

7.8.-Determinacion de los niveles de citocinas empleado en la técnica de ELISA
(sandwich). Se obtuvo sangre por goteo con un ligero corte en la vena caudal de cada uno
de los ratones experimentales MIF+/+ en las semanas 0, 1, 2, 3, 4, 5y 6 posinduccion; y se
analizé la produccion de TNF-a, IL-1pB y resistina. Se utilizaron anticuerpos de la marca
Preprotech (México).

7.8.1.-Sensibilizacién de la placa. Se diluy6 el cuerpo de captura a una
concentracion de 2 pg/ml en el buffer de pegado (apéndice 1) se homogenizo y se
colocaron 100 pl por pozo utilizando una micropipeta multicanal (pipet lite) en una placa
para ELISA de 96 pozos (NUNC, Maxisorp). Para que se llevara a cabo la relacion de
pegado del anticuerpo a la placa, esta ultima se cubrid con papel aluminio e incub6 a 4 °C
toda la noche para prevenir la evaporacion.

7.8.2.-Muestras y curva. Al dia siguiente se lavo tres veces con la solucion de
lavado (apéndice 1), se sec por aspiracion y, ya sea durante una hora a 37 °C o, dos horas
a temperatura ambiente se bloqued el pegado inespecifico con 200 ul de solucion de
bloqueo (apéndice 1), después se lavo tres veces y se secO por aspiracion.

Se utilizaron muestras de 25 ul de sobrenadantes de cultivos celulares y de suero,
colocandolos en los pozos correspondientes para las muestras, posteriormente para poder
extrapolar los valores de densidad Optica, se realizO una curva patron con la
correspondiente citosina recombinante murina, con diluciones al doble para cada una de las
placas y se utilizaron las dos primeras lineas de cada placa diluidas en solucién de bloqueo.
Las curvas se 1°C.



7.8.3.-Revelado del ELISA. La placa se llevo a temperatura ambiente, se lavo
cuatro veces y se secO por aspiracion para adicionar el anticuerpo correspondiente a cada
citocina marcado con biotina en un volumen de 100 ul por pozo de dilucién de 1ulg/ml de
anticuerpo con biotina en solucién de bloqueo, se incub6 por una hora a 37 °C. Terminado
el tiempo de incubacion se lavo cuatro veces la placa y se seco por aspiracion.

Se preparé una dilucion de 1:5,000 de enzima streptoavidin peroxidasa (Amersham
Biosciences) en solucion de blogueo. Se adiciond 100 pl por pozo para dejar incubar las

placas por 35 minutos a temperatura ambiente.

Por Gltimo se lavd 7 veces la placa después de la incubacion con la enzima, se
prepard la solucion del sustrato 100 ul de H,O, al 3% (J. T. Baker, Miriam) en 10 ml de
ABTS (apéndice 1) para poner 100 pl por pozo, esperar 10 minutos y llevarlo al lector de
placa (Termo Labsystems, Multiscan AFCENT) utilizando un filtro de 405 nm de longitud
de onda.

7.9.-Andlisis estadistico. Los resultados obtenidos segun el significado + SEM. Los
datos seran analizados usando un estadistico no paramétrico (analisis de ANOVA) y una

p<0.05 se considerard significativa.
7.10.-Alcance de la investigacion. Correlacional.
7.11.-Disefio. Pos-test con grupo control y grupo K.O., longitudinal.

7.12.-Férmula

R1 MIF+/+ x STZ | 01 dia 02 dia ... 12 dia

R2 MIF+/+ X | 01 dia 02 dia ... 12 dia
buffer

R3 MIF-/-x STZ 01 dia 02 dia ... 12 dia

R4 MIF-/- x buffer | 01 dia 02 dia ... 12 dia

Donde R = aleatorizacion de los sujetos (ratones)

MIF +/+ ratones silvestres

MIF -/- ratones deficientes para el gen MIF

X Manipulacion de la variable (Provocar diabetes con STZ) por eso es experimental
01 02 03 04 05 06 Observaciones 0 mediciones de las variables involucradas o de
interés. Como se hacen varias (cada semana) es longitudinal.






8.-RESULTADOS

Genotipo de ratones MIF-/- por PCR. La determinacién de la electroforesis del gel
muestra la amplificacion del gen que codifica para MIF en los ratones silvestres (MIF+/+)
y para los ratones deficientes para el gen MIF la expresion del gen de insercion NEO
(MIF-/-).
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Figura 4.- a) Electroforesis de la amplificacion por PCR del gen MIF en ratones

experimentales. a) Gen MIF en ratones MIF+/+y b) gen de inserciéon NEO (MIF-/-) &.

Determinacion de peso, glucosa y células sanguineas
Peso de los ratones MIF+/+ vs MIF-/- inducidos a DMT-2.

Durante el proceso del proyecto se apreciaron cambios clinicos significativos entre
los ratones tratados con STZ y los ratones no tratados (Ctrl).. Como se puede apreciar en
la fig. 5, uno de los aspectos fisioldgicos que salt6 a la vista, fue el poco peso ganado por
los ratones MIF+/+ y MIF-/- tratados con STZ con comparado sus respectivos controles
respectivos (MIF+/+ y MIF-/-Ctrls) en ambos casos la significancia estadistica fue menor a
p<0.05. Por otro lado, fue de llamar la atencion que la pérdida de peso en los ratones MIF-
/-STZ no fue tan drastica como en los MIF+/+STZ,la diferencia entre estos dos grupos fue
estadisticamente significativa desde la semana 3 post-induccién. Estos resultados

concuerdan con la gréafica de niveles de glucosa mostrada méas adelante.
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Figura 5. Promedio de pesos de los grupos experimentales. Grafica que muestra la
relacion de pesos de ambos grupos tomados semanalmente de antes de la induccion
(tiempo cero) hasta la semana 12 después de la induccidén con STZ. n=8 t de student
p<0.05.

Los monocitos de sangre periférica se ven disminuidos en los ratones deficientes para
MIF.

Cuando analizamos las células de sangre periférica al microscopio en frotis
sanguineos a los 7, 14 y 21 dias post-induccion de ambos grupos observamos durante la
segunda semana, un aumento en la cantidad de monocitos y en los neutréfilos de los
ratones MIF+/+STZ comparados con los ratones MIF-/-STZ (Figura 6 y 7). No
encontramos diferencias estadisticamente significativas en los porcentajes de otras células,

como se puede observar en la tabla 2.

TABLA 2: Conteo porcentual de células sanguineas a los 14 dias post-induccion con STZ

%linfocitos | %omonocitos | %eneutrofilos | %obasofilos | %oeosinofilos
MIF+/+ 68.75 3.75 25 0.62 1.87
MIF-/- 68 2 22 0.57 1
MIF+/+STZ | 51 9 35 4 3
MIF-/-STZ | 54 8 22 2 1
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Figura 6. Cuenta de monocitos. Porcentajes de células monocitos en sangre periférica

de ratones MIF+/+STZy MIF-/-STZ.
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Figura 7. Cuenta de neutrdfilos. Porcentajes de células neutrofilos en sangre
periférica de ratones MIF+/+STZy MIF-/-STZ.
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Figura 8. Cuenta de basofilos. Porcentajes de células basofilas en sangre periférica de
ratones MIF+/+STZy MIF-/-STZ.
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Figura 9. Cuenta de eosinofilos. Porcentajes de celulas Eosinofilas en sangre
periférica de ratones MIF+/+STZy MIF-/-STZ.



La ausencia de MIF evita parcialmente el incremento de glucosa en sangre.

Los niveles de glucosa en sangre de los ratones MIF+/+STZ fueron altos desde la
primera semana post-induccion (475 pg/dl) incrementandose paulatinamente hasta (550
pg/dl) hasta alcanzar niveles de glucosa por arriba de los 600 pg/dl, en algunos ejemplares
el glucémetro indicaba una leyenda “HI” por sus siglas en inglés “alto”,

Por otro lado los ratones MIF-/- inducidos con STZ, aun cuando desarrollaron
hiperglucemia, nunca alcanzaron niveles de glucosa tan altos como los detectados en los
ratones MIF+/+. Los datos se muestran en la figura 10, ademas estos valores se comparan

con los de ratones MIF+/+ control (sin STZ).
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Figura 10. Determinacion semanal de glucosa en sangre. Niveles de glucosa en sangre
(ug/ml), donde el grupo de ratones MIF+/+STZ desarrollaron niveles altos de glucosa
mientras que los niveles de glucosa de los MIF-/-STZ, estuvieron por debajo de estos. Los
niveles de glucosa de los grupos control fueron constantes a lo largo de las 12 semanas.
Esta grafica es el promedio de 3 experimentos con una n = 8. Prueba estadistica t de

student, p<0.05.

Sobrevida. Es evidente que a pesar de que ambos grupos experimentales se les indujo para
el mismo tipo de diabetes (DM-2), el grupo de los ratones experimentales MIF-/-STZ
fueron mas resistentes a la patologia, sobreviviendo el 62.5% mientras que los ratones
MIF+/+STZ fallecieron casi todos durante las primeras 2 semanas, siendo el 8.3% de la
poblacion total que logra sobrevivir hasta la semana nimero 9, y para la semana 10

finalmente fallecieron todos los integrantes del grupo antes mencionado (fig11).
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Figura 11. sobrevida de los ratones MIF+/+ y MIF-/- inducidos con STZ. Valores
porcentuales de sobreviva de los grupos experimentales MIF+/+ (0% sobrevivientes) y
MIF-/- (62.5% sobrevivientes). MIF-/- es menos susceptible a la patologia de la DM2. Lan

es de 13 por grupo vy se utilizo la prueba estadistica de log Rank.

Pruebas de tolerancia a la glucosa. En las pruebas de tolerancia a la glucosa se pudo
observar que el grupo que siempre obtuvo las mejores respuestas ante la prueba fueron los
ratones pertenecientes al grupo MIF-/-. Durante la 12 prueba de tolerancia las diferencias
entre los dos grupos experimentales no difiere mucho y por lo tanto sin nivel de
significancia.

En el lapso de la segunda semana ambos grupos responden igual al estimulo, pero
después de la 3? hora, el grupo de los ratones MIF+/+ empezd a elevar sus niveles de
glucosa drasticamente, comparados con los de los ratones MIF-/-.

Por dltimo en la prueba de tolerancia, ambos grupos ya presentaba diferencias
significativas en cuanto a los niveles de glucosa en sangre, con el transcurso de las horas,
se mostraron cambios leves en el grupo MIF-/-, mientras que en el grupo MIF+/+ mantuvo
una constante alza en los niveles de glucosa en sangre, manteniéndose en un rango de entre

600 ug/dl y los 650 pl/dl de glucosa en sangre.
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Figura 12. Tolerancia a la glucosa en los grupos control. Primera prueba de tolerancia a
la glucosa, pre-induccién con STZ, en esta prueba no se observan diferencias significativas
en ambos grupos MIF+/+y MIF-/-. n=8 t de student p<0.05.
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Figura 13. Tolerancia a la glucosa en los grupos inducidos con STZ. Realizada después
de la 1# semana pos-induccion donde ya se perciben las diferencias en los niveles de
glucosa de los grupos, siendo los de MIF+/+ mas altos que los de MIF-/-

Determinaciéon de TNF-o por ELISA. Los resultados para esta prueba muestran
significativamente la diferencia que tienen ambos grupos para los niveles de TNF-a en

suero sanguineo, donde los ratones MIF-/- tuvieron niveles reducidos de TNF-a, mientras



que los MIF+/+ lo presentan en grandes cantidades, ambos fueron comparados con los
niveles de TNF-a de un grupo MIF+/+ (sin STZ). n=8 t de student p<0.05.

x @ MIF+/+STZ
Bl MIF-/-STZ
i 3 MIF+/+Ctrl
> o MIF-/-Ctrl
3 4004 p—=F=-
u
e
= 2004
0

Figura 14. Niveles de TNF-a en suero. En la segunda semana, los niveles séricos de
TNF-a de los grupos MIF+/+ y MIF-/-, siendo estos Ultimos los que poseen TNF-o en
niveles reducidos en comparacion de los MIF+/+, estos valores son comparados con los de

un MIF+/+ control (s/STZ). n=8 t de student p<0.05.

Niveles de resistina. Los niveles de resistina en sangre de ambos grupos en el tiempo cero
se encuentran en un promedio de 6500 pg para ambos grupos, después de la 1* semana
presentaron un incremento repentino de los niveles de resistina también para ambos grupos
siendo los MIF-/- mas altos que MIF+/+ (aunque no fueron estadisticamente
significativos), pero después de la 22 semana los MIF-/- presentan una caida drastica en sus
niveles de resistina, para después de la 3% semana normalizar sus niveles, mientras que el

grupo de los MIF+/+ mantuvo sus niveles por encima de los parametros normales.
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Figura 15. Niveles de resistina en suero. Grafica de los niveles de Resisitna en ambos
grupos experimentales, siendo el grupo de los MIF+/+ constantemente més altos durante el
transcurso de la DM2. La linea punteada representa los valores normales de resistina de

ratones silvestres. n=3 t de student p<0.05.

Niveles de IL-1f. Los niveles de IL-1p se ven muy aumentados para el grupo de los
MIF+/+ inducidos con STZ después de la semana y media comparacion del grupo MIF+/+
control, los cuéles no son diabéticos, pero se ve una notable diferencia para estos dos
grupos comparados con los niveles de IL-1p para el grupo diabético MIF-/-, también

después de 2 semanas de haber sido inducido con STZ.
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Figura 16. Niveles de IL-1p en suero. Niveles de IL-1B de los grupos después de 2
semanas postinduccion con STZ. Los niveles de IL-1B se perciben en los tres grupos
aunque disminuidos en el grupo de MIF-/-, esto se debe a la ausencia de MIF como

promotor [61]. n=8 t de student p<0.05.



Cortes histologicos del pancreas. Con el fin de establecer si las diferencias en los niveles
de glucosa, y mayor mortalidad observados en los ratones MIF+/+ comparados con los
MIF-/- se pudiera deber a que hubiera mayor dafio en los islotes de las células B de
pancreas de los ratones MIF+/+ que de los MIF-/-. En la siguiente figura, podemos
observar un islote amplificado (40X) del pancreas de ratones MIF+/+ (a) y MIF-/- (b) y a
los 14 dias postinduccién con STZ MIF+/+ (c) y MIF-/-. No observamos diferencias entre
los dos grupos; no hubo dafio ni infiltracion celular en los ratones MIF+/+ que pudiera
explicar los mayores niveles de glucosa y mortalidad observados en este grupo. Esta

prueba de primera instancia verifica que las células p secretan insulina.

Figura 17. Cortes histoldgicos de pancreas (40x) de ratones MIF+/+y MIF-/- en el tiempo
cero antes de la induccion con STZ (A y B respectivamente) y una semana y media
después de la induccion con STZ (Cy D)



Niveles de insulina. En este modelo de DM2 se detectaron niveles de insulina en ambos
grupos experimentales, esto afirma que la patologia inducida con STZ es de una NIDDM.
Los niveles de insulina en ambos grupos se ve normal en el tiempo cero, pero al
cabo de la 3% semana, se eleva en ambos grupos, aunque en MIF+/+, se detecta una
hiperinsulinemia més alta que en el grupo de MIF-/-. Con una n de 1 para ambos casos.

10-
S —— MIF+/+STZ
=2 8- MIF-/-STZ
@)
& O
>
(7))
c
(]
g °
S e e
(72}
=
4 ) ) ) ) ) J

Semanas

Figura 18. Niveles de insulina en suero. Los ratones sobrevivientes al transcurso de 5
semanas, donde se puede apreciar que los niveles de insulina en suero son mas altos en el
grupo de los MIF+/+, mientras que en el grupo de los MIF-/- son altos pero se mantienen

un poco mas regulares que el de los grupos MIF+/+.



9.-DISCUSION

La estreptozotocina (STZ) ha sido usada comunmente para producir no solo
modelos de diabetes mellitus insulinodependiente, si no también modelos de diabetes
mellitus no insulinodependiente con hiperinsulinemia NIDDM. Se ha reportado que la STZ
es capaz de producir diferentes tipos de diabetes de leves a severas de acuerdo con la dosis
usada, cuando es administrada en los ratones [62].

En el presente estudio, para esclarecer un poco mas el modelo de la NIDDM, fue
inducida en los ratones de fondo genético BALB/c silvestres y deficientes para MIF de 8
semanas de edad en una Unica dosis después de un ayuno de 8 horas.

La razon del por qué la diabetes mellitus de progreso lento es generada con una
sola dosis subdiabetogenética de STZ en los ratones BALB/c no es clara [62].

Se presume que se genera una destruccion quimica parcial de las células B, que en
un principio origina hipoinsulinemia e hipoglucemia, y en consecuencia resistencia a la
insulina causada por un defecto en el transporte de la glucosa [10].

La captacidn de glucosa in vivo se altera en término de 24 h, a causa de un descenso
en la glucodlisis de todo el organismo; por consiguiente, la glucemia en los grupos
experimentales es alta, ademas es probable que las células B sobrevivientes traten de
compensar la falta de insulina con una sobre secrecion de esta [62], por lo cual también es
muy posible que esta compensacion no sea del todo con insulina, muy probablemente se
esté liberando mas proinsulina que insulina [10].

La administracion de una Unica dosis de STZ en nuestros grupos experimentales
MIF+/+ y MIF-/- causé glucemias altas en ambos grupos, pero fué menor en el grupo
MIF-/-.

Reportes recientes demuestran que MIF se encuentra de manera constitutiva en las
células B y que MIF actia como un regulador autdcrino de la secrecion de la insulina
[35,63]. Al parecer el gen de MIF es positivamente regulado de manera dependiente de
dosis-tiempo por la glucosa en las células B [64], adiposas y musculares [63]. Asi la
condicion de concentraciones altas de glucosa en sangre favorece al aumento de MIF
promoviendo asi también las elevaciones de TNF-a en la sangre.

Se ha demostrado resistencia a la insulina inducida por TNF-a en varios tipos
celulares [10,63]. Al parecer varian los mecanismos o los factores que median tales
acciones, y dependen no solo de la duracién y la intensidad de la exposicion a TNF-a, sino
también de los tipos celulares especificos [10], como por ejemplo en hepatocitos y
fibroblastos donde TNF-a tiene el efecto inmediato de inhibidor de las sefiales del receptor



de insulina [10] y/o por el microoambiente local de citocinas [39,65]. En hepatocitos y
adipocitos TNF-a parece estimular la fosforilacion de IRS-1 e IRS-2 [9,10], esto modifica
la capacidad de ambos IRS’s de interactuar con los receptores de la insulina [10]. También
algunos estudios indican que TNF-o permite bloquear ciertas fases distales de la accion de
la insulina [9,10,13], se ha demostrado que TNF-a desregula las concentraciones de
MRNA mensajero de GLUT-4 en adipocitos y miocitos [9,10,13].

En la obesidad, en la DM-2, el mRNA y la proteina de TNF-a son producidos
principalmente por tejido adiposo, y se ha demostrado que el TNF-a exdgeno suprime la
accion insulinica en los adipocitos; por todo lo expuesto es de suponer que dicha citosina
actla de manera directa en los adipositos por medio de un circuito autocrino [10,66]. En
los miocitos, TNF-a podria actuar de manera directa, a través de un mecanismo paracrino,
por que el tejido y las fibras musculares a menudo conllevan una cantidad significativa de
tejido adiposo. Sin embargo, otros posibles reguladores, pudieran ser algunos de los
productos avanzados de la glucosilacion que aumentan en la diabetes y son capaces de
inducir la accion de TNF-a en macrofagos [8,10,22,37,49].

La activacion de los macréfagos es un componente central del proceso inflamatorio
que resulta en la elaboracién de citocinas proinflamatorias y una induccién de la respuesta
de fase aguda [54,67]. La activacion de los macrofagos se ha visto repetidamente en
estudios a humanos y modelos animales con DM-2.

Esta activacion se debe a una desregulacién de la respuesta inmune, orientada hacia
un perfil proinflamatorio, con aumento de varias interleucinas y citocinas como IL-6, INF-
v, TNF-a e IL-1p [65].

Con respecto a IL-1PB, se ha evidenciado que su accion en el higado produce
dislipidemia con una elevacién de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y un
descenso en lipoproteinas de alta densidad (HLD), caracteristicas del sindrome metabélico
[68]. Asi mismo estas citocinas ejercen importantes efectos sobre el metabolismo de la
glucosa y la energia [65].

IL-1p tambieén tiene efectos reguladores sobre la secrecion de la insulina y
promueve la destruccion de las células g en la DM-1 [65].

Estos efectos en el cambio “microclimatico” mediado por las citocinas e
interleucinas, también promueve un cambio en las poblaciones celulares [65], ya que en la
DM-2 se promueve para una polarizacion de la respuesta inmune hacia una respuesta del
tipo TH-1, ya que existe la presencia elevada de citocinas TNF-a e IL-1p, ambas producto
de la estimulacion de MIF.



MIF influye en el aumento de los tipos celulares que intervienen en la respuesta
Th-1, por lo que se ve un incremento notorio en la poblacion de monocitos y neutrofilos,
estos estimulados por las citocinas ya mencionadas, ademas de que estos pueden
producirlas de manera constitutiva y abundante.

Por otro lado los niveles de resisitna en suero también fueron elevados de cierta
manera en ambos grupos, aungue en niveles no muy altos, pero como ya se habia
mencionado, la sobreexpresion de la resistina conlleva a la resistencia de la insulina 'y a la
desregulacién del metabolismo de la glucosa, lipidos y energia [69,70], pero es probable el
hecho que la resistina no sea el principal efector de la resistencia a la insulina, ya que
varios estudios proponen que la resistencia a la insulina es mas relacionado al desarrollo de
un problema del proceso inflamatorio y a la produccion de varios factores inflamatorios

tales como TNF-a, IL-6 e IL-1p, entre otros.

Siendo asi que, en este proyecto se encontré que MIF es una molécula que adquiere
un rol importante en la patologia de la DM-2, esto desencadenado por una dosis baja de
STZ que causa la muerte de algunas células B pancreéticas, generando una alteracion de
disminucion de la secrecion de la insulina provocando asi en las primeras horas después de
su administracion hipoglucemias pero donde los efectos de estas causas repercuten
posteriormente en la resistencia a la insulina y por lo tanto en graves hiperglucemias
[10]Jcomo las observadas en el proyecto.

Entretanto, esto despliega una serie de reacciones en las cuales MIF promueve una
cascada de reacciones inmunitarias en la cual se liberan otras moléculas para el desarrollo
de tales reacciones como son TNF-a e IL-1p [61], donde se ven incrementadas en el grupo
MIF+/+ y ademas el conjunto de estas reacciones también generan un cambio a nivel
celular, aumentando las poblaciones de monocitos y neutréfilos, también observados en el
grupo antes mencionado.

Por otro lado también se vio un incremento de la adipocina Ilamada resistina que
también tiene un efecto sobre la resistencia a la insulina, pero debido a que su
descubrimiento es reciente, no se sabe a ciencia cierta acerca de su interaccion con el
sistema inmune.

Todo en conjunto promueve que la patologia de la DM-2 sea severa y que sus
efectos negativos no s6lo sean encontrados a nivel molecular, ademas conllevan a que el
organismo padezca los desdrdenes a nivel sistémico generados durante la DM-2, como por
ejemplo dafios renales y hepatico, entre los mas importantes. Esto se ve reflejado en el



estado fisico de los animales con DM-2 inducida, donde los animales del grupo MIF+/+
no ganan peso y el conjunto de las deficiencias los lleva a la muerte, aunado a que las
hiperglucemias fueron severas tanto en las mediciones semanales como en las pruebas de
tolerancia a la glucosa.

El conjunto de factores antes mencionado, hacen suponer que la presencia de MIF
desencadena una liberacion de mas factores moleculares entre los cuales destaca también
TNF-a, pues este factor es bien sabido que bloquea la subunidad B del receptor de la
insulina el cual esta ligado al con el liquido intracelular y tener regiones cataliticas para su
autofosforilacion y la fosforilacion de diversas proteinas, entre ellas la insulina[9,10] e IL-
18 que también influye sobre la desregulacién de la insulina, promueve cambios
metabdlicos relacionados con el sindrome “X” y promueve la muerte de las células 3 en la
DM-1, por ultimo, estas citocinas ademas de la IL-6 polarizan la respuesta inmune hacua
una respuesta tipo Th-1, que crea un microambiente dénde los tipos celulares como
monocitos y neutrofilos aumenten en nimero dandose una retroalimentacion molecular.

Los niveles de citocinas tanto de TNF-a, IL-1p, resistina, monocitos y neutréfilos
se encontraron disminuidos ciertamente debido a la ausencia de MIF en estos, por lo que la
DM-2 en estos resultd mejor librada.

Los ratones MIF-/-STZ sobrevivieron al estudio debido a que no poseen MIF y por lo tanto
no hay produccion de TNFa, haciendo que cierta cantidad de insulina entre a las células

depositando ciertas cantidades de glucosa, evitando asi, la muerte de los ratones.



10.-CONCLUSIONES

e En este proyecto se logré un modelo de diabetes mellitus no insulinodependiente en
ratones de fondo genético BALB/c, del tipo silvestre y con delecion del gen que
codifica para MIF.

e La patologia de DM-2 inducida con STZ afectd de manera diferente los ratones
MIF+/+y MIF-/-, fue mas severa en el grupo de MIF+/+STZ que en los MIF-/-
STZ.

e Los niveles de hiperglucemia fueron mas severas en el grupo de los ratones
MIF+/+STZ que en los MIF-/-STZ.

e Los niveles de TNF-a fueron mayores en el grupo de los ratones MIF+/+STZ que
en los MIF-/-STZ.

e Los niveles de TNF-a e IL-1p en suero de los ratones MIF+/+STZ fueron
estadisticamente superiores que en los ratones MIF-/-STZ

e Los valores de resistina en los grupos tratados con STZ, fueron ligeramente elvados
en comparacion con los niveles normales, y fue ain mas elevada en el grupo de los
ratones MIF+/+STZ fue significativamente mayor durante la segunda semana
después de tratamiento comparado con el grupo de los ratones MIF-/-STZ..

e Los niveles de insulina en los ratones MIF+/+STZ fueron mas elevados durante la
2% semana post induccién con STZ..

e Los niveles de insulina en el grupo de los ratones MIF-/-STZ fueron mas estables y

cercanos al promedio en suero.

e MIF puede favorecer la respuesta inflamatoria (TNF-a, IL-1B) y facilitar la génesis
de DM-2.
e La ausencia del gen que codifica para MIF atendala patologia en la DM-2 cuando

es inducida en el modelo murino propuesto en este protocolo.
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11.- APENDICE 1

Buffer de solucion salina amortiguada con fosfatos (PBS) para 10 Ltsy pH 7.4

80 gr NaCl (J.T. Baker)
11.6 gr NapHPO4 (J.T. Baker)

2 gr KHoPOy (J.T.Baker)

2 gr KCI (ICN Biomedicals Inc.)

Buffer de lisis  (Laird W. P. et. al. 1991Simplified mammalian DNA isolation procedure,
Nucleic Acids Research Vol. 19 Num15, 4293).

200 mM NacCl (J.T. Baker)

5mM de Acido Etilenediaminatetraacetico (EDTA)  (J.T. Baker)

0.2% Dodecil sulfato de sodio (SDS) (J. T.Baker)

100 mM Tris HCI, pH 8.5 (ICN Biomedicals Inc.)

Se afora con agua destilada hasta 1Lt.

Soluciéon hemolizante

Trisbase 0.17 M (ICN Biomedicals Inc.)

NH4ClI 0.16 M (JT.Baker)
Se prepara para 300 ml.

Buffer TBE 10x

Tris base (890mM) (Sigma Chemicals)
Acido Bérico  (890mM) (J.T. Baker)
40 ml. de 0.5 M Acido Etilenediaminatetraacetico (EDTA) disodico (J.T.Baker)

Se ajusta todo a pH 8 y se afora a 500 ml. con agua destilada

Buffer de pegado (ELISA)

0.1 M de NAoHPO4  (J.T.Baker)
para 1 It con agua destilada.



Solucion de lavado (ELISA)

1000 mL de PBS mas 0.5% de Tween 20 (Promega co.)

Solucién de bloqueo (ELISA)
100 ml de PBS mas 1% de Albumina serica bovina (ICN Biochemicals)

Sustrato ABTS para revelado (ELISA)

Adicionar 150 mg de ABTS (ICN Biomedicals) en 500 ml de 0.1 M de acido citrico (tecsiquim) en
agua destilada y con NaOH (Monterrey) llevar a un pH de 4.35, posteriormente se hicieron
alicuotas de 11ml en tubos y se congelaron hasta su uso a -70°C.

SYBR Nucleic Acid Gel Satin

Para un dptimo resultado se recomienda utlizar a una solucion stock de 1:10,000
Si el SYBR Green es adicionado directamente al buffer, debe quedar a una concentracion final de
1:1,000.

Solucion Hematoxilina de Harris para tincién de cortes histolégicos

Hematoxilina de Harris
Hycel de México
Se utiliza directamente del frasco hasta que cubra las ldaminas donde se encuentran los cortes a tefiir

Eosina acidificada

Eosina amarillenta 20 g SIGMA
H20 destilada 500 ml
HCI 10 ml

Mezclar la eosina amarillenta en el agua destilada, agregar el &cido clorhidrico lentamente por las
paredes del recipiente y dejar que se asiente la mezcla durante toda la noche.

Lavar el precipitado mediante filtracion con papel filtro y agua destilada varias veces (5-8 veces).
Secar la pastilla que qued6 en el papel filtro en un horno a 60° C durante 24 horas.

Una vez seca la pastilla, colocarla en un mortero y macerar finamente la pastilla, una vez macerada,
agregar 1000 ml de alcohol al 96°.

Este proceso da cémo resultado una solucién stock

Cuando se utilice para tefiir por cada parte de eosina stock, agregar dos mas de alcohol y 10 ml de
acido acético glacial

Tincion de cortes histologicos con la técnica Hematoxilina de Harris-Eosina

Meter las laminas en canastilla por 30’ a 60° C, antes de tefiir para mejorar el pegado, dejar enfriar
Se colocard en la canastilla con la solucién y el tiempo indicado en la siguiente guia:

Xilol I 5’
Xilol 11 5’



Alcohol-Xilol* 3’

OH 100% 3
OH 90% 2’
OH 80% 2’
OH 70% 1
Agua corriente 3
Hematoxilina de Harris 5’
Agua corriente lavado
Alcohol acido lavado
Agua amoniacal lavado
Agua corriente r
Eosina alcohdlica 5
Agua corriente lavado
OH 70% r
OH 90% 1
OH 100% 2’
Alcohol-Xilol 3
Xilol I 5
Xilol 1 5

Montaje en resina (Entellan, resina sintética, balsamo de Canad4, etc)

- *Alcohol al 100% mismo volumen de Xilol puro

- No sacar las laminas del ultimo xilol, ir montando en resina una por una

- Tiempos minimos, si los colorantes tienen alrededor de un afio, aumentar los tiempos de
tincion

- El alcohol utilizado es etilico

- Montaje en Entellan (Baker) secado rapido (30° para ver en inmersion)
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