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. RESUMEN

El Factor inhibidor de la migracion de macréfagos (MIF) es una citocina pleiotropica
proinflamatoria producida por distintas células; recientemente se ha observado sobre-
expresada en el suero de pacientes con diabetes mellitus tipo 2 (D-2), lo cual sugiere que
podria participar de manera importante en el desarrollo de la enfermedad. En este estudio
tratamos de establecer el modelo experimental de esta enfermedad en ratones BALB/c y la
participacion de MIF en la D-2. Se utilizaron distintas dosis (160, 130, 90 y 55 mg/kg) de
estreptozotocina (STZ), en los cuales se determind la glucemia por un periodo de 21 dias,
cada siete dias, y una prueba de tolerancia a la glucosa. Los resultados demostraron que el
modelo es viable administrando una dosis de 130 mg/kg de STZ en ayuno de 5 horas, previo
a la inyeccién intraperitoneal. Los ratones inducidos con 130 mg/kg fueron evaluados
durante 12 semanas posteriores a la induccion, para determinar la participacién de MIF. Se
utilizaron ratones deficientes para el gen MIF (MIF-/-) y ratones silvestres (MIF+/+) ambos
con fondo genético BALB/c. Los ratones MIF +/+ desarrollaron la patologia de D-2 en mayor
grado que los ratones MIF-/-. Es decir, las caracteristicas de la enfermedad, tales como,
hiperglucemia en ayunas, fallo a la prueba de tolerancia a la glucosa a la semana 6 y 8,
polidipsia, poliuria y glucosuria, se acentuaron en el grupo MIF+/+ en comparacion con el
grupo MIF-/-. Ademas los ratones MIF+/+ mostraron un incremento en la produccion de
citocinas proinflamatorias; TNF-a, IL-1p e IL-6. Nuestros resultados sugieren que MIF tiene
una importante participacion en la génesis y el desarrollo de la D-2, es posible que dicha
participacion sea mediada por la funcion de MIF al promover la produccién de citocinas

proinflamatorias.



Il. ABREVIATURAS

o BALB/c: Nomenclatura para designar cepa de ratones con fondo genético Th2,
generados por endogamia.

e COX2: Ciclo oxigenasa 2

e CPR: Proteina C reactiva

o D-2: Diabetes tipo 2

e DNAasa: Enzima que degrada DNA.

o ERK/2: Cinasa activada por receptor extracelular 2
o GLUT: Transportador de glucosa

e ICAM-1: Molécula de adhesién intracelular tipo 1
e ICR: Cepa de ratones mas comunmente utilizados de los ratones generados

por cruzas, tienen excelentes caracteristicas reproductivas.

o |L-*: Interleucina

e IL-*R: Receptor de interleucina

e INF-y: Interferébn gamma

o JAB1: Proteina de activacion ligada al dominio 1

o MHCH-II: Compilejo principal de histocompatibilidad tipo dos
e MiIF: Factor Inhibidor de la migracion de macréfagos

e MPC-1: Proteina quimiotaxis monocito 1

e NF-kp: Factor nuclear kp
e NSB: Suero fetal bovino
o PGE 2: Prostaglandina E2
e RNAasa: Enzima que degrada RNA

e RNAmM: Mensajero de adenosin ribonucledtido

e SGLT: Transportador sodio-glucosa

o STZ Estreptozotocina.

e TGF-f: Factor de crecimiento transformante beta
e TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa

e VCAM-1: Molécula de adhesién vascular celular tipo 1



Ill. INTRODUCCION

Diabetes inducida por una sola dosis de STZ, alude a un modelo experimental de diabetes
tipo 2 (D-2) propuesto por Ito y col. (2001), donde utilizaron diferentes cepas de ratones, y
describe la patologia desarrollada en los ratones ICR. Ellos demostraron que una uUnica
dosis de STZ es capaz de generar diabetes no insulinodependiente caracterizada por un
dafio en la respuesta a insulina después de un estimulo con glucosa. Basados en este
modelo nosotros establecimos el modelo en ratones de fondo genético BALB/c, describimos
la patologia y determinamos las diferencias en el desarrollo de la enfermedad en presencia
0 ausencia del gen que codifica para MIF. Para lo cual, utilizamos ratones con fondo
genético BALB/c deficientes para el gen de MIF (MIF-/-) y ratones silvestres (MIF+/+).

En el presente reporte se define la respuesta del sistema inmune para situar a MIF en el
contexto, se describen sus caracteristicas y funciones. Se hace un breve acercamiento a la
epidemiologia de la diabetes y se describe la enfermedad junto con las caracteristicas de
cada tipo. Se establece la relacion que existe entre la diabetes mellitus tipo 2 con el sistema
inmune y MIF. Por ultimo se describe el modelo empleado para la induccion de la diabetes

mellitus tipo 2 y la participacion de MIF en el desarrollo de la D-2 en este modelo.

lll.1 Sistema inmune

Los vertebrados son los organismos que presentan el sistema inmune mas complejo, es el
encargado de la defensa del organismo contra agentes infecciosos. Una respuesta inmune
especifica, como la produccién de anticuerpos contra un patégeno en particular, se conoce
como respuesta inmune adaptativa porque esta ocurre durante el tiempo de vida de un
individuo como una adaptacién a la infecciébn con ese patdégeno. En muchos casos, una
respuesta inmune adaptativa confiere inmunidad a la reinfeccion con el mismo patégeno y
esta difiere de la respuesta inmune innata (Janeway, 2005).

El sistema inmune innato es la primera linea de defensa contra patégenos, ademas contra
dafios quimicos, fisicos y fisiologicos, varias reacciones se encargan de reparar el dafo o
aislarlo y mantener la homeostasis (Fernandez-Real, 2007). Sus principales componentes
son barreras fisicas y quimicas, como los epitelios y las sustancias antimicrobianas
sintetizadas en las superficies epiteliales; células fagociticas (neutréfilos, macréfagos,
células dendriticas) y linfocitos citoliticos naturales (NK); proteinas de la sangre, que
incluyen componentes del sistema del complemento y citocinas (Abas, 2005). La respuesta
inmune innata combate un amplio rango de patdgenos a los que se expone por primera vez.
Las acciones del sistema inmune innato son un prerrequisito para el desarrollo de la
inmunidad adaptativa y las células involucradas en la inmunidad innata también participan

en las respuestas inmunes adaptativas (Janeway, 2005).



lll.2 Factor inhibidor de la migraciéon de macréfagos

Es una citocina pleiotropica proinflamatoria producida por distintas células inmunes como
monocitos, macréfagos, células T activadas, células B, células dendriticas, neutrdfilos,
eosindfilos, mastocitos y basdfilos (Calandra, 2003; Cvetkovic, 2006). MIF también es
producido por células no inmunes tales como células troncales, células de la glandula
pituitaria anterior, monocitos cardiacos, células parenquimales del higado, el pulmoén,
cerebro, rifién, células B del pancreas y adipocitos (Cvetkovic, 2005 y 2006, Waeber, 1997;
Hirokawa, 1997; Sakue, 1999). Esta citocina tiene un amplio espectro de funciones entre las
que se encuentran: 1) mantener in situ a los macrofagos en el sitio de infeccién vy, directa o
indirectamente, promueve la produccién de un amplio panel de citocinas proinflamatorias
(IFN-y, TNF-a, IL-1B, IL-2, IL-6 e IL-8), otros mediadores de la inflamacion (COX2, PGE2) y
la produccion de 6xido nitrico (Calandra 2003). Asi mismo MIF promueve la expresiéon de
moléculas de adhesién celular como ICAM-1, VCAM-1, quimiocinas como MPC-1 que atraen
a los monocitos al area inflamada (Toso, 2008). Ademas de disminuir la apoptosis en
macrofagos y promover la proliferacién de linfocitos T (figura 1).

Los receptores reconocidos para MIF son las moléculas CD74 y JAB1, CD74 se encuentra
representado en la cadena invariante del MHC-Il y JAB1 es una proteina intracelular con
funcion de coactivador transcripcional. La interaccion de MIF con éstas moléculas conlleva
acciones intracelulares que incluyen la activacion de las vias de sefalizacion de NF-kB y
ERK/2 y la inhibicién de la expresion de p53 (Cvetkovic, 2006; Roger, 2005).
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Figura 1. Principales funciones de MIF. (Modificado de Toso, 2008).



Por otro lado, MIF se expresa en diversas patologias como: ateroesclerosis,
glomérulonefritis, esclerosis multiple, colitis cronica, endometriosis, artritis reumatoide y
pancreatitis (Leech, 1999; Rahman, 2007; Mikulowska, 1997; Morand, 2002; Cvetkovic,
2006). Recientemente se ha encontrado en el suero de pacientes con D-2 niveles
incrementados de esta citocina, lo que sugiere que MIF juega un papel significativo en esta
enfermedad (Herder, 2006).

lll.3 Diabetes

La Diabetes es uno de los padecimientos que tiene mayor incidencia y mortalidad tanto a
nivel mundial como en México (lIslas y Revilla, 2005). Es sin lugar a dudas un problema de
salud publica creciente, pues se espera que para el 2025 en México la incidencia de
diabetes sea del 12.3% (King, vy col., 1998). Actualmente el pais cuenta con mas de 106.7
millones de habitantes (INEGI, 2008), esto significa que para el 2025 habra mas de 12.8
millones de personas con diabetes (figura 1). Por tratarse de un padecimiento incurable, las
personas enfermas deben recibir atencion durante toda su vida, lo cual determina que los
costos asociados al tratamiento y sus complicaciones representen una grave carga tanto

para los pacientes como para los servicios de salud (Tapia, 2006).

1 ._.:‘J.:-
Frevalencia de Digbetes 2023 (King, 1998}
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Figura 1. Prevalecia mundial de Diabetes. Los paises con mayor numero de personas con diabetes

en el 2025 seran: India (rosa), China (verde), E.U.A. (anaranjado), Pakistan (morado), Indonesia

(rojo), La Federacion Rusa (amarillo), México (azul) y Brasil (gris).



La diabetes es una enfermedad sistémica crénico-degenerativa, caracterizada por el
aumento de los niveles de glucosa sanguinea (hiperglucemia), causada por un defecto
(completo o0 no) en la secrecidén o accion de la insulina. Los sintomas de la diabetes son:
poliuria, polidipsia, polifagia y pérdida de peso. Si la diabetes no se controla adecuadamente
surgen complicaciones cronicas mayores como son: enfermedades cardiovasculares,
retinopatias, nefropatias, ulceras de pies y varias neuropatias autonémicas y sensomotoras.
La diabetes es la causa mas importante de amputacion de miembros inferiores de origen no

traumatico y los problemas que de ello se derivan (Tapia 2006).

En breve, la principal fuente de energia de todas las células es la glucosa, ésta entra por
medio de proteinas que facilitan su entrada. Dichas proteinas se dividen en dos familias
SGLT y GLUT (SGLT-del inglés sodium/glucose transporter; GLUT-del inglés glucose-
Transporter), los SGLT son cotransportadores dependientes de sodio y se encuentran
principalmente en el rindn y el intestino. Existen trece transportadores GLUT que se
diferencian por su estructura, grado de afinidad a la glucosa y los érganos en los que se
expresan. GLUT-4 se expresa en tejidos adiposo y muscular, y es importante en la diabetes

porque su expresion esta regulada por la insulina (Zhao, 2007).

La insulina es una hormona sintetizada por las células 8 de los islotes del Langerhans que
se encuentran en el pancreas, formando la parte enddcrina de este. La insulina viaja a
través del torrente sanguineo para llegar a sus células blanco, tejido muscular y tejido
adiposo. Donde se une a su receptor, desencadenando una secuencia de fosforilaciones
sucesivas cuyo resultado final es la expresion de genes que codifican para la sintesis de
moléculas transportadoras de glucosa (GLUT-4) y enzimas que intervienen en la formacion

del glucégeno (Kahn and Flier, 2000). Cuando este mecanismo falla se origina la patologia.

Una de las caracteristicas fundamentales de la deficiencia de insulina (debido a la falta de
ésta o intolerancia en su accién) es la disminucion de la entrada de glucosa a los tejidos.
También aumenta la liberacion neta de glucosa del higado debida, en parte, al exceso de
glucagon. La hiperglucemia resultante ocasiona glucosuria y diuresis osmética
deshidratante. La deshidratacion ocasiona polidipsia. En presencia de deficiencia intracelular
de glucosa, se estimula el apetito, se forma glucosa a partir de proteina y los suministros
energéticos se mantienen por el catabolismo de proteinas y grasas. El resultado es la

pérdida de peso, deficiencia debilitante de proteinas e inanicion.



El catabolismo de los lipidos se intensifica y el sistema es sobrecargado con ftriglicéridos y
acidos grasos libres. La sintesis de grasa es inhibida y la sobrecarga de las vias metabdlicas
no puede manejar el exceso de acetil-CoA que es generada. En el higado, la acetil-CoA se
convierte en cuerpos cetonicos. Dos de éstos son acidos organicos (acido B-hidroxybutirico
y acetoacetato) y la acidosis metabdlica aparece conforme se acumulan las cetonas. Por
ultimo el paciente o animal acidético, hipovolémico, hipotenso y agotado cae en coma por
los efectos toxicos de la acidosis, la deshidratacién y la hiperosmolaridad en el sistema

nervioso y muere si no se inicia el tratamiento (Ganong, 2004).

lll.4 Tipos de Diabetes

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) distingue dos tipos principales de diabetes:
diabetes tipo1 o insulino-dependiente y diabetes tipo 2 no insulino-dependiente. En 1996 y
1997 el comité de la Asociacion Americana de Diabetes propuso abolir los términos
insulino-dependiente y no insulino-dependiente sustituyéndolos solo por tipo 1 y tipo 2
respectivamente (LeRoith y col., 2004). De acuerdo a la Asociacion Americana de Diabetes

los criterios que distinguen a ambos tipos de diabetes son los siguientes:

La diabetes tipo 1 (D-1) es causada por la destruccion de las células B del pancreas,
mediado por el sistema inmune que conlleva a una deficiencia parcial o absoluta en la
secrecién de insulina. Los agentes etiolégicos que causan el proceso autoinmune y la
destruccion de las células f aun no se han establecido, se caracteriza por hiperglucemia y
cetoacidosis. Representa entre el 5%-10% de los casos con diabetes a nivel mundial
(LeRoith y col., 2004).

La diabetes tipo 2 (D-2) es causada por una combinacion de factores genéticos y no
genéticos como edad avanzada, alta ingesta de calorias, sobrepeso, adiposidad central,
estilo de vida sedentario y bajo peso al nacer (LeRoith y col., 2004) que resultan en un
decremento en el transporte y metabolismo de la glucosa estimulado por insulina en
musculo esquelético y adipocitos ademas de dafio en la supresion de la produccion de
glucosa hepatica (Kahn, 2000). En contraste con la D-1, ésta no depende de insulina
exégena para la prevencion de la cetonuria y los pacientes no son propensos a sufrir
cetosis. Comprende aproximadamente entre el 90%-95% de los casos con diabetes
(LeRoith y col., 2004).

Las bases para el diagndstico de la D-2 son: tipicamente personas mayores de 40 afos de
edad, obesidad, poliuria, polidipsia, a menudo pocos sintomas o nulos, después de un

ayuno de toda la noche una glucemia de 126 mg/100 ml o mayor en mas de una ocasion;



en la prueba de tolerancia a la glucosa, después de la administracién de 75 g de glucosa,
oral, los valores de diagndstico son de 200 mg/100 ml o mas, 2 horas después de la
administracion de la glucosa, a menudo se acompafa de hipertension y dislipidemia (Tapia,
2006).

lll.5 Sistema inmune y diabetes tipo 2 (D-2)

La D-2 ha sido relacionada con una activaciéon general del sistema inmune innato, esta
enfermedad se asocia a un estado de bajo grado de inflamacion mediado por citocinas.
Muchas proteinas de la fase aguda son incrementadas en la D-2 y muestran un gradiente de
incremento con la aparicion de las caracteristicas del sindrome metabdélico (Fernandez-Real,
2007). La respuesta de fase aguda es aquella que se produce cuando una bacteria entra en
el organismo, esta involucra la sintesis de proteinas por el higado y su secrecion al plasma
sanguineo como respuesta a la estimulacion de citocinas como IL-1, IL-6 y TNF-a sobre los

hepatocitos.

Los macréfagos producen estas citocinas para promover la defensa al organismo por medio
de un aumento en la temperatura corporal (accion en el hipotalamo), promoviendo la
movilizacion de neutrofilos e incrementando la producciéon de proteinas de la fase aguda
como se menciono anteriormente. Estas proteinas son: manosa ligada a lectina, fibrégeno,
proteina de suero amieloide, proteina C reactiva, SP-A y SP-D, las cuales activan el

complemento y promueven la opzonizacion (Janeaway, 2005).

Mas de 20 estudios realizados por Schmidt y col. (1999) muestran que sujetos inicialmente
no diabéticos, con concentraciones circulantes de marcadores inflamatorios como proteina
C reactiva, acido sialico e IL-6 son predictores independientes para el futuro desarrollo de D-
2 (Fernandez-Real, 2007). Aunado a esto la obesidad esta fuertemente relacionada con la
propensién a desarrollar D-2. Se sabe que los depdsitos de grasa blanca no son masas
inertes, si no que realmente son tejidos que secretan varias sustancias (adipocinas), entre
las cuales se haya la leptina y la adiponectina que aumentan la sensibilidad a insulina, la

resistina y el TNF-a que promueven la resistencia a esta (Ganong, 2004).

Recientemente se ha asociado la obesidad con una respuesta inflamatoria crénica, donde
MIF es uno de los principales mediadores de citocinas como TNF-a, IL-13, IL-6, IL-8, IL-10,
TGF-B, que estan involucradas en la respuesta inflamoria. Se ha observado que adipocitos
de donadores obesos ex vivo, secretan altos niveles de MIF en comparacién con adipocitos

de donadores no obesos, al mantener la glucosuria normal de los pacientes obesos



decrecieron significativamente sus concentraciones de MIF en plasma. Sin embargo, la
relacion causal entre obesidad y la produccién de MIF aun no ha sido firmemente
establecida (Toso, 2008). Resultados de Herder y col (2006) indican que MIF esta asociado
con el dafo en la tolerancia a la glucosa y la D-2, mostrando que su concentracion en suero
es mucho mayor durante la patologia, incluso en comparacién con los marcadores

utilizados habitualmente para esta enfermedad, como son proteina C reactiva e IL-6.

11l.6 Modelo de diabetes experimental

Para la induccién de diabetes se utilizé6 una sola dosis de estreptozotocina (STZ; N-nitroso
derivado de glucosamina) (figura 5), toxina extraida de la bacteria Streptomyces
acromogenes. Es una toxina que actua directamente en las células p del pancreas en
concentracién alta, induce necrosis irreversible, razén por la cual ha sido utilizada para
generar D-1 en modelos animales administrada en multiples dosis de cantidades bajas.
Recientemente fue utilizada para desarrollar un nuevo modelo de diabetes no insulino
dependiente con una sola dosis subdiabetogénica (100 mg/kg) en ratones ICR (lto, 2001).

Nosotros retomamos el modelo utilizado ratones con distinto fondo genético, BALB/c.
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Figura 5. Estructura molecular de la estreptozotocina (Bolzan, 2002)



IV. JUSTIFICACION

Las enfermedades crénicas se han convertido en uno de los problemas de salud publica
mas importantes a nivel mundial y en México, debido a su alta prevalecia, los costos de su
tratamiento y de la prevencion de las complicaciones. Los cambios en el comportamiento
humano en cuanto a los habitos alimenticios y el estilo de vida en el ultimo siglo han

provocado un gran incremento de la incidencia mundial de diabetes, sobre todo la tipo 2.

El estudio experimental de esta patologia es dificil, pues la mayoria de los modelos en
animales se basan en la manipulacién genética, por lo tanto es necesario el
establecimiento de un modelo experimental de esta enfermedad que se acerque a la

patologia que ocurre en el humano.

Dado que el conocimiento acerca de la asociacion entre la D-2 y MIF aun es escaso, es
claro que se requiere profundizar en la investigacion para saber de qué manera esta

actuando MIF en la enfermedad.



V. HIPOTESIS

Dadas las observaciones previas, en donde se reconoce a MIF como una molécula
promotora de la produccion de citocinas proinflamatorias y la D-2 se ha asociado a un bajo
grado de inflamacion crénica. Ademas las evidencias de que MIF se sobreexpresa en el

suero de pacientes con D-2, nosotros proponemos que:

MIF participa en la génesis y patologia de la D-2 murina a través de la promocién de

citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL_6 e IL-1b) involucradas en la resistencia a la insulina



VI. OBJETIVO GENERAL

Contribuir al conocimiento de la participacion del Factor Inhibidor de la Migracion de

Macréfagos (MIF) en la Diabetes tipo 2, en un modelo murino.

V1.1 OBJETIVOS PARTICULARES

1.

Continuar desarrollando el modelo de D-2 de desarrollo progresivo en ratones con

fondo genético BALB/c estableciendo la dosis de STZ para esta cepa.

Identificar la existencia de hiperglucemia en los ratones MIF+/+ y MIF-/- con D-2.

Registrar las manifestaciones clinicas de la D-2 entre los ratones MIF-/- y MIF+/+

con D-2 (consumo de alimento, agua y produccién de orina).

Determinar los principales parametros de diagnéstico clinico en la D-2, en este

modelo experimental.

Determinar si existen diferencias funcionales entre los ratones MIF-/- y MIF+/+ con

D-2 en la prueba de tolerancia a la glucosa.

Determinar la expresion de insulina en los islotes pancreaticos por RT-PCR y en

suero por la técnica de ELISA.

Caracterizar la expresion de citocinas proinflamatorias en suero entre los ratones
MIF-/- y MIF+/+ con D-2.



VIl. MATERIALES Y METODOS
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Figura 2. Diagrama general de la metodologia. Establecimiento de la dosis de STZ (A).
Grupos experimentales para la evaluacion de la D-2 en los ratones MIF+/+ y MIF-/- (B).

VII.1 Determinacion del genotipo por PCR



VII.1.1 Extraccion de DNA

Para generar y evaluar el desarrollo de la D-2, se usaron ratones macho de 8 semanas de
edad con fondo genético BALB/c, modificados para que no cuenten con el gen que codifica
para MIF (MIF-/-) y como controles se usaron ratones silvestres del mismo fondo genético y
edad (MIF+/+). Los ratones MIF-/- fueron donados por el Dr. David de la Escuela de Salud
Publica de Harvard y han sido mantenidos en el bioterio de la FES-I por varias
generaciones. Se verifico el genotipo para determinar la pureza de la colonia, de la
siguiente manera:

Utilizando guantes, material nuevo y estéril libre de DNAsas-RNAsas, se obtuvo
aproximadamente 0.5 cm de la parte final de la cola de cada uno de los ratones
experimentales, la cola fue colocada en tubos Eppendorf (NEPTUNE) de 1.8 ml, marcados
previamente, para llevar a cabo la digestion del tejido agregando 500ul de buffer de lisis
(apéndice 1) y 20 ul de proteinasa K (IN VITROGEN 100 pg/ul), dejando incubar toda la
noche a 55°C.

Posteriormente se centrifugé a 11,000 rpm durante 10 min, se recuperd el sobrenadante con
micropipeta y se colocé en tubos Eppendorf con 500 ul de isopropanol frio, invirtiéndolos de
manera suave hasta hacer evidente la precipitacién del DNA. Se centrifugd nuevamente a
11000 rpm durante 5 segundos para precipitar el DNA, se decanté el sobrenadante para
proceder a lavar la pastilla de DNA con etanol frio al 75%, en el mismo tubo se resuspendio
la pastilla y fue centrifugando nuevamente a 11,000 rpm durante 5min el sobrenadante se
desecho, dejando evaporar el etanol del tubo a temperatura ambiente, minimo 1 hora.

Posteriormente la pastilla se resuspendié en 200 ul de H20 mili Q (todo marca SIGMA).

VII.1.2 Amplificacién del gen

Se utilizaron los desoxioligonucleotidos especificos referidos en el apéndice 2 para el
reconocimiento del gen MIF.En tubos nuevos libres de DNAsas-RNAsas de 0.2 ml, se llevo
a cabo la reaccion con un volumen final de 25 ul colocando los siguientes reactivos (Kit Red-

Taq DNA polimerase, SIGMA) en el siguiente orden:

Para MIF Para NEO
Buffer 10x 2.5l 2.5l
dNTP’s  10mM 0.5ul 0.5l
F 15pM 5.6l 5.6l
R 15pM 4.1l 4.1l
Red-Tag 2.5 U/ul 0.5l 0.5ul
H20 (Sigma) 10.8pl 10.8pl

Muestra de DNA 1l 1ul



Una vez listos los tubos con sus respectivos reactivos se colocan en el termociclador

(BIOER XP CYCLER) con la temperatura de alineacién correspondiente (apéndice 2).

VII.1.3 Electroforesis

Se utilizé un gel de agarosa (ICN BIOCHEMICALS) 1% en buffer TBE 1x (apéndice 1) sobre
una camara molde y un peine de 13 pozos, que se mantuvo a 4°C por 15 min para que
solidificara.

A cada uno de los tubos se les agreg6 5 ul de buffer de carga blue Juice con Sybr-Green (IN
VITROGEN) una vez mezclados se tomaron 8 ul de la muestra y se colocaron en el gel a
partir del segundo pozo, dejando el primero para colocar 3 ul de marcador de peso
molecular 100 pb (IN VITROGEN). Las muestras fueron colocadas en la camara hacia el
extremo positivo y se corrié a 90 volts, 200 mA durante 40 min. Se capturé la imagen con el

equipo fujifilm Fla 5000.

VII.2 Induccién de diabetes

La diabetes fue inducida en ratones macho BALB/c (MIF+/+ y MIF-/-) de 8 semanas de
edad en ayuno de 5 horas. Con el fin de establecer claramente la dosis adecuada de
estreptozotocina (STZ) para el modelo experimental, se hicieron varios grupos con distintas
dosis de STZ.Se administraron via intraperitoneal las siguientes dosis 55, 90, 130 y 160
mg/kg de STZ disuelta en buffer de citratos (0.05M) con pH de 4.5 recién preparado. Al
grupo control se le administré el equivalente en volumen de buffer de citratos (0.05M a pH
4.5). Una vez establecida la dosis se administr6 130 mg/kg, en dos experimentos
independientes denominados A y B. En estos se le midieron todas las variables establecidas

en el protocolo.

VII.3 Concentracién de glucosa en sangre
Cada semana, posterior a la induccion de la diabetes, se midi6 la glucosa sanguinea en
ayuno de 5 horas utilizando las tiras reactivas y sensor Accu-Chek. Se cortaron 0.2 cm de

cola y la gotita de sangre se coloco en la tira reactiva.

VIl.4 Sobrevida

La sobrevida de los ratones inyectados con 160 mg/kg de STZ MIF+/+ y MIF-/- se hizo
mediante monitoreo visual diario en el bioterio, durante 21 dias posteriores a la induccién.
En el caso de las otras dosis, los grupos sobrevivieron completamente las 12 semanas de la

fase experimental.



VII.5 Evaluacion clinica

Antes de administrar la dosis de estreptozotocina o acido citrico para el grupo control, se
pesé a los ratones. Se colocaron en cajas metabdlicas (3 ratones por caja), se peso la
cantidad de alimento colocado en la caja (70 g), asi como la cantidad de agua (100 ml) y
después de 24 horas se volvié a pesar para restar este valor y obtener el alimento y agua
consumidos después se sacd el promedio por ratéon. Se midié el volumen de orina

producida después de 24 horas.

VII.6 Parametros en orina

Se determinaron los principales parametros de diagndstico clinico en orina. Semanalmente
después de la induccion con STZ, se utilizé la prueba Combur 10 Test M que consiste en
una tira reactiva para determinar densidad, pH, leucocitos, nitrito, proteinas, glucosa,

cetonas, urobinégeno, bilirrubina, sangre y hemoglobina en la orina.

VII.7 Prueba de tolerancia a la glucosa

Se llevo a cabo a la a la semana ocho (experimento A) y a la semana seis (para el
experimento B) después de la induccion. En ayuno de 5 h se administré una carga de
glucosa via oral a cada uno de los ratones (1.5 g/kg) y se monitorearon los niveles de
glucosa 30 minutos antes, 30, 60 y 120 minutos, cortando 0.25 cm de la cola del raton al
inicio para obtener una gota de sangre y ponerla en la tira reactiva y sensor Accu-Chek.
Después de cada media hora no fue necesario hacer mas cortes pues la gotita de sangre se

obtuvo de la misma herida.

VII.8 Obtencién de islotes pancreaticos y aislamiento de RNAm

Se sacrifico a todos los ratones después de la semana 12 post-induccién. Se extrajo el
pancreas, se corté en pedazos pequenos y se procedio a la digestioén, se colocaron en 0.6
mg de colagenasa (WORTHINGTON), se coloco en bafio Maria a 37°C con agitacion rapida
por 15 min. El punto final de la digestion se determiné de manera visual, cuando no se
observaron grumos grandes, y la solucién tenia un color café y textura cremosa.

Se lavaron las células y se colocaron en un gradiente de Ficoll (SIGMA) al 27, 23, 20 y
11%, se centrifugd y se recogieron los islotes de la interfase de Ficoll entre 11% y 20%. Por
ultimo se pasaron los islotes al tubo Falcon (NEPTUNE) con solucién Hanks, se
centrifugaron, y se colocaron en una caja petri con medio de Hanks. Se recolectaron los
islotes bajo el microscopio de diseccion y se colocaron en 0.8ml de Trizol (IN VITROGEN)
para aislar el RNAm, con precipitacidon en isopropanol. La cantidad de RNA total se

cuantificod por espectrofotometria a 260nm.



VIL.9 Obtencién de suero para las pruebas de ELISA

Semanalmente posterior a la induccién con STZ se tomaron muestras de suero, después de
5 horas de ayuno se metio a los ratones a una caja de madera con un foco de 60 watts
(PHILIPS), visualmente se determind la dilatacion de la vena caudal y se sacaron de la caja,
para facilitar el sangrado. Con un bisturi se corté la vena mas sobresaliente y la sangre
(aprox. 500ul) fue colectada en tubos Eppendorf, se quité el coagulo y se centrifugo el
sobrenadante 2 veces a 3,500rpm durante 10min. Los sueros fueron congelados a -70°C

hasta su procesamiento por ELISA.

VII.9.1 Cuantificaciéon de TNF-a, IL-1b, IL-6 y resistina en suero por ELISA

Para todas las citocinas y resistina se utilizé el kit de Prepro Tech Mexico. Se sensibilizé la
placa con el anticuerpo de captura anti-IL-1B, IL-6, TNF-a y resistina, segun el caso a una
concentracién de 2ul/ml en solucién de pegado (apéndice 1). Se puso 50ul en cada pozo del
la placa para ELISA. Después se dejé incubar la placa toda la noche a 4°C y al dia
siguiente se lavé con PBS-Tween (apéndice 1). Se bloqued la placa con 200ul de buffer de
bloqueo por pozo, dejando incubar a temperatura ambiente de 1 hora. Nuevamente se lavo
la placa y se agreg6 100ul por poso de los estandares y las muestras de la placa, Se cubrié
la placa y se dejo incubar a 4°C toda la noche. Posteriormente se lavo la placa con PBS-
Tween y se anadio el anticuerpo biotinilado (dilucién de 1ul de anticuerpo con 1ml de buffer
de bloqueo). Se cubrid la placa y se dejo incubar 1 hora a temperatura ambiente, se lavo la
placa y se agregé la estreptavidina (dilucion 1:4000) afadiendo 100ul por poso. Se cubri6 la
placa y se dejo incubar 30min a temperatura ambiente. Se lavé por ultima vez y se afiadio
100ul del sustrato ABTS (apéndice 1). Se incubo de 5-30min, finalmente se ley6 la placa en

el lector de ELISA Thermo Labsystems, Multiskan Ascent a 405nm.

VI1.9.2 Cuantificacion de insulina en plasma por ELISA

Se utilizo y siguio el protocolo del Kit de insulina (LINCO RESEARCH). Se lavé cada uno de
los pozos de la placa 3 veces, con 300 ul de Wash Buffer. Se afiadié 10 ul de Assay Buffer a
los pozos NSB y se agreg6 10 ul de solucién Matriz a los pozos BSB.

La curva patron se hizo por duplicado con 10 ul de Rat Insulin Standards en orden de
concentraciones ascendentes para los pozos correspondientes. Se anadié 10 ul de muestra
en los pozos sobrantes. En todos los pozos se colocé 80 ul de anticuerpo de detencién. Se
dejo incubar la placa a temperatura ambiente por un lapso de 2 horas en un plato agitador a
400-500 rpm.



Después se lavaron los pozos con buffer de lavado y se agregdé 100 ul de enzima a cada
pozo. Se dejo incubar 30 min y se lavé nuevamente los pozos. Por ultimo se afiadié 100 pl
de solucion sustrato y al cabo de 15 min se agregd 100 ul de la solucion para parar la
reaccion. Se leyo la placa en el lector de ELISA Thermo Labsystems, Multiskan Ascent
utilizando un filtro de 450 nm y a los 5 minutos se leyé nuevamente a 590 nm. Las

diferencias se registraron en absorbancia.

VII.10 Ensayo de RT-PCR para RNAm de insulina

VII.10.1 Cuantificacion de RNAm.

Del RNAm obtenido de los islotes se sintetizo cDNA de cadena sencilla con 1mg de RNA
total, por medio de la reaccion de trascripcidon reversa. La expresion relativa de insulina se
evalud por la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), determinando la expresion del

RNA ribosomal 18S como gen de referencia endogena.

VII.10.2 PCR para insulina, GLUT-2 y RNAr 18S

Se utilizaron los desoxioligonucleotidos especificos referidos en el apéndice 2 para el
reconocimiento del cDNA para insulina, GLUT-2 y RNAr 18S. Se utilizaron tubos nuevos
libres de DNAsas-RNAsas de 0.2 ml, para llevar a cabo la reacciéon con un volumen final de

25 pl colocando los reactivos (Kit Red-Tag DNA polimerase, SIGMA) en el siguiente orden:

Para insulina Para GLUT-2  Para RNAr 18S

Buffer 10x 2.5ul 2.5ul 2.5pl

Mg (50mM) 1.25pl 1.25l 1.25ul
dNTP’s  10mM 1ul 1ul 1ul

F 15pM 0.25ul 0 .25pl 0.25ul

R 15pM 0.25ul 0.25ul 0.25ul
Red-Tag 2.5 U/ul . 0.25ul 0.25ul 0.25ul
DMCO 0.25ul 0.25ul 0.25ul
Muestra de cDNA 2.5l 2.5l 2.5l

Una vez listos los tubos con sus respectivos reactivos se colocan en el termociclador (Bioer

Xp cycler) con la temperatura de alineacion mencionada en el apéndice 2.

VII.10.3 Electroforesis
Se utilizé un gel de agarosa (ICN Biochemicals) al 1% en buffer TBE 1x (apéndice 1) sobre
una camara molde y un peine de 13 pozos, que se mantuvo a 4°C por 15 min para que

solidificara.



A cada uno de los tubos se agregaron 5 ul de buffer de carga blue Juice con Sybr-Green (IN
VITROGEN) una vez mezclados se tomaron 8 ul de la muestra y se colocaron en el gel a

partir del segundo pozo, dejando el primero para colocar 3 pl de marcador de peso
molecular 100 pb (IN VITROGEN).
Las muestras fueron colocadas en la camara hacia el extremo positivo y se corrié a 90 volts,

200 mA durante 40 min. Se capturé la imagen con el equipo fujifilm Fla 5000.



VIIl. RESULTADOS

VIl .1 Genotipo de los ratones, grupos experimentales

Con el objetivo de asegurarnos de que todos los ratones empleados en el experimento
cumplian con el genotipo establecido, éste fue determinado por PCR. La figura 4 muestra la
fotografia de un gel de agarosa representativo de los genes amplificados de los ratones
utilizados, al formar los grupos experimentales. Los ratones MIF+/+ (b y ¢) muestran la
expresion del gen que codifica para MIF con un peso molecular de 200 pb, en contraste con
los ratones KO o MIF-/- en los cuales se observa una banda amplificada a los 500 pb que
corresponden al gen de resistencia a neomicina (gen utilizado para delectar MIF en los

ratones KO).
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Figura 3. Genotipo. a) marcador de peso molecular, b) y c) ratones WT (MIF+/+), d), f) y g) ratones

OK (MIF-/-) con la amplificacion del gene para Noemicina, e) control negativo.

VIIl.2 Estandarizacion de la dosis de STZ (curva dosis-respuesta)

Una vez habiendo asegurado el genotipo de los ratones se procedié a establecer la dosis
adecuada de STZ, para lo cual se formaron cuatro grupos experimentales; MIF+/+ y MIF-/-
con 55 mg/kg, 90 mg/kg, 130 mg/kg y 160 mg/kg (como se muestra en la figura 2). De los
cuales se monitoreo la glucemia con 5 horas previas de ayuno, cada siete dias, durante un
periodo de veintitn dias post-induccién (figura 4).

El valor normal de glucemia en los ratones controles tanto MIF+/+ como MIF-/- se mantuvo
entre 90 y 110 mg/dl. El Unico grupo que no mostré diferencias estadisticamente
significativas en relacion a los grupos control durante todo el experimento, fue el inducido
con 55 mg/kg. Por lo que se descarto esta dosis para la induccién de D-2. Los grupos de

130 y 160 mg/kg muestran diferencias estadisticamente significativas desde los siete dias



post induccién (p< 0.061 y 0.0001 respectivamente). A los catorce dias post-induccion los

tres grupos (90, 130 y 160 mg/kg) mostraron diferencias en comparacion con el grupo
control (p< 0.0094, 0.0019 y 0.0343). Lo que sefnala una falta en la respuesta de insulina,
debida a la incapacidad de los tejidos para disminuir la concentracion de glucosa circulante
en sangre.

Este hecho sefala que las dosis de 90, 130 y 160 mg/kg STZ pueden general hipoglucemia
en menos de 14 dias post induccién. Sin embargo, en el grupo inducido con 160 mg/kg STZ
los valores de glucosa en sangre aumentan a mas de 450 mg/dl en promedio a los siete dias
después de la induccién y los ratones mueren antes que en los otros grupos, los MIF+/+ 160

mg/kg sucumben por completo a los 15 dias mientras que el 90% de los MIF-/- 160 mg/kg
continuan vivos (figura 5).
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Figura 4. Curva dosis-respuesta. Se observan los niveles de glucosa sanguinea, después de cinco

horas de ayuno, por un periodo de 21 dias pos-induccion con STZ. ( * Estadisticamente significativo
en comparacion con el control).
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Figura 5. Sobrevida. El grupo inducido con 160 mg/kg STZ, sucumbe a la enfermedad mucho antes
que los grupos con dosis mas bajas. Existe una marcada diferencia entre los ratones KO y WT, el
100% de los MIF+/+ mueren, mientras los MIF-/- mantuvieron un porcentaje de 90% de sobrevida a

los 15 dias.

VII.3 Tolerancia a la glucosa (grupos 90 y 130 mg/kg STZ)

Por lo anterior elegimos al grupo de 90 y de 130 mg/kg para evaluar la respuesta funcional
de la insulina para disminuir los niveles de glucosa sanguinea. Después de una dosis via
oral de 1.5 mg/kg, a la semana post-induccién, con cinco horas previas de ayuno se
monitoreo los niveles de glucosa en sangre durante dos horas después de la administraciéon
de la glucosa. En la figura 6 se puede observar el grupo control (A) de ratones MIF-/- y
MIF+/+ que responden adecuadamente al estimulo con glucosa oral, esto es, durante los
primeros treinta minutos después del estimulo con glucosa los niveles de glucosa en sangre
aumentan y conforme transcurre el tiempo estos van disminuyendo desde una hora después
de la administracion, debido a que la insulina se une a su receptor y permite la entrada de
glucosa a las células. El grupo de 90 mg/kg presento valores de glucemia mayores que los
controles. Pero aun asi los ratones tanto MIF+/+ 90mg/kg como MIF-/-90mg/kg fueron
capaces de responder normalmente a la prueba disminuyendo su glucemia a partir de los
60 minutos (figura 6B). Por el contrario los ratones con 130 mg/kg STZ no fueron capaces
de controlar dichos valores (figura 6C), posiblemente esto mediado por una resistencia a la

insulina.
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Figura 7. Tolerancia a la glucosa. A) Grupo control, B) Grupo de 90 mg/kg de STZ muestra una

curva de comportamiento normal y C) Grupo de 130 mg/kg STZ no disminuyen los niveles de glucosa
en sangre.

Estos resultados nos permitieron seleccionar la dosis de 130 mg/kg para la induccion de D-
2. Se manejaron dos grupos experimentales (A y B) de 130 mg/kg STZ en los cuales se
monitored la glucosa sanguinea, peso, evaluacion clinica y la prueba de tolerancia a la
glucosa. Como se observo un comportamiento similar entre los grupos se juntaron las
muestras de suero para medir citocinas, resistina e insulina. También se juntaron los datos
de ambos experimentos en lo referente a de la extracciéon de islotes, la cuantificacion de

RNAm para insulina y GLUT-2 para poder distinguir claramente las diferencias entre grupos.



VIIl.4 Glucosa en sangre del grupo 130 mg/kg STZ

La glucemia se monitored durante doce semanas, tiempo de duracidon del experimento. A
continuacion se muestran los resultados de dos experimentos denominados A y B. La
glucemia (figura 7) se incrementd desde la primera semana post-induccion en ambos
experimentos, sin embargo los valores de los ratones MIF+/+ 130 mg/kg y MIF-/- 130 mg/kg
tienen un comportamiento muy similar hasta la semana 6. En el experimento A, a la séptima
semana los valores de glucosa en sangre del grupo MIF-/- 130m/kg STZ comenzaron a
separase del grupo MIF+/+ 130mg/kg STZ acercandose a los controles. En el experimento B
la concentracion de glucosa en sangre muestra valores similares en ambos grupos,
posiblemente no se observa la diferencia por el rango de desviacion estandar (MIF+/+ y
MIF-/- 130mg/kg STZ).
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Figura 8. Concentracion de glucosa en sangre. Graficas de dos experimentos independientes

A) experimento 1y B) experimento 2 (* estadisticamente significativo en comparacién con el control)

VIII.5 Peso del grupo con 130 mg/kg STZ
El peso se mantiene constante en los ratones inducidos con STZ (figura 9). Los controles

MIF+/+ comenzaron a ganar peso (figura 9A) a partir de la semana cinco post-induccién, en



el experimento B se observa que los ratones MIF-/- 130 mg/kg STZ siempre se mantuvieron
por abajo del peso en comparacion con los otros grupos, sin embargo conservaron su peso

a lo largo del experimento.
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Figura 9. Determinacion de peso/ratén. Graficos representativos de dos experimentos

independientes.

VIII.6 Evaluacién clinica del grupo 130 mg/kg STZ

La evaluacion clinica como se indico en la parte de material y métodos se determiné con el
uso de cajas metabdlicas (figura 10) que nos permitieron medir consumo de alimento,
consumo de agua y volumen de orina producido. Cada semana se colocé a tres ratones de
cada grupo dentro de la caja, se pesé 70 g de alimento y se coloco en el contenedor (figura
8-2). El bebedero se llendé con 100 ml de agua. Después de 24 horas se calcularon los
gramos de alimento consumido por ratén y el consumo de agua. El volumen de orina
producida a las 24 horas se recolecté en el contenedor (figura 8-4) y se calculé el promedio
por ratén. Con tiras reactivas Test-10 se determiné la densidad, el pH, leucocitos, nitritos,
proteinas, glucosa, cetonas, urobindégeno, bilirrubina y hemoglobina.

MIF+/+ control MIF- / -control

MIF+/+ 130mg/kg MIF-/-130mg/kg




Figura 10. Cajas Metabdlicas. Experimento A, semana seis post-induccion. 1) Caja donde se coloca

a los ratones (n=3), 2) contenedor de alimento, 3) bebedero y 4) recolector de orina.

El consumo normal de alimento de un raton es de 6-8 gramos de alimento cada 24. A lo
largo de las doce semanas no se observaron diferencias entre el alimento consumido por los
grupos experimentales (130 mg/kg STZ) y los grupos control en el experimento A, (figura 11
A). En el experimento B los grupos experimentales (130 mg/kg STZ) mostraron un ligero
incremento en el consumo de alimento a partir de la semana siete, donde la tendencia a la
polifagia se observa mas en el grupo MIF+/+ 130 mg/kg STZ en comparacion con el grupo
MIF-/- 130 mg/kg STZ (figura 9B).
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Figura 11. Alimento consumido por ratones tratados con 130 mg/kg STZ y no tratados. Cinética de

consumo de alimento de dos experimentos independientes A y B.

Después de la semana seis post-induccion con STZ, se observdé un incremento en el
consumo de agua en el grupo MIF+/+ 130 mg/kg STZ, lo que determina la polidipsia en
contraste con el consumo normal de agua del grupo MIF-/- 130mg/kg STZ (figura 12A). El
grupo MIF-/- 130mg/kg STZ del experimento B consumié mas agua que los controles pero
en menor cantidad que el grupo MIF-/- 130mg/kg STZ.
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Figura 12. Consumo de agua. Cinética de consumo de agua por ratones tratados con 130 mg/kg

STZ y no tratados (controles) de dos experimentos independientes.
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Figura 13. Volumen de orina de los grupos inducidos con 130 mg/kg STZ y controles. Graficos

representativos de dos experimentos A y B.

En lo que refiere al volumen de orina (figura 13) excretado por individuo en un periodo de
24 h, pudimos observar que ambos experimentos muestran que el grupo MIF+/+ 130mg/kg
STZ produce un mayor volumen de orina. En el experimento A, el grupo MIF-/- 130 mg/kg
STZ volvié a producir una cantidad de orina normal a partir de la semana seis post-induccion

y se mantuvo hasta finalizar el experimento.

Igualmente en el experimento B los valores de MIF-/- 130 mg/kg STZ disminuyeron pero de
manera gradual, acercandose al valor de los controles en la semana doce.

Los parametros medidos en la orina de los ratones MIF+/+ y MIF-/- sin tratamiento (tabla 1)
como son densidad, pH, leucocitos, nitritos, proteinas, glucosa, cetonas, urobinogeno,
bilirrubina, sangre y hemoglobina no mostraron cambios durante las doce semanas de

duracién del experimento.



Parametro MIF+/+  MIF -/-

Densidad 1.020 1.020
pH 6 6
Leucocitos Negativo Negativo
Nitritos Negativo Negativo
Proteinas Negativo Negativo
Glucosa Normal  Normal
Cetonas Negativo Negativo
Urobilindgeno Normal Normal
Bilirrubina Negativo Negativo
Sangre Negativo Negativo

Hemoglobina  Negativo Negativo
Tabla 1. Examen general de orina utilizando el kit Combur 10 Test M. Parametros medidos en la

orina producida 24 horas después de la evaluacion en la caja metabdlica. Grupos controles.

En los grupos con tratamiento también se midieron todos los pardmetros anteriores; sin
embargo, en las tablas 2 y 3 se muestran unicamente los que presentaron cambios a lo
largo del experimento, como son densidad, pH, proteinas y glucosa.

Se observé que los ratones MIF+/+ tratados con 130 mg/Kg de STZ presentaron mayores
concentracion de glucosa en orina manteniéndose en 1000 mg/dl las primeras cuatro
semanas sin alterar el pH de la orina, a la semana cinco post-induccién hubo una
disminucion en la concentracion de glucosa, pero se encontrd la presencia de proteinas. El
grupo MIF-/- 130 mg/kg STZ de manera general tuvo una menor cantidad de glucosa en la
orina y la presencia de proteinas se encontré una semana después que en los MIF+/+ 130
mg/kg STZ.

1.020/1.020 6/6 -/- 1000/ 100
1.020/1.20 6/5 -/- 1000/ 1000
1.020/1.015 6/5 -/- 1000/ 1000
1.020/1.010 6/7 -/- 1000 / 300
1.010/1.015 7/6 +/- 300 /300
1.010/1.015 77 +/+ 300/100
1.015/1.015 77 +/+ 100/ 50
1.010/1.010 77 -/- 300/100
1.005/1.025 6/6 -/- 1000/ 100
1.015/1.005 5/8 +/+ 100/ 50
1.015/1.015  5.6/7 -/- 1000/ 300

1.015/1.015 57 +/- 1000 / 300




Tabla 2. Examen general de orina utilizando el kit Combur 10 Test M. Parametros medidos en la
orina producida 24 horas después de la evaluacion en la caja metabdlica, experimentos A y B. Grupo

MIF+/+ 130 mg/kg STZ/ Grupo MIF-/- 130 mg/kg STZ.

VIII.7 Tolerancia a la glucosa del grupo 130 mg/kg STZ

Se realizé la prueba de tolerancia a la glucosa (figura 14), se monitore6 glucemia en suero
a los 0, 30, 60, 90 y 120 minutos después de la administracién de glucosa via oral. En el
experimento A la prueba se realizo a la octava semana post-induccién y en el experimento B
a la sexta semana, en ambos casos los grupos experimentales no disminuyo la glucemia

aun 120 minutos después del estimulo.
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Figura 14. Prueba de tolerancia a la glucosa, en ratones inducidos con 130 mg/kg STZ y no
tratados. A) Experimento A; donde la prueba se evalu6 a la semana 8 pos induccion. B) Experimento

B; evaluada a semana 6 post induccion.

VIII.8 Obtencién de islotes y RNAmM para GLUT-2 e insulina.

Al cabo de las doce semanas del experimento se sacrificaron a todos los animales y se
extrajeron los islotes de Langerhans, como se mencioné en la metodologia por medio de un
gradiente de Ficoll. El la figura 15 se muestra el gel de agarosa donde se observa la
expresion de RNAm para insulina y GLUT-2, asi como del RNA ribosomal 18S, éste ultimo
se utiliz6 como factor de comparacion. No se observd diferencia significativa entre los
ratones tratados con STZ y los no tratados en la expresion de RNAm para insulina y

tampoco para GLUT-2 en las células B.
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Figura 15. RNAm para insulina. De los islotes a la semana 12 pos-induccion se determino la
expresion de insulina, GLUT-2 y rRNA 18S como referencia, electroforesis del gel amplificado por
PCR (A). B) Densitometria del gel para insulina y C) densitometria del gel para GLUT-2.

VIIL.9 Determinacién de citocinas, insulina y resistina en suero del grupo 130 mg/kg
STZ

Cada dos semanas se obtuvo suero para monitorear los niveles de citocinas. Se unieron los
sueros del experimento A y el experimento B para hacer una sola determinacién de TNF-q,

IL-6, IL1B, insulina y resistina.

La figura 16 muestra las concentraciones obtenidas en suero de TNF-a, donde se puede
observar un incremento estadisticamente significativo (p<.0078) a las cuatro semanas post-
induccién del grupo MIF+/+ 130 mg/kg STZ en comparaciéon con el grupo control MIF+/+ y
con una p<.0154 en comparacion con el grupo MIF-/- 130 mg/kg STZ, el TNF-a disminuye a
la semana seis post-induccion pero se mantuvo muy por encima de los valores de los
controles vy del grupo MIF-/- 130 mg/kg STZ.
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Figura 16. TNF-a. Como puede observarse solo en el grupo MIF+/+ 130 mg/kg STZ tiene valores

incrementados de esta citocina, mientras que los ratones MIF-/- 130 mg/kg presentaron valores

normales en comparacion con el grupo control.

En contraste, no se observaron diferencias entre los grupos tratados con 130 mg/kg STZ y
los controles en la produccién de IL-1f3 (figura 15), pero hay tendencia a una aumentada

produccién hacia las ultimas semanas por parte del grupo MIF +/+ 130 mg/kg STZ.
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Figura 17. IL-1B el grupo MIF+/+ 130 mg/kg STZ muestra niveles incrementados de esta citocina.

El comportamiento de la secrecion de IL-6 (figura 18) si mostré6 un incremento en la
produccion de esta citocina por parte del grupo MIF+/+ 130 mg/kg STZ, a partir de la
semana cuatro post-induccién y se mantuvo hasta la semana diez. El grupo MIF-/- 130

mg/kg STZ presentd valores muy semejantes al grupo control.
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Figura 18. IL-6; el grupo MIF+/+ 130 mg/kg STZ muestra niveles elevados de esta citocina, mientras

que en el grupo MIF-/- 130 mg/kg STZ fueron normales.

Los valores de insulina en suero (figura 19) no mostraron diferencias entre los grupos
tratados con 130 mg/kg de STZ y no tratados, hasta la semana seis donde el grupo MIF+/+
130 mg/kg STZ produjo una menor cantidad de esta que su grupo control (p< 0.007) que
luego se normaliza. A la semana doce el grupo MIF-/- 130mg/kg presentaron valores mas
altos de insulina que su grupo control (p< 0.04).

Moléculas secretadas por adipocitos influencian la condicién de insulina resistencia, algunas
de ellas son TNF-a, resistina, IL-6, acidos grasos libres, entre otras. Es por ello que en este
estudio se consider6 medir los niveles de resistina en suero, ademas de las citocinas
mencionadas antes (TNF-a e IL-6). La concentracion de resistina en suero (figura 20) no se
ve modificada entre tratamientos hasta la semana doce post-induccién donde el grupo
MIF+/+ 130 mg/kg STZ presentd una mayor concentracién en comparaciéon con el grupo
MIF-/- 130 mg/kg STZ (p< 0.03).
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Figura 19. Insulina en suero. Sueros de dos experimentos (A y B). Los niveles de insulina circulante
a lo largo del experimento no disminuyen, unicamente los MIF+/+ muestran una menor produccion a
la semana seis post-induccién en comparacién con su grupo experimental no inducido (p< 0.0075), y

los MIF-/- incrementan su produccion a la semana diez en comparacion con los MIF+/+ 130 mg/kg
STZ (p<0.0414).
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Figura 20. Resisitina en suero. A la semana doce los MIF+/+ 130 mg/kg STZ muestran un

incremento de resistina en comparacion con el grupo MIF-/- 130 mg/kg STZ (* p< 0.033)



IX.ANALISIS Y DISCUSION

Previamente se ha reportado que la estreptozotocina (STZ) es capaz de producir varios
tipos de diabetes, de acuerdo a la dosis usada, en ratas adultas tratadas con una unica
dosis intraperitoneal o intravenosa de STZ (Junod, 1969).Y aunque hasta ahora no se ha
determinado con claridad el mecanismo por el cual la STZ provoca necrosis especifica en
las células B del pancreas (en el caso de la diabetes tipo 1) y tampoco como provoca la
patologia de la D-2 sin destruir las células B. Se ha sugerido que el mecanismo de
especificidad de la accion de la STZ en la célula beta es porque la STZ inhibe a la enzima
O-GIcNAc-selectiva N-acetil-B-D-glucosaminidasa (O-GIcNAcasa) que se encuentra en
mayor concentracion en estas células en comparacion con las células de otros tejidos
(Konrad, 2001).

Desde hace varios afios se sabe que la glucosa actua en forma directa sobre las células
pancreaticas para aumentar la secrecion de insulina. La respuesta a la glucosa es bifasica:
existe un aumento rapido y corto en la secrecion, seguido de un aumento prolongado de
desarrollo mas lento. La exposicion a mayores cantidades de insulina disminuye la
concentracion de receptores y la exposicion a concentraciones bajas de insulina aumenta el
numero de receptores (Ganong, 2004). Asi se ha sugerido que tal vez el mecanismo
involucrado en la generacion de D-2 por STZ podria explicarse por la siguiente secuencia
de eventos: al administrar una dosis alta en ayuno, la respuesta por parte de la célula § es
de dos tipos, una minima parte de la poblacion de esta células muere y la otra es
estimulada por la alta dosis de STZ que es reconocida como glucosa por el GLUT-2
(Schnedl, 1994) y a su vez para compensar la pérdida de las otras células. Las células
que no mueren comienzan a producir grandes cantidades de insulina, lo que disminuye la
concentracion de receptores, ocasionando una resistencia en la acciéon de la insulina.
Basados en este principio Ito y colaboradores en el 2001 desarrollaron un modelo de
diabetes mellitus 2 (D-2) no insulino dependiente en ratones ICR inyectando via

intraperitoneal 100 mg/kg de STZ.

En éste trabajo de tesis nosotros desarrollamos el mismo modelo de D-2 pero en ratones
con fondo genético BALB/c. Establecimos que para la cepa BALB/c la dosis a utilizar para
generar la D-2 de 130 mg/kg STZ, dosis un poco mayor que la utilizada por Ito y col. (2001),
posiblemente debido a la variacion del fondo genético entre los ratones utilizados por ellos y
nosotros. El balance entre respuestas tipo Th1 y Th2 es de critica importancia para la
ocurrencia de muchas enfermedades, son esenciales en la inmunidad innata debido a que

las células de los ratones ICR producen, de manera preferente citocinas de la respuesta Th1



como TNF-a, y los ratones BALB/c producen preferencialmente citocinas antiinflamatorias

como IL-4 caracteristica de la respuesta tipo Th2 (Watanabe, 2004).

Este modelo de diabetes en ratones BALB/c, como se mostré en los resultados, cumple con
las caracteristicas principales para el diagndstico de la D-2, como son hiperglucemia en
ayunas ( MIF+/+ figura 8), fallo en la tolerancia a la glucosa (MIF+/+ figura 14), polidipsia
(MIF+/+ figura 12), poliuria (MIF+/+ figura 13), ademas de presentar niveles de insulina
normales en suero (MIF+/+ figura 19) y sin cambios a nivel de RNAm en la célula B (MIF+/+
figura 15).

Una vez desarrollado el modelo de D-2 en los ratones BALB/c, y basados en datos clinicos
que muestran una co-relacién directa entre MIF y D-2 como son los niveles incrementados
de MIF en suero de pacientes con D-2, incluso mas que otras proteinas utilizadas para su
diagnoéstico como proteina C reactiva e IL-6 (Toso, 2008,Leal, 2009). Se procedié a evaluar
el desarrollo de la D-2 en presencia (MIF+/+) o ausencia (MIF-/-) del gen que codifica para
MIF en el modelo murino desarrollado, con la finalidad de contribuir al conocimiento acerca

de la asociacion entre la D-2 y MIF.

Utilizando ratones machos de 8 semanas de edad MIF+/+ y MIF-/- probamos distintas dosis
de STZ; 55, 90, 130 y 160 mg/kg STZ, todas administradas via intraperitoneal y con ayuno
previo de cinco horas. Destacamos la importancia del ayuno, puesto que los ratones que
fueron inyectados con STZ (no importando la dosis) sin ayuno, no presentaron ningun
sintoma a lo largo del experimento. En los ratones inducidos con 55 mg/kg STZ no se
presentaron altas concentraciones de glucosa en sangre como se puede observar en la

figura 3, por lo que fue descartada esta dosis.

En los ratones inducidos con las dosis de 90, 130 y 160 mg/kg STZ si hubo un incremento
en la concentracion del glucosa en sangre, sin embargo ocurrio lo siguiente: la dosis de 160
mg/kg STZ provocd una exacerbada hiperglucemia y causo la muerte de los animales pero
cabe destacar que los ratones MIF+/+ 160 mg/kg STZ presentaron un valor promedio de
glucosa en sangre de 600 mg/dl mientras que los MIF-/- 160 mg/kg STZ de 450 mg/dl y los
MIF+/+ 160 mg/kg STZ sucumbieron a la enfermedad cuando aun permanecian vivos el
90% de los MIF-/- 160mg/kg STZ (fig. 4). Hecho que sugiere una participacion importante de
MIF en la patologia de la D-2, pues los ratones MIF-/- la ausencia de ésta molécula les
permitié vivir por mas tiempo y en mayor numero, aln con concentraciones exacerbadas de
glucosa en sangre. Las dosis de 90 y 130 mg/kg de STZ provoco incrementos de glucosa
en sangre de manera progresiva, siendo la dosis de 130 mg/kg de STZ la que se asemeja

mas a los niveles de glucosa en la patologia diabética en humanos esto basados en las



pruebas de tolerancia a la glucosa realizados en los grupos de 90 y 130 mg/kg STZ, pero los
ratones inducidos con 90 mg/kg STZ respondieron igual que los controles no inducidos, al

estimulo de glucosa oral (figura 5).

Una vez establecida la dosis de 130 mg/kg STZ, para tener el modelo viable, se procedio a
desarrollar dos experimentos independientes referidos en el texto como experimento A y
experimento B. El monitoreo de la glucemia en el experimento A mostré un comportamiento
similar entre ratones MIF +/+ 130 mg/kg y MIF-/- 130 mg/kg hasta la semana seis, luego de
la cual se separan y los ratones MIF +/ + 130 mg/kg contindan manteniendo valores mas
elevados en comparacion con los MIF-/- 130 mg/kg. En el experimento B también
comenzaba a separarse los valores a la semana seis, pero se sacrificé a la mitad de cada
grupo para la extraccion de islotes, lo que probablemente sesgé los resultados al grado en
que no se observan diferencias entre grupos. Aun cuando en las concentraciones de
glucosa no se observaron claras diferencias entre los ratones MIF+/+ 130 mg/kg y los MIF-/-
130 mg/kg los resultados en la produccion de orina nos indican que la patologia se esta
desarrollando de manera distinta y que la ausencia de MIF en los ratones knock out,

provoca de alguna manera que los valores en la produccién de orina se normalicen.

La polidipsia y la poliuria, son mas evidentes en los ratones MIF+/+ 130 mg/kg que en los
ratones MIF-/- 130 mg/kg STZ. Esto correlaciona con que la glucosuria, determinada con las
tiras reactivas en la orina que se presenté en ambos grupos, pero se mantuvo por arriba de
los 1000 mg/dl en los MIF+/+ 130 mg/kg, la mayor parte del tiempo mientras que en los MIF-
/- 130 mg/kg STZ fue de 300 mg/dl.

La presencia de proteinas en el orina indica una mayor permeabilidad de la membrana
renal, sin embargo, el dafno en el rifdn no llegd a un estado grave ni a una infeccion, esto
ultimo respaldado por la ausencia de leucocitos. Los cambios de pH en la orina
posiblemente se deban a un cambio en la concentracion de solutos, como el incremento de
proteinas en la orina. La cetosis no se presento, lo que es frecuente en diabetes tipo 2
(Islas, 2005).

Por otra parte, la produccion de citocinas pro inflamatorias: TNF-a, IL-1B e IL-6, se
incrementé en el grupo MIF+/+ 130 mg/kg STZ durante el desarrollo de la enfermedad al
contrario del grupo MIF-/- 130 mg/kg STZ cuyas concentraciones se acercaron a la de los
controles. Estos resultados concuerdan con el hecho de que MIF promueve directa o
indirectamente la produccion de citocinas proinflamatorias como IL-13 y TNF-a (Calandra,
2003). En el caso de la resistina, secretada por el tejido graso (al igual que TNF-a e IL-6),

se ha reportado que influye en la condicion de insulino resistencia (Klebanova, 2007), sin



embargo en este modelo solo se observd incrementada en la semana doce en los ratones
MIF+/+ 130 mg/kg STZ (figura 18).

En resumen podemos senalar que los ratones MIF-/- 130 mg/kg STZ que no cuentan con el
gene para MIF presentaron menores sintomas y concentraciones menores de citocinas
proinflamatorias en comparacion con los ratones MIF+/+ 130 mg/kg STZ, en este modelo de
D-2.

Pickup y CrooK (1998) proponen una hipétesis para explicar la génesis de la D-2, en su
planteamiento sefalan que un aumento en las citocinas proinflamatorias de manera
sistémica y constante podria generar la condicion de insulino resistencia y posteriormente
diabetes tipo 2. Resientes estudios sobre los alelos funcionales en el gene MIF humano,
muestran un papel considerable de la participacion de MIF en la patogénesis de resistencia
a insulina que ocurre mas comunmente en la diabetes, envejecimiento y obesidad
(Gregersen, 2003). Es conocido que MIF posee la capacidad de modular la produccion de
TNF-a (Calandra, 2003), este es un hecho relevante, debido a que se ha observado que en
modelos de resistencia a insulina debida a obesidad y de D-2, que la neutralizacion de TNF-
o aumenta la sensibilidad a insulina por incremento en la actividad del receptor de insulina
tirocin cinasa especificamente en musculo y tejido adiposo (Hotamisligil, 1994). TNF-a. a
nivel celular causa un defecto en parte de la actividad tirocin cinasa del receptor de insulina
y reduce la expresion del gene para GLUT-4 (Khan, 2000) Se sugiere que MIF podria
participar en la génesis de la D-2 promoviendo la resistencia a insulina via regulacion de la
expresion de TNF-a. Sin embargo es necesario hacer estudios especificos para dilucidar de
que manera participa MIF en esta patologia y que moléculas estan activado a las células

para aumentar su produccion.

También es importante el estudio de MIF no solo con relaciéon a su funcién como citocina
pro inflamatoria sino también por la funcién recientemente descrita, que MIF es secretado
junto con los granulos de insulina en la célula B al incrementarse las concentraciones de
glucosa extracelular, y que incluso MIF tiene una funcion autocrina positiva en la secrecion
de insulina (Toso 2008).



X.CONCLUSIONES

1.

El modelo de D-2 es viable en ratones BALB/c machos de 8 semanas de edad a

una concentracion de 130 mg/kg STZ en ayuno de cinco horas.

La expresion de RNAm para insulina y GLUT-2 en los islotes se mantiene sin
diferencias entre grupos y los valores de insulina en suero se mantienen
normales en los grupos experimentales, por lo tanto no existe un dafno grave en

las células B después de la administracion de la STZ.

Los ratones MIF-/- 130 mg/kg STZ presentaron sintomas de D-2 en menor grado
que los ratones MIF+/+ 130 mg/kg STZ, esto es, los ratones MIF-/- inducidos con
130 mg/kg STZ desarrollaron niveles de glucosa menores en comparacién con
los ratones MIF+/+ inducidos con la misma dosis (130 mg/kg STZ) después de la
semana 7 post induccién, los sintomas caracteristicos de la diabetes como son
polifagia, polidipsia y poliuria se presentaron en ambos grupos pero en los MIF-/-
130 mg/kg STZ fueron disminuyendo gradualmente acercandose a los valores de

los grupos control.

Los ratones MIF+/+ 130mg/kg STZ presentan incremento de citocinas
proinflamatorias como TNF- «, IL-6 e IL-1B y la semana doce post-induccion los
valores de resistina en suero también se incrementaron, al contrario de los
ratones MIF-/- 130 mg/kg que presentaron siempre valores similares a los grupos

controles.

Todo lo anterior, sugiere que MIF participa en la génesis de la D-2, de varias maneras, su

ausencia reduce la intensidad de los sintomas tales como hiperglucemia, polidipsia, poliuria,

glucosuria y presencia de proteinas en la orina, en presencia de MIF existe un incremento

en la produccion de citocinas proinflamatorias como son TNF-a, IL-1p e IL-6.
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XII.GLOSARIO

Cetosis: anormalidad que consiste en la produccidn excesiva de cuerpos ceténicos.
Citocina: proteina producida por una célula, que ejerce funciones sobre otra célula o
sobre si misma, inicialmente de nominadas asi por que se creia que solo eran
producidas por células del sistema inmune, actualmente se conoce que son
secretadas también por una gran variedad de tejidos no inmunes.

Hiperglucemia: Elevadas concentraciones de glucosa en sangre.

Glucosuria: glucosa en la orina, puede ser temporal o patoldgica.

Opsonizacién: proceso de fijacion de las opsoninas, como IgG o fragmentos del
complemento, a las superficies de los microorganismos lo que permite su marcaje para
gque sean fagocitados.

Polidipsia: aumento exacerbado en el consumo de agua

Polifagia: aumento exacerbado en el consumo de alimento

Poliuria: formacion excesiva de orina

Thl: Tipo de respuesta inmune mediada por células como linfocitos Thl que
promueven una respuesta celular mediada por citocinas como IL-1b, IL-12, IL-6 y TNF-

.

Th2: Tipo de respuesta inmune mediada por linfocitos Th2 que promueven una

respuesta humoral mediada por anticuerpos y citocinas como IL-4, IL-5 e IL-10.



XIII.LAPENDICES

APENDICE 1

SOLUCIONES Y REACTIVOS

Buffer de solucién salina amortiguadora con fosfatos (PBS) para 10Ly pH 7.4
80g NaCl (J. T Baker)

11.6g Na2 HPO4 (J. T Baker)

2g KH2 PO4 (J. T Baker)

2g KCI (ICN Biomedicals)

Buffer de lisis (Laird W. P. et al. 1991 Simplified mammalian DNA isolation procedure,
Nucleic Acids Research Vol. 19 Num 15, 4293)

200mM NacCl (J. T Baker)

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

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

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

Aforar a 1L con agua estilada

Buffer TBE 10x

Tris base (890mM) (Sigma Chemicals)

Acido Bérico (890mM) (J. T Baker)

40ml de 0.5M Acido Etilenediaminatetraacetico (EDTA) disodico (J. T Baker)
Se ajusta todo a pH 8.0 y se afora a 500ml. Con agua destilada

Buffer de pegado (ELISA)
0.1M de Na2 HPO4 (J. T Baker)
Para 1L con agua destilada

Solucién de lavado (ELISA)
1000ml de PBS mas 0.5% Tween 20 (Promega co.)

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

Sustrato ABTS para revelado (ELISA)

Adicionar 150mg de ABTS (ICN Biochemicals) en 500ml de 0.1M de &cido 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 para su uso a -70°C.

Soluciones para la extraccion de los islotes de Langerhans
A. Hanks completo (Hanks + BSA + Antibi6tico)
500 mL de Hanks con rojo fenol

500 pL de Gentamicina o antibiético/antimicético (PEF)
12.5 mL de BSA (disuelta al 4% en sales de Spinner)



B. Ficoll al 27% (sirve para 2 gradientes)

10.8 g de Ficoll

29.2 mL de Hanks completo

Mezclar el Ficoll durante toda la noche en el cuarto frio (a velocidad 2-3) y esterilizarlo por 30
min bajo luz ultravioleta.

C. Diluciones de Ficoll en Hanks completo
23%: 8.5 mL de Ficoll + 1.5 mL de Hanks
20%: 7.4 mL de Ficoll + 2.6 mL de Hanks
11%: 4.0 mL de Ficoll + 6.0 mL de Hanks



APENDICE 2
Secuencias de los desoxioligonucleé6tidos para los PCR

Secuencias Producto T alineacion Ciclos

MIF (F)AgACCACQgtgCtTAgCTgAg 200pb 60°C 35
(R)gCATCgCTACCggTggATAA

NEO (F)ATTgAACAAQATggATTgCAC  500pb 60°C 35
(R)CgTCCAggATCATCCTQgATC

GLUT-2 (F)TCACACCAgCATACACAACA 230pb 95°C 35
(R)TACACTTCGTCCAGCAATYA

Insulina  (F)ATTgTTCCAACATggCCTgT  350pb 94°C 20
(R)TTgCAgTAgTTCTCCAgGTTgg

RNAr (F)gggAgCCTgAgAAACggC 93pb 95°C 20
18s (R) gggTCgggAgTgggTAATTT
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