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| ABREVIATURAS

MIF Factor Inhibidor de la Migracion de Macrofagos
DMT-1 Diabetes Mellitus Tipo 1

DMT-2 Diabetes Mellitus Tipo 2

HLA Complejo Principal de Histocompatibilidad

BALB/c Nomenclatura para designar cepa de ratones con fondo

genético Th2 generados por endogamia.

HDL Lipoproteina de alta densidad

LDL Lipoproteina de baja densidad

CRP Proteina C reactiva

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa
TNF-a Factor de Necrosis Tumoral alpha
TNFR1 Receptor de Factor de Necrosis Tumoral 1
IL-1B Interleucina 1 beta

INFy Interferon gama

ACTH Hormona Corticotropina

TSH Hormona Estimulante de Tiroides
PGE, Prostaglandina E,

APCs Cé¢lulas presentadoras de antigeno
LPS Lipopolisacarido

TLR Receptor Toll Like

MAPK Proteina cinasa activada por mitogeno
ERK1/2 Cinasa activada por receptor extracelular 1/2
IkB Inhibidor del factor nuclear

NFkB Factor nuclear kB

PLA2 Fosfolipasa 2

ON Oxido nitrico

COX2 Ciclooxigenasa 2

F2,6BP Fructosa 2,6 bifosfato

PKC-1 Proteina cinasa C-1

PFK-1 Fosfofructocinasa 1



VCAM-1
ICAM-1
IGT
CTG
STZ
ELISA
RT-PCR

DNAasa
RNAasa
RNAm
IRS-1
GLUT-4
PI3k
JNK

Molécula de Adhesion Vascular 1
Molécula de adhesion intracelular 1
Intolerancia a la glucosa

Curva de tolerancia a la glucosa
Estreptozotocina

Analisis de inmunoadsorcion ligados a enzima
Reaccion en cadena de la polimerasa
transcriptasa inversa

Enzima que degrada DNA

Enzima que degrada RNA
Mensajero de acido ribonucleico
Sustrato del Receptor de Insulina 1
Transportador de glucosa 4
Fosfatidilinositol 3 cinasa

c-Jun N-Terminal cinasa



Il RESUMEN

La diabetes mellitus 2 (DMT-2) es un enfermedad cronico degenerativa con
complicaciones que pueden causar la muerte. Se estima que su prevalencia mundial es de
6.4%, afectando a 285 millones de adultos en el afio 2010, y se incrementara a 7.7%, 439
millones de adultos, para el afno 2030. En los ultimos afios se ha reconocido a la
inflamacién moderada crénica como un factor desencadenante de la DMT-2. Al respecto,
TNF-a e IL-1B son las principales moléculas involucradas en los procesos inflamatorios
cronicos con una participacion importante en la fisiopatologia de la resistencia a la insulina.
El factor inhibidor de la migraciéon de macrofagos (MIF) es una molécula que regula la
expresion de TNF-a e IL-1P y se sobreexpresa en la patologia diabética. El1 objetivo de
este trabajo fue caracterizar la expresion de MIF en los islotes pancredticos y su posible
participacion en la fisiopatogenia de la DMT-2 en un modelo murino. Se utilizaron ratones
macho de 7 semanas de edad con fondo genético BALB/c deficientes para el gen MIF
(MIF-/-) y como controles se usaron ratones silvestres del mismo fondo genético (MIF+/+).
La DMT-2 fue inducida con una dosis tUnica de 130 mg/Kg de estreptozotocina (STZ) via
intraperitoneal. Se evaluaron las manifestaciones clinicas, ingesta de agua y volumen
urinario producido en 24 horas. Se realiz6 la curva de tolerancia a la glucosa a la sexta
semana. Semanalmente se tomaron muestras de suero para determinar citocinas pro-
inflamatorias (TNF-a, IL-1PB) y anti-inflamatorias (IL-4, IL-10) por ELISA Sandwich. A
las 8 semanas post-induccion con STZ se determind la expresion del transcrito de insulina
del pancreas de los ratones MIF+/+STZ y MIF-/-STZ. Aqui se muestra que los ratones
MIF-/-STZ desarrollaron glicemias, pérdida de peso, poliuria y glucosuria menores que los
MIF+/+STZ. La curva de tolerancia a la glucosa realizada a los ratones MIF+/+ STZ y
MIF-/-STZ confirmo el diagndstico de DMT-2 las glicemias fueron arriba de valores
normales en mas de 2 ocasiones. Los cortes histologicos tefiidos con H-E demostraron que
no existid infiltracion leucocitaria. Los islotes pancreaticos de los ratones MIF+/+STZ y
MIF-/-STZ fueron muy similares morfologicamente a los islotes pancreaticos de los ratones
controles. La abundancia del RNAm de insulina en los islotes pancredticos de los ratones
MIF+/+STZ y MIF-/-STZ es menor a 0.5 comparados con los ratones controles MIF+/+
que fue de 1. La secrecion de insulina de los islotes pancreaticos bajo estimulacion con
glucosa en los ratones MIF-/-STZ fue similar a los grupos controles MIF+/+ y MIF-/- no
asi para el grupo de ratones MIF+/+STZ donde la secreciéon de insulina fue baja. En
conclusion los ratones MIF-/-STZ desarrollaron manifestaciones clinicas significativamente
menos severas, sus glicemias son bajas en comparacioén con los ratones MIF+/+STZ. Lo
que sugiere que el gen de MIF participa de manera activa en la regulacion de la secrecion
de insulina en la DMT-2.



111 ABSTRACT

Diabetes mellitus 2 (DMT-2) is a chronic degenerative disease with complications that can
cause death. It is estimated that the worldwide prevalence is 6.4% affecting 285 million
adults in 2010 and will increase to 7.7% to 439 million adults by 2030. Recently moderate
chronic inflammation has been recognized as a trigger for DMT-2. In this regard, TNF-a
and IL-1P are the main molecules involved in chronic inflammatory processes with an
important role in the pathophysiology of insulin resistance. Macrophage Migration
Inhibitory Factor (MIF) is a molecule that regulates the expression of TNF-a and IL-1p and
it is over-expressed in diabetic pathology. The aim of this study was to characterize the
expression of MIF in pancreatic islets and their possible role in the pathogenesis of the
DMT-2 in a murine model. Seven weeks old wild type (MIF+/+-) and MIF knockout (MIF-
/-) male BALB/c mice were used. The DMT-2 was induced via intraperitoneal with a dose
of 130 mg/ kg of streptozotocin (STZ). We evaluated the clinical manifestations, water
intake and urine volume produced in 24 hours. Glucose tolerance curve was performed
after sixth week post-induction (p.i.). Serum samples were taken weekly to determine pro-
inflammatory cytokines (TNF-a, IL-1P) and anti-inflammatory cytokines (IL-4, IL-10) by
ELISA Sandwich. At 8 weeks p.i. the expression of insulin was determined on pancreas.
MIF-/-STZ mice developed lower levels of glycemia, weight loss, polyuria and glycosuria
than MIF+/+ STZ. Glucose tolerance curve from MIF+/+ STZ and MIF-/- STZ confirm the
diagnosis of DMT-2. Histological sections stained with HE showed that there was no
leukocyte infiltration in pancreas. The pancreatic islets from mice MIF +/+ STZ and MIF-/-
STZ were morphologically similar to the pancreatic islets from control mice. The
abundance of insulin mRNA in pancreatic islets of mice MIF+/+ STZ and MIF-/-STZ was
less than 0.5 relative expression (r.e.) compared to 1.0 r.e. observed in control mice
MIF+/+. Pancreatic islets under glucose stimulation from MIF-/- STZ mice had similar
insulin secretion that control groups MIF+/+ and MIF-/- but not for the group of mice
MIF+/+ STZ where insulin secretion was lower. In conclusion, MIF-/-STZ mice developed
significantly less severe clinical manifestations, their glucose levels are low compared with
mice MIF+/+ STZ. This suggests that MIF has an important role in the regulation of
diabetes pathology.



IV INTRODUCCION

IV. 1 Concepto, clasificacion y epidemiologia de la Diabetes Mellitus

Diabetes Mellitus. La diabetes mellitus es un grupo de enfermedades metabdlicas
caracterizada por hiperglucemia, defectos en la secrecion de insulina y defecto en la accion
de la insulina o ambas. La hiperglucemia en la diabetes estd asociada a largo plazo con
dafio y disfuncién de varios 6rganos, especialmente en o0jos, rifidn, nervios y vasos

sanguineos.

La diabetes se ha clasificado en dos grandes grupos: La diabetes tipo 1 (DMT-1), también
llamada diabetes juvenil, representa del 5 al 10% de la prevalencia a nivel mundial. Se
caracteriza por una deficiencia absoluta en la secrecion de insulina, destruccién autoinmune
de las células beta () pancreaticas. Los autoanticuerpos mas conocidos, presentes en el 85-
90% de los individuos con hiperglucemia, estdn asociados al Complejo Principal de
Histocompatibilidad (HLA), ligado a los genes DQA y DQB. La diabetes tipo 2 (DMT-2),
también llamada diabetes mellitus no insulino-dependiente, se caracteriza por resistencia a
la accién de la insulina en asociacion con deficiencia relativa de la secrecion de insulina. La
DMT-2 tiene una prevalencia de aproximadamente 90 al 95% de los casos. No hay
destruccion autoinmune de las células B pancreaticas pero si estd asociada a predisposicion

genética y obesidad [1].

La DMT-2 es una enfermedad cronica degenerativa que conlleva a complicaciones tanto
agudas como cronicas. Se estima que en el afio 2010 la prevalencia mundial de la DMT-2,
en el grupo de edad de 20 a 79 afios, fue de 6.4% afectando a 285 millones de adultos y se

incrementara al 7.7%; lo cual representard 439 millones de adultos para el afio 2030 [2].

La DMT-2 represent6 el 6% de las muertes de adultos en Africa, el 15,7% en América del
Norte. En personas mayores de los 49 afios de edad la diabetes constituye un mayor
porcentaje de muertes en mujeres que en hombres en todas las regiones. Asi, la diabetes es
una causa importante de mortalidad prematura, una situacion que es probable que empeore,
sobre todo en los paises de bajos y medianos ingresos a medida que aumenta la prevalencia

[3]. Segun la Encuesta Nacional de Salud (México, 2000) la prevalencia nacional de la



DMT-2 en adultos de 20 o mas afios de edad fue de 7.5%. En las mujeres fue de 7.8% y en
los hombres de 7.2%. La prevalencia aument6 en relacion directa con la edad, 2.3% antes

de los 40 afios y 21.2% después de los 60 afios [4].

Los factores que desencadenan esta patologia pueden ser variados, desde genéticos,
hormonales hasta ambientales. Factores de riesgo ya conocidos como la elevacion de las
lipoproteinas de baja densidad (LDL), disminucién de las lipoproteinas de alta densidad
(HDL), hipertrigliceridemia, tabaquismo, hipertension arterial, baja actividad fisica, estrés
estan asociados con la DMT-2. Sin embargo, recientemente se ha reconocido a la

inflamacion de bajo grado sostenida, como un factor desencadenante de la DMT-2 [5,6]

IV. 2 Inflamacion es definida como una cascada de fenomenos inducida en respuesta a
diferentes estimulos patologicos o dafio al tejido. Los marcadores de la inflamacion
incluyen: leucocitosis, aumento de la sedimentacion eritrocitaria, aumento de la secrecion
de interleucinas (IL-6, IL-1p3 TNF-a y MIF), activacion del complemento, activacion de la
cascada de coagulacion, aumento de las moléculas de adhesion celular, activacion de la
Proteina C Reactiva (CRP) [7,8]. Al respecto, TNF-a e IL-6 son las principales moléculas
que participan en los procesos inflamatorios cronicos y recientemente, se han reconocido
como moléculas con una participacion importante en la fisiopatologia de la resistencia a la

insulina [5,9-11].

IV. 3 El Factor Inhibidor de la Migracion de Macro6fagos (MIF). Fue descrito en los
afnos 60s como una proteina soluble secretada por linfocitos T activados. Ahora se sabe que
se sintetiza constitutivamente en células del sistema inmune: linfocitos T, linfocitos B,
neutrofilos, eosinodfilos, basofilos, mastocitos, células dendriticas, asi como células no
inmunes de otros 6rganos como pulmon, piel, tracto urinario, gastrointestinal, célula 3
pancredtica, ovario y glandula pituitaria anterior. MIF est4d co-localizado con la hormona
corticotropina (ACTH) y hormona estimulante de tiroides (TSH) y es secretado hacia el
torrente sanguineo en respuesta a varios estimulos proinflamatorios o de estrés. MIF circula
normalmente en suero en un nivel basal de 2 a 4 ng/ml, tanto en roedores como en

humanos [12]. El incremento de MIF actuia como un contrarregulador de los efectos



supresivos de los glucocorticoides actuando asi como mediador del sistema endocrino [13].
Ademas, MIF estd implicado en varias enfermedades inflamatorias tanto agudas como
cronicas, incluyendo sepsis, glomerulonefritis, artritis, colitis y gastritis [11]. Existe
evidencia de que MIF también participa en desordenes metabolicos durante la homeostasis

de la glucosa en periodos de estrés y en la infiltracion de macrofagos en el tejido adiposo

[14].

IV. 4 Mecanismo de sefializacion de MIF

MIF puede actuar a través de la via clasica mediante un receptor o mediante una via no
clasica endocitica. Para el primer caso, se ha demostrado que MIF se une al receptor CD74
conocido como la cadena invariante del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC)
Clase II [15]. CD74 se expresa en varios tipos de células del sistema inmune como lo son
las células presentadoras de antigeno (APCs), pero también se expresa en otros tipo de
células como las epiteliales [16]. La unién de la molécula MIF al receptor CD74 activan
vias de sefalizacion celular, transcripcion de genes y moléculas efectoras, como citocinas

inflamatorias y quimiocinas [17,18].

El lipopolisacarido (LPS) de las bacterias Gram negativas es el principal estimulo para la
secrecion de MIF por los macrofagos. La formacion del complejo receptor CD14 y el
receptor 4 tipo Toll (TLR4) posterior a la estimulacion del LPS promueve, al inhibidor el
factor nuclear —«f (Ikf) y la fosforilacion de NF-kf,la produccion de citocinas

(incluyendo MIF) [19].

MIF actia como una citocina proinflamatoria promotora de la respuesta inmune innata.
Después de su secrecion, MIF puede activar a los miembros de la familia de proteinas
cinasas activadas por mitégenos (MAPKs), ERKI1/ERK2 dando como resultado la
proliferacion celular y la produccion de prostaglandina E; (PGE,), como se puede observar
en la figura 1. Ademas, la fosforilacion de ERK1/2 activa la proteina cinasa C (PKC),
asociada con el incremento de la fosfolipasa A, (PLA,), esta ultima es clave en el efecto
anti-inflamatorio de los glucocorticoides. Por tanto, MIF puede anular el efecto de los

esteroides sobre la respuesta inmune. Otra accion de MIF es suprimir la activacion de p53,



inhibiendo el arresto celular y la apoptosis, lo que sugiere una relacion interesante entre

MIF, inflamacidn, crecimiento celular y tumorogénesis [11].

Por otro lado, MIF a través de células efectoras, facilita la deteccion de la endotoxina
producida por bacterias (Gram negativas), permitiendo la activacioén de los macrofagos y la
fagocitosis de los microorganismos en respuesta a la invasion de las bacterias. La rapida
produccion de citocinas pro-inflamatorias es absolutamente esencial en el montaje de la
respuesta inmune innata [20,21]. Al respecto, fue reportado en ratones MIF “knockout”
(KO) infectados con Salmonella_typhimurium la reduccion significativa de los niveles de
citocinas como TNF-a, IL-2 e interferon y. (IFN-y), en plasma, comparados con los
ratones silvestres. MIF, directa o indirectamente promueve la produccion o expresion de un
gran panel de moléculas pro-inflamatorias incluyendo citocinas (tal como TNF-a, INF-y,
IL-1B, IL-2, IL-6, IL-8), ON, enzima ciclooxigenasa 2 (COX-2), y productos derivados de

la via del 4cido araquiddnico, (PGE;) [14]. Como se observa en la figura 1.

Fig. 1. Mecanismo de sefalizacion de MIF. Como se observa MIF puede actuar a través de la via
clasica por el receptor CD74 o por la via endocitica. MIF activa al factor de transcripcion NFkB
para la produccion de citocinas pro-inflamatorias. MIF también activa a proteinas cinasas ERK1/2
incrementando la activacion de la Fosfolipasa A, y la subsecuente liberacion de acido araquidonico,
la activacion de COX-2 y la prostaglandina E, iniciando al proceso de inflamacion (Esquema
modificado de Calandra, 2003).



IV.5 MIF en la patologia diabetica.

En lineas celulares INS-1 derivadas de insulinomas [22], se encontrd granulos los cuales
contenian solo insulina, otros contenian tanto insulina como MIF, no se encontraron
granulos solo con MIF, ambas hormonas estan colocalizadas por lo que se cree que MIF
puede estar regulada de la misma manera que la insulina. En cultivo de islotes de
pancreaticos de ratas Sprague-Dawley por 24 horas, la expresion del RNAm de MIF esta
incrementada 3 veces mas que el control después de la estimulacion con 20mM de glucosa..
Las células INS-1 se les adiciono anticuerpos anti-MIF 6 se le inhibi6 el transcrito de MIF
al ser estimuladas con glucosa a 2.8mM y 16.7mM se observo inhibicion de la secrecion
de insulina. Contrariamente cuando se agrega MIF recombinante la secrecion de insulina
inducida por glucosa es significativamente secretada. Por lo que se cree que la disminucion
de la secrecion y/o accion de MIF puede contribuir a una disfuncion progresiva de la célula
B pancreatica y a la disminucion de insulina asociada a DMT-2 [13]. Asi, una vez secretado
MIF tiene una accion autocrina positiva sobre la secrecion de insulina, lo cual lleva a
disminuir la glucemia y de MIF [11].

Por otro lado, en células musculares L6 derivadas de mioblastos de rata, se observd que
MIF incrementa la expresion del RNAm del sustrato fructosa 2,6-bifosfato (F2,6BP), un
regulador positivo alostérico de la glucoélisis, posiblemente incrementa la enzima fructosa

2.6-bifosfatasa (PFK-2). Como se observa en la figura 2.

Fig. 2. Participacion de MIF en la glucdlisis. MIF induce la activacion de forma alostérica del
sustrato Fructuosa 2,6 bifosfato, y éste estimula la activacion de la fosfofructocinasa 1. (Esquema
modificado de Robert C. Bohisnski. Bioquimica.)



En células musculares L6 estimuladas con TNF-a (100 ng/ml) por 72 horas, las
concentraciones de F2,6BP se vieron incrementadas. Sin embargo, cuando a estas células
se les adiciona un anticuerpo monoclonal anti-MIF (MIF-mAb) el efecto se inhibe hasta un
70%. Estos datos apoyan que la accion autocrina de MIF interviene en el efecto de TNF-a
sobre los niveles de F2,6BP. Bajo condiciones de infeccion severa, las concentraciones de
citocinas inflamatorias se ven incrementadas, como el TNF-a que tiene efectos sobre la
respuesta inmune, pero también tiene efectos sobre el catabolismo. TNF-o causa
hipoglucemia en respuesta a una mayor demanda de las necesidades energéticas del
huésped ante la infeccion. Sin embargo, los ratones tratados con anti-MIF tuvieron una
disminucién del sustrato de F2,6BP por lo que se demostré que MIF participa en el

metabolismo de la glucosa [23].

MIF tiene efectos autocrino/paracrino sobre los adipocitos, ya que media los efectos de
TNF-a sobre el catabolismo de la glucosa, especificamente en situaciones de estrés. Bajo la
administracion intraperitoneal de una sola dosis letal de LPS (16.6ug/g) en ratones MIF-/-
y silvestres se midi6 glicemia en plasma, observando que los ratones MIF-/- mantienen sus
niveles de glucosa normales a diferencia de los ratones silvestres donde se observo
hipoglucemia después de 2.5 a 3 hrs. Estos resultados sostienen el importante papel de MIF

en la regulacion del metabolismo de glucosa ocurrido durante la endotoxemia [24].

La accion inhibitoria de MIF sobre la captacion de 2-deoxiglucosa fue demostrada en
cultivos primarios de adipocitos de ratones, donde los adipositos de los ratones MIF-/-
incrementaron la captacion de 2-deoxiglucosa, a pesar del tratamiento con TNF-a. El
mecanismo del efecto inhibitorio de MIF podria ser porque actia como un mediador de la
produccion de TNF-o y éste actia como inhibidor en la transduccion de la sefial de

insulina, causando resistencia a la insulina [24].

En ratones con fondo genético C57BL/6 deficientes en el gen que codifica para MIF (MIF-
/-) y deficientes en el gen del receptor de lipoproteina de baja densidad (Ldlr-/-) (propensos
a lesiones por ateroesclerosis), Los ratones MIF-/-Ldlr-/- incrementaron los niveles de

insulina en plasma que los ratones Ldlr-/-. Las glucemias se incrementaron en los ratones
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Ldlr-/- mientras que en los ratones MIF-/-Ldlr-/- fueron menores. Los marcadores de
inflamacién como amiloide A en suero, en los ratones Ldlr-/- fueron 109 pug/ml en
comparacion con los ratones MIF-/-Ldlr-/- que tuvieron 10ug/ml. Asi, también la
concentracion de fibrindgeno en Ldlr-/- fue de 70 pg/ml mientras que en los ratones MIF-/-
fue de 7 pg/ml. Los marcadores de inflamaciéon disminuyeron en los ratones MIF-/-. Por lo
que se cree que la deficiencia de MIF disminuye la inflamacion crénica y reduce la
magnitud de la respuesta a la inflamacion [14]. La actividad de la fosfatidilinositolcinasa
(P13k) y la fosforilaciéon de Akt fue mayor en MIF-/-Ldlr-/- comparado con Ldlr-/- en
tejido adiposo. Asi, estos datos sugieren que MIF puede promover el desarrollo de
resistencia a la insulina. MIF ha sido asociado con el proceso inflamatorio, por lo que se
midieron los niveles circulantes de la molécula de adhesion vascular (VCAM)-1 y molécula
de adhesion intracelular (ICAM)-1 los cuales fueron significativamente menores en ratones
MIF-/-Ldlr-/-, lo que sugiere que MIF promueve el reclutamiento de células del sistema

inmune en tejido adiposo, a través de la expresion de moléculas de adhesion vascular [25].

La microfotografia longitudinal de aorta mostré menor nivel de ateroesclerosis en el area de
la valvula aértica en ratones MIF-/-Ldlr-/-. El analisis del contenido de la lesion mostrd que
hay 5.1veces menos monocitos/macrofagos en MIF-/-Ldlr-/-. Estos datos apoyan la
conclusion que la deficiencia de MIF impide la acumulacién de monocitos/macrofagos en

la pared vascular, caracteristica fundamental para el desarrollo de ateroesclerosis [26].

IV 6 Estudios en pacientes diabéticos y los niveles de MIF.

Herder y cols. en un estudio transversal en donde participaron 236 pacientes con el
diagnostico de DMT-2 y 242 sujetos con Intolerancia a la glucosa (IGT) presentaron
niveles elevados de MIF en suero asi como, IL-6 y proteina C reactiva (CRP) comparados
con los controles. La concentracion elevada de MIF contribuye a la hiperinsulinemia, al
estado proinflamatorio de resistencia a la insulina, porque la secrecion de insulina
estimulada por glucosa estd acompafada de la secrecion de MIF por la célula 3 pancreatica
[27].

Con el objetivo de estudiar si los niveles de MIF se estudiaron 617 pacientes de la Hospital

de la Universidad de Yamanashi con los siguientes resultados. Los niveles de MIF fueron
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altos en pacientes con IGT/DMT-2 y con enfermedad coronaria 28.6ng/ml, en comparacion
con los pacientes sin IGT/DMT-2 y sin enfermedad coronaria 22.6ng/ml. MIF puede
usarse como biomarcador en pacientes con IGT/DMT-2 con riesgo de presentar

enfermedad coronaria en un futuro [28].

Yabunaka y colaboradores en un estudio con 79 pacientes con el diagnostico de DMT-2 de
los cuales 30 consumian hipoglucemiantes orales, 32 se inyectan insulina y 17 solo tienen
terapia dietética. Los 79 pacientes con el diagnostico de DMT-2 tuvieron niveles de MIF
elevado en suero 20.7 £ 13.3 ng/ml a diferencia de los pacientes no diabéticos 5.2 + 3.0

ng/ml [29].

MIF unido a su receptor CD74 activa la via de senalizacion tales como, NFkB, el cual
activa la sintesis de TNF-o e IL-1B. Mas aun, la expresion de MIF estd incrementada en
nefropatia diabética y esta incrementado el RNAm del receptor CD74 en modelo

experimental, y en indios Pima con DMT-2 y nefropatia diabética [30].
Zamora y colaboradores en 73 pacientes los cuales fueron 23 mujeres y 46 hombres con el

diagnostico de DMT-2 de entre 35-65 afios de edad encontraron niveles elevados de MIF,

TNF-a y resistina en comparacion con los controles de la misma edad [31].
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V JUSTIFICACION

En México la mortalidad en el grupo de edad de 45 a 65 afnos por DMT-2 ocupa el primer
lugar (INEGI), su prevalencia se estd incrementando cada afio. Diferentes moléculas se han
asociado con la resistencia a insulina como resistina, leptina, TNF-a e incremento de acidos
grasos libres. MIF se ha encontrado elevado en pacientes obesos y con IGT/DMT-2. Sin
embargo, no se ha identificado cual es su papel en los islotes pancredticos. Existen
investigaciones en donde se demuestra que MIF regula positivamente la secrecion de
insulina, pero también existen investigaciones en donde MIF promueve su resistencia. El
interés de esta investigacion es estudiar la posibilidad de que la ausencia de MIF participe

en atenuar o prevenir la DMT-2.
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VI HIPOTESIS:

Dado que MIF induce la expresion de citocinas pro-inflamatorias y se sobreexpresa en la

DMT-2, se plantea en esta investigacion que:

En un modelo de Diabetes Mellitus Tipo 2 en ratones de fondo genético BALB/c
modificados en el gen que codifica para MIF-/-, la ausencia de MIF regula negativamente

la expresion de citocinas inflamatorias y en consecuencia disminuye la glucemia en la

DMT-2.
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VII OBJETIVO GENERAL: Caracterizar la participacion de MIF en la fisiopatogenia

de la DMT-2 a nivel de los islotes pancreéticos en un modelo murino.

VIl. 1 OBJETIVOS PARTICULARES:

1.- Desarrollar DMT-2 en ratones silvestres (MIF+/+) y ratones deficientes para el gen que
codifica para MIF-/- con fondo genético BALB/c con una dosis tnica de STZ..

2.- Registrar las manifestaciones clinicas de la DMT-2 en ratones MIF+/+ STZ y en
ratones MIF-/- STZ.

3.- Elaborar el diagnostico clinico en la DMT-2 a través de la curva de tolerancia a la
glucosa y glucemias en ratones los grupos controles (MIF+/+ y MIF-/-) y en los grupos
experimentales (MIF+/+ STZ y MIF-/- STZ.

4.- Observar las caracteristica morfologicas de los islotes pancreaticos en los grupos
controles (MIF+/+ y MIF-/-) y en los grupos experimentales (MIF+/+ STZ y MIF-/- STZ).
5.- Cuantificar el nimero de islotes pancreaticos de los grupos controles (MIF+/+ y MIF-/-)
y en los grupos experimentales (MIF+/+ STZ y MIF-/- STZ).

6.- Determinar la expresion del RNAm de insulina en los islotes pancreaticos de los grupos
controles (MIF+/+ y MIF-/-) y en los grupos experimentales (MIF+/+ STZ y MIF-/- STZ) a
través de la técnica de RT-PCR.

7.- Cuantificar la produccion de citocinas pro-inflamatorias (TNF-o e IL-1f) en suero en
los ratones MIF+/+ STZ y MIF-/- STZ a través de la técnica de ELISA.

8.- Cuantificar la produccién de citocinas anti-inflamatorias (IL-10 e IL-4) en suero en los

ratones MIF+/+ STZ y MIF-/- STZ a través de la técnica de ELISA.
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VIII METODOLOGIA EXPERIMENTAL
VII1I. 1Determinacion del genotipo por PCR

Para generar y evaluar el desarrollo de la DMT-2 se usaron ratones macho de 7 semanas de
edad con fondo genético BALB/c, modificados en 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. Jonh R. David de la Escuela de Salud Publica
de Harvard y han sido mantenidos en el bioterio de la FES-Iztacala 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 DNAasas-RNAasas, 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 500 pl de buffer de lisis y

20 pl de proteinasa K (INVITROGEN, 100 pg/ul), dejando incubar toda la noche a 55°C.

Posteriormente se centrifugd a 14,000 rpm durante 10 min, se recupero el sobrenadante con
micropipeta y se coloco en tubos Eppendorf con 500 pl de isopropanol frio, invirtiéndolos
de manera suave hasta hacer evidente la precipitacion del DNA. Se centrifugd nuevamente
a 14,000 rpm durante 2 minutos para precipitar el DNA, se decantd 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 centrifugado nuevamente a 14,000 rpm durante 2 minutos min, el
sobrenadante se desecho, dejando evaporar el etanol del tubo a temperatura ambiente por 2
horas. Posteriormente la pastilla se suspendi6 en 200 pl de H,O mili Q (todos los reactivos

son marca SIGMA).
VII1. 1.2 Amplificacion del gen

Se utilizaron los desoxioligonucléotidos especificos para el reconocimiento del gen MIF.
MIF-F AGA CCA CGT GCT TAG CTG AG y MIF-R GCA TCG CTA CCG GTG GAT
AA. En tubos nuevos libres de DNAasas-RNAasas de 0.2 ml, se llevo a cabo la reaccion
con un volumen final de 25 pl colocando los siguientes reactivos (Kit Red-Taqg DNA

polimerase AMPLIQON) en el siguiente orden:
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Para MIF Para NEOMICINA

Buffer 10x 2.5ul 2.5ul

dNTP’s 12.5mM 0.4ul 0.4ul

A 5.6ul 3.8ul

B 4.1ul 3ul

Red-Taq 0.3ul 0.3ul

H,O 10.1ul 13ul

Muestra de DNA 2ul 2ul

Volumen Total 25ul 25ul

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

(BIOERXP CYCLER) con la temperatura de alineacion 56°.
VIII. 1. 3 Electroforesis

Se utilizdo un gel de agarosa (ICN BIOCHEMICALS) 1% en buffer TBE 1x 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 agregd 5 ul de buffer de carga blue Juice con Sybr-Green
(INVITROGEN) una vez mezclados se tomaron 8 pl 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 (INVITROGEN). Las muestras fueron colocadas en la camara hacia el
extremo positivo y se corrid a 90 volts, 200 mA durante 40 min. Se capturd la imagen con

el equipo Fujifilm Fla 5000.
VI1I. 2 Desarrollo de Diabetes Mellitus tipo 2.

Se usaron ratones macho de 7 semanas de edad con fondo genético BALB/c, modificados
en el gen que codifica para MIF (MIF-/-) y como controles se usaron ratones silvestres del
mismo fondo genético MIF (MIF+/+). La diabetes fue inducida en ayuno de 6 horas con
una dosis unica de 130 mg/Kg STZ via intraperitoneal (ip) 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 pH4.5) sin STZ.
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VII1. 3 Evaluacion clinica.

Antes de administrar la dosis de STZ se hizo una evaluacion clinica para tener el control de
peso, ingesta de agua y el volumen de orina producida en 24 horas. Esto se hizo a través

cajas metabolicas que se muestran en la Fig.4.

Fig. 3. Cajas metabdlicas para la recoleccion de orina, cuantificacion de alimento y agua.
VIII. 4 Parametros en orina

Se determinaron los principales pardmetros de diagnostico clinico en orina a la 6* semana
de induccion de diabetes con STZ, utilizando tiras reactivas (SPINREACT) Fig. 4 A. Se
coloco la tira reactiva por 30 segundos como se observa en la Fig. 4 B para determinar los
siguientes parametros: leucocitos, nitritos, urobilinogeno, proteinas, pH, sangre, densidad,

cetona, bilirrubina y glucosa.

A) B)

Fig. 4.A) Tiras reactiva de SPINREACT. Fig. 4 B) Modo de uso
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VII1I. 5 Curva de tolerancia a la glucosa

La curva de tolerancia a la glucosa se determin6 a la 6* semana después de la induccioén
de la diabetes. Los ratones estuvieron 6 horas en ayuno y se les administré glucosa via oral
(1.5 g/lkg) y se cuantifico las glucemias a los tiempos 0 min (estado basal) 30, 90 y 120
minutos expresando los resultados en mg/dl. Se realizo una incision en la cola del ratén
para obtener una gota de sangre y ponerla en la tira reactiva y sensor ACCU-CHEK.
Después de cada media hora no fue necesaria hacer mas cortes pues la gotita de sangre se

obtuvo de la misma herida.
VII1. 6 Concentracién de glucosa en sangre

Cada semana, posterior a la administracion de STZ, se midi6 la glucemia expresando los
resultados en mg/dl. Los ratones se mantuvieron a un ayuno de 6 horas. Se hizo una
pequena incision a la cola y la gota de sangre se colocé en la tira reactiva ACCU-CHEK

para medir la glucemia
VIII. 7 Histologia de pancreas.

Se extrajo el pancreas de los ratones MIF+/+ y MIF-/- controles asi como MIF+/+ STZ y
MIF-/- STZ después de 8 semanas. Se fijaron con paraformaldehido al 4% por 5 dias,
posteriormente los pancreas fueron incluidos en bloques de parafina. Se realizaron cortes de
5 um en el micrétomo y se tifieron con hematoxilina y eosina, y se montaron en Balsamo
de Canada. Las laminillas fueron observadas al microscopio optico en 20x, 40x y 100x con
aceite de inmersion. Los islotes de Langerhans se contaron 10 laminillas por grupo
experimental. El nimero total de los islotes de Langerhans observados en los ratones

MIF+/+ (control) fueron considerados como el 100%.
VI11. 8 Obtencidn de islotes pancreaticos

Después de 8 semanas post-induccion se extrajo el pancreas de los ratones MIF+/+ y MIF-
/- cada uno fue procesado de manera independiente. Se procedi6 a la digestion con
colagenasa (WORTHINGTON), 1 mg por cada pancreas, la muestra se coloco en bafio
Maria a 37°C con agitacion rapida por 10 minutos para la digestion, el punto final de la

digestion se determind de manera visual, cuando no se observaron grumos grandes y la
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solucion tenia un color café y textura cremosa. Se lavaron las células con solucion de
Hanks (SIGMA) frio y se pasaron por un colador, se centrifugaron a 1500 rpm durante 3
min, se resuspendio la pastilla con la solucién de Hanks frio y se volvieron a centrifugar
1500 rpm por 5 min. Se procedid a formar un gradiente de Ficoll (SIGMA) a
concentraciones de 27%, 23%, 20% y 11%, se centrifugd a 2000 rpm durante 15 min sin
freno y sin aceleracion y se recolectaron los islotes a contra luz entre la interfase de 11% y
20% como se observa en la Fig. 5. Se lavaron en dos ocasiones con solucion de Hanks. Los
islotes recolectados se colocaron en una caja de Petri y se contaron bajo el microscopio

estereoscopico..

Fig. 5. Gradiente de Ficoll a 27%, 23%, 20% y 11%
VII1I. 9 Ensayo de RT-PCR tiempo real parael RNAm de insulina

Después de 8 semanas post-induccion se extrajo el pancreas de los ratones MIF+/+ y MIF-
/- cada uno fue procesado de manera independiente. Se colocaron los islotes de cada pozo
de la placa de cultivo en un tubo de ependorff con 0.8ml de Trizol (INVITROGEN) para
aislar el RNAm, con precipitacion en isopropanol. La cantidad de RNAm se cuantific6 por
espectrofotometria a 260 nm. La expresion relativa de insulina se evalu6 con la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), utilizando el RNA ribosomal 18 S como referencia
enddgena. Para amplificar el gen de insulina se utilizéd Platinum SYBR Green qPCR

SuperMix-UDG catalogo ntimero 11733-038 (INVITROGEN) en el siguiente orden:
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Platinum SYBR Green qPCR SuperMix-UDG 7.5 ul
Primer Forward 0.75 ul
Primer Reverse 0.75 ul
Agua 4.5 ul
cDNA (a una concentracion de 20 ng) 1.5 pl
Total 15 pl

Se amplifico el RNAm de insulina en el termociclador CORBETT RESEARCH con las
siguientes condiciones. 95°.C 30 seg.

60°.C 30 seg.

72°.C 30 seg.

Por 20 ciclos
La fluorescencia se medio al final de cada ciclo. Cada muestra se analizé por duplicado
para después calcular la media de los Ct obtenidos y hacer el calculo de la expresion génica
normalizada con el control de expresion de un gen constitutivo (RNA ribosomal 18 S ) y
relativizada a la muestra.
El valor AACt muestra la diferencia entre el ACt de la muestra de los islotes pancreaticos de
los ratones MIF+/+ STZ y MIF-/- STZ y el ACt del calibrador (islotes pancreaticos de los
ratones MIF+/+ Control)

AACt= ACt (MIF+/+ STZ) — (ACt MIF+/+ Control)
El promedio ACt de las muestras se calcula normalizdndolo frente al control del gen
constitutivo. Igualmente el ACt del calibrador se calcula restandole el Ct del gen de interés
(MIF+/+ Control) y el Ct control gen constitutivo.
ACt (muestra)= Ct gen interés (muestra) — Ct control gen constitutivo

Al tratarse de una cuantificacion relativa de la expresion génica es importante considerar
que una expresion génica de 1 supone que dicha expresion no cambia respecto a la
situacion tomada como calibradora (MIF+/+ Control). Si la expresion es mayor o menor a
1, implica que hay mayor o menor expresion.
Si los resultados de expresion génica después de aplicar la formula 2 “*“* Son menores a 1,
la expresion génica real se calcula haciendo la potencia de ese mismo nimero. Al analizar
estos resultados hay que considerar que los cambios de expresion génica aqui reflejados son

relativos, lo que quiere decir que no reflejan la cantidad absoluta de RNAm.
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VI11. 10 Medicion de citocinas en suero por ELISA

Semanalmente, poster ior a la induccion con STZ se tomaron muestras de sangre después
de 6 horas de ayuno, se centrifugé a 2500 rpm para obtener el suero, éste se mantuvo a -
20°C hasta su uso para determinar las citocinas pro-inflamatorias (TNF-a e IL-1B) y
citocinas anti-inflamatorias (IL-10 e IL-4). Para éstas citocinas se utilizaron kits de
PREPROTECH MEXICO. Brevemente, se sensibilizo la placa con el anticuerpo de captura
a una concentracion de 2 pl/ml de solucion de pegado. Se agrego 50 ul de ésta solucion en
cada pozo de la placa para ELISA. Después se dejo incubar la placa toda la noche a 4°C y
al dia siguiente se lavo con PBS-Tween. Se bloque6 la placa con 200 ul de buffer de
bloqueo por pozo, dejando incubar a temperatura ambiente por 1 hora. Nuevamente se lavo
la placa y se agreg6 100 ul por pozo de los estandares y 50ul de las muestras en la placa. Se
cubrio la placa y se dejo incubar a 4°C toda la noche. Posteriormente se lavo la placa con
PBS-Tween y se afiadi6 el anticuerpo biotinilado (dilucién de 1 pl de anticuerpo por 1 ml
de buffer de bloqueo). Se cubri6 la placa y se dejo incubar 1 hora a temperatura ambiente,
se lavo la placa y se agrego la estreptavidina (dilucion 1:4000) afiadiendo 100 ul por pozo.
Se cubrid la placa y se dejo incubar 30 min a temperatura ambiente. Se lavo por tltima vez
y se afiadieron 100 pl del sustrato de ABTS. Se incub6 de 30 min y finalmente se ley6 la
placa en el lector de ELISA THERMO LABSYSTEMS, MULTISKAN ASCENT a 405nm.

22



IX. RESULTADOS
IX. 1 Genotipo de los ratones, grupos experimentales

Todos los ratones BALB/c del experimento tuvieron el genotipo establecido, éste fue
determinado por PCR como se presenta en la Fig. 6. Gel de agarosa con los genes MIF y
NEOMICINA amplificados. Los ratones experimentales (columnas 1-6) en los cuales se
observa una banda amplificada a los 500 pb que corresponden al gen de resistencia a
neomicina y en los ratones MIF+/+ (columnas 7-9) muestran la expresion del gen que

codifica para MIF con un peso molecular de 200 pb.

Fig. 6. Electroforesis. Gel de agarosa al 1% en TBE el cual muestra la amplificacion a través de
PCR de los genes MIF a 200 pb y NEOMICINA a 500 pb en ratones de fondo genético BALB/c.
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IX. 2 Polidipsia

La baja secrecion de insulina y/o la baja sensibilidad a la insulina en el tejido muscular
conlleva a hiperglucemia y esto a hiper-osmolaridad sanguinea, por lo que la glucosa en
rifidén sobrepasa el umbral renal dando como consecuencia la glucosuria, ademas junto con
la salida de glucosa sale agua, llevando a poliuria y en consecuencia a una deshidratacion
celular, por lo que se estimulan los receptores del hipotalamo anterior para saciar la sed y se
presenta polidipsia. Por otra parte, al no entrar glucosa a la célula se estimulan los
receptores de los nucleos laterales de hipotdlamo por lo que hay polifagia [32]. En esta
investigacion valoramos los signos patognomoénicos de la DMT-2 (polidipsia, polifagia,
poliuria, glucosuria y pérdida de peso) en los ratones MIF+/+ STZ y MIF-/- STZ a la 6
semana post-induccion. En la Fig. 7 se puede observar que el consumo de agua en
promedio de los ratones MIF+/+ controles fue de 3.1 & 0.40 ml, MIF-/- controles 1.7+ 0.22
ml; mientras que para los ratones MIF+/+ STZ consumieron 10.73 + 1.97 ml de agua, (tres
veces mas) los ratones MIF-/- STZ 5.1 + 0.97 ml su consumo de agua fue de manera
moderada. Esto demuestra que los ratones MIF-/- STZ tuvieron menor polidipsia que los

ratones MIF+/+ STZ.
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Fig. 7. Polidipsia de los ratones MIF+/+ STZ y MIF-/- STZ. Barras representativas del promedio
de la cantidad de agua ingerida en 24 horas en la semana 6 post-induccion con STZ. Se expresan
los datos de 3 experimentos independientes con 5 ratones por grupo. * p<0.05 t de Student, n=15.

24



IX. 3 Polifagia

En relacion con el consumo de alimento en 24 horas. Se encontré que los ratones MIF+/+
control consumieron 1.82 £ 0.35 g, MIF-/- controles 2.15 + 0.08 g, mientras que los ratones
MIF+/+ STZ 4.93 + 0.76 g, los ratones MIF-/- STZ su consumo fue de 3.58 + 1.10 g, como
se observa en la Fig. 8. La diferencia fue estadisticamente significativa en los ratones
MIF+/+ STZ en comparacion con los ratones MIF+/+ y MIF-/- controles. No encontramos

diferencia significativa entre los ratones MIF+/+ STZ vs los ratones MIF-/- STZ.
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Fig.8. Polifagia de los ratones MIF+/+ STZ y MIF-/- STZ. Barras representativas la cantidad de
alimento ingerido en 24 horas. Se expresan los datos de 3 experimentos independientes con 5
ratones por grupo. * p<0.05 t de Student, n=15.
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IX. 4 Poliuria

La cantidad de orina excretada en 24 h por raton en el grupo MIF+/+ control el volumen
urinario fue de 0.65 £ 0.08 ml, MIF-/- controles fue de 0.66 + 0.06 ml mientras que en el
grupo de ratones MIF+/+STZ el promedio fue 7.96 + 1.47 ml, a diferencia de los ratones
MIF-/- STZ con 1.3 £0.17 ml como se puede observar en la Fig 9. Los ratones MIF-/- STZ
el volumen urinario es 7 veces menos que los ratones MIF+/+STZ. La diferencia fue
estadisticamente significativa en los grupos MIF+/+, MIF-/- y MIF-/-STZ vs el grupo
MIF+/+STZ. Esto demostrd que los ratones MIF-/-STZ tuvieron menor cantidad de

volumen urinario que los ratones MIF+/+STZ.
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Fig. 9. Poliuria de los ratones MIF+/+ STZ y MIF-/- STZ. Barras representativas del promedio de
la cantidad de orina excretada por raton en 24 horas. Se expresan los datos de 3 experimentos
independientes con 5 ratones por grupo. * p<0.05 t de Student, n=15
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IX. 5 Examen General de Orina

Los leucocitos, nitritos, urobilinogeno, proteinas, pH, eritrocitos, densidad, cetonas,

bilirrubinas y glucosa fueron determinados en orina de 24 horas, en ratones MIF+/+ y

MIF-/- inducidos con STZ en la semana 6, asi como sus controles respectivos. Como se

esperaba, los ratones controles estuvieron dentro de la normalidad, no hubo presencia

anormal de éstas moléculas y la densidad y pH fueron normales (datos no mostrados). En

ratones MIF+/+ STZ y MIF-/- STZ, el tnico parametro alterado fue la glucosuria. En la

Fig. 10 se puede observar que los ratones MIF-/-STZ tuvieron glucosuria de +++ a

diferencia de los ratones MIF+/+ STZ con glucosuria de ++++. Los pardmetros como

proteinas, eritrocitos fueron negativos por lo que, al parecer, a la 6 semana post-induccion

no hubo dafio renal a pesar de que el umbral renal estd incrementado para la glucosa. La

glucosuria fue menor en los ratones MIF-/- STZ.

Parametros MIF+/+ STZ MIF-/- STZ
Leucocitos negativo negativo
Nitritos negativo negativo
Urobilinogeno normal normal
Proteinas negativo negativo
pH 6 6
Eritrocitos negativo Negativo
Densidad 1.030 1.020
Cetona negativo negativo
glucosa ++++ 4+

Fig. 10. Examen General de Orina. Parametros medidos en la orina producida 24 horas de los
ratones MIF+/+ STZ y MIF-/- STZ en la semana 6 post-inducciéon utilizando tira reactiva
(SPINREACT). Se expresan los datos de 3 experimentos independientes con 5 ratones por grupo.
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IX. 6 Glucosuria

Posteriormente procedimos a la cuantificacion de glucosa en orina a través del glucometro
en los grupos experimentales MIF+/+ STZ y MIF-/- STZ. Como se observa en la Fig.11
La glucosuria en los ratones MIF-/- STZ fue de 281 + 24 mg/dl, y en ratones MIF+/+ STZ
la glucosuria fue de 432 + 63 mg/dl, casi 2 veces mdas alta, la diferencia fue
estadisticamente significativa. Lo que demostré que los ratones MIF-/- STZ tuvieron

menor glucosuria que los ratones MIF+/+ STZ.
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©
(@))
£ 300
©
8 200+
(&)
=
D 100+

0

6 semana post-induccion

Fig. 11. Glucosuria de los ratones MIF+/+ STZ y MIF-/- STZ. Barras representativas del
promedio la cantidad de glucosa en orina de 24 horas en la semana 6 post-induccion con STZ. Se
expresan los datos de 3 experimentos independientes con 5 ratones por grupo. * p<0.05 t de
Student, n=15

28



IX7 Talla

La pérdida de peso en pacientes con DMT-2, asi como la baja talla en ratones se ha
explicado como consecuencia de la accidon inhibitoria de insulina sobre la lipdlisis y
proteolisis [33]. La talla en los ratones MIF+/+ Control adulto en promedio a las 15
semanas tuvieron una talla de 22.9 = 0.64 y la talla de los ratones MIF-/- Control fue de
18.88 + 1.11. Los ratones MIF+/+ STZ y MIF-/- STZ a las 7 semanas de edad tiempo en el
cual fue administrada la dosis de STZ su talla fue de 15.85 + 0.29 y 14.97 + 1.46
respectivamente. Al final del experimento a las 8 semanas post-induccion la talla fue en los
ratones MIF+/+ STZ 15.53+ 0.975 y en MIF-/- STZ fue de 17.94.7 + 0.25 como se puede
ver en la Fig. 12. Los ratones MIF+/+ STZ dejaron de crecer, a diferencia de los ratones

MIF-/-STZ que su crecimiento continuo.

Fig. 12. Talla en ratones MIF+/+ STZ y MIF-/- STZ a la 8" Semana post-induccion, los ratones
dejaron de crecer a diferencia de los ratones MIF-/-STZ que alcanzaron la talla de un raton adulto.
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IX. 8 Peso

El peso inicial en los ratones adultos MIF+/+ control fue de 21.20 + 0.45 g a diferencia de
los ratones adultos MIF-/- fue de 19.69 + 0.80 g. Esta diferencia inicial de los ratones
adultos MIF+/+ y MIF-/- estuvo relacionado a la condicion de knockout de los ratones
MIF-/-. Los ratones MIF+/+ y MIF-/- controles, después de 8 semanas, aumentaron de peso
a 25.26 +£0.77 gy 22.03 = 1.0.3 g respectivamente. Observamos en la 4 semana que los
ratones MIF+/+ STZ perdieron peso de 21.20 = 0.45 a 20.41 + 0.86 g, no asi los ratones
MIF-/- STZ que no perdieron peso, sino que incrementaron ligeramente su peso de 18.54 +

0.29220.03 £0.61 g, como se puede observar en la Fig. 13.

A la 4* semana los ratones MIF+/+ control tuvieron un peso de 24.38 £+ 0.66 y los ratones
MIF+/+ STZ fue de 20.41 £ 0.86. A la 8" semana los ratones MIF+/+ control tuvieron un
peso de 25.26 + 0.77 y los ratones MIF+/+ STZ fue de 21.19 + 1.25 las diferencias fueron
significativas. Los ratones MIF+/+ STZ no lograron alcanzar el peso de un ratén adulto

MIF+/+ control.

-EF MIF+/+ Control
ﬁ -©- MIF-/- Control
-B- MIF+/+ STZ

-8~ MIF-/- STZ
*

Peso (g)

16IIIIIIIII
0 1 2 3 4 5 6 7 8

semanas post-induccion

4 semana MIF+/+ Control vs 4 semana MIF+/+ STZ *P=0.0078
8 semana MIF+/+ Control vs 8 semana MIF+/+ STZ *P=0.0371

Fig. 13. Peso Corporal de los ratones MIF+/+ STZ y MIF-/- STZ. Curso temporal de peso de la
semana 0 hasta la semana 8 post-induccion. Se expresan los datos de 3 experimentos independientes
con 5 ratones por grupo. * p<0.05 t de Student, n=15
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IX. 9 Curva de Tolerancia a la Glucosa

Los ratones MIF+/+ y MIF-/- controles, no tratados con STZ presentaron la curva tipica.
Cuando se administré 1.5 g/Kg de glucosa los valores fueron a los 30 min 144.6 £ 8.53 y
98.38 + 3.076 mg/dl respectivamente, a los 120 min fueron de 118.0 + 7.9 y 83.13 £ 3.36
mg/dl. Los valores no fueron mayores a 200 mg/dl. Como podemos observar en la figura
14. Los ratones MIF+/+ y MIF-/- tratados con STZ tuvieron hiperglucemia después de la
administracion de glucosa, a los 30 minutos alcanzaron un pico méaximo por arriba de los
351.7 £ 28.58 mg/dl vs 271 £+ 25.62 mg/dl respectivamente. Sin embargo, después de 90
min los ratones fueron capaces de restablecer los valores de glucosa, a los 120 min la
glucemia los valores fueron 196.4 + 17.36 mg/dl para los ratones MIF+/+ STZ y 166.3 +
11.03 mg/dl para los ratones MIF-/- STZ. Los ratones MIF-/- STZ presentaron glicemias al
inicio del experimento no tan altas como los MIF+/+ STZ como podemos observar en la

Fig. 14. En ambos casos las curvas confirman el diagndstico de diabetes tipo 2 (DMT-2).

Fig. 14 A Fig. 14 B
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Fig. 14. Curva de tolerancia a la glucosa oral. A) CTG de los ratones MIF+/+ Control y MIF-/-
Control. B) CTG de los ratones MIF+/+ STZ y MIF-/- STZ. Cinética de los niveles de glucosa en
sangre desde el 0 min hasta los 120 min. Se expresan los datos de 3 experimentos independientes
con 5 ratones por grupo. * p<0.05 t de Student. n=15

31



IX. 10 Concentracion de glucosa en sangre

Los ratones MIF+/+ control y MIF-/- controles tuvieron glicemias en ayuno de 6 horas de
113.3+8.379 y 75.13 £ 6 mg/dl + mg/dl. Después de la administracion de la STZ a partir
de la 3* semana se incremento la glucemia a valores de 267.4 + 48.87 en ratones MIF+/+
STZ y 132.4+ 2.7 en ratones MIF-/- STZ. El incremento de los niveles de glucemia a partir
de la 5* semana post-induccion fue de valores de 256.6 mg/dl = 37.11, incrementaron la
glucemia a 308 mg/dl £ 39.92 de la 6* a la 7* semana post-induccidon, como se observa en la
Fig. 15. Lo que demuestra que los ratones MIF-/- STZ tienen menor glicemia que los

ratones MIF+/+ STZ. La diferencia fue estadisticamente significativa.

400~
x * 4 -EF MIF+/+ Control
~ -©- MIF-/- Control
3 3007 —B- MIF+/+ STZ
£ —-&— MIF-/- STZ
c 200+
[%2]
3
R - o o M R RSt S

O L] L] L] L] L] L] L]

0 1 2 3 4 5 6 7 8
semanas post-induccién

Fig. 15. Glicemias de glucosa en sangre en los ratones MIF+/+ STZy MIF-/- STZ. Cinética
de los niveles de glucosa antes de la induccion con STZ y de la semana 1 a la 8 post-induccién. Se
expresan los datos de 3 experimentos independientes con 5 ratones por grupo. * p<0.05 t de
Student, n=15.
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IX. 11 Histologia de pancreas.

El corte de pancreas de raton MIF+/+ control a 20x muestra los acinos pancreaticos
representa la mayor parte del o6rgano. El islote de Langerhans la porcion endocrina de
pancreas se encuentran dispersos en toda la porcidon exocrina de la glandula. Ellos reciben
irrigacion de los vasos sanguineos casi siempre cercanos, tejido conectivo interlobular son
bastantes extensos en ciertas regiones y muy delgados en las zonas interlobulillares como

se observa en la Fig. 16.

Fig. 16. Corte histoldgico de pancreas de raton MIF+/+ Control a 20x. Muestra el tejido
parenquimatoso glandular del pancreas con multiples estructuras acinosas, agrupadas en lobulos,
separadas por tabiques de tejido conectivo interlobular, vasos sanguineos [34]. Se observa ademas
la presencia de una formacion redondeada de color rosa palido y numerosos nucleos pequeiios, es el
islote de Langerhans [35].
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IX. 12- Cortes histoldgicos de pancreas ratones controles

Pancreas de raton MIF+/+ control a 40x muestra islote de Langerhans con cordones
celulares caracteristico de la conservacion de la arquitectura histologica de un islote
integro. Ademas se observa a 100x célula con nucleo eucromatico. En pancreas de raton
MIF-/- control 40x encontramos células abundantes y células bien definidas agrupadas en
ambos grupos MIF+/+ y MIF-/- controles encontramos integridad del islote de Langerhans
como integridad celular como se puede observar en la Fig. 17.

MIF+/+ Control 40 x MIF+/+ Control 100 x

~ X

1 2

1.- Cordones celulares
2.- nticleo eucromatico

3.- célula bien definida MIF-/- Control 40 x MIF-/- Control 100 x
4.- células agrupadas

/ -

Fig. 17. Islote de raton MIF+/+ control y MIF-/- control. Los islotes de Langerhans tienen una
configuracion mas o menos esférica, las células estan dispersas al azar conservando cordones
celulares. Cada islote consta de células A, B, G y D, Cabe destacar que en humanos, son mas
abundantes las células B, que se suelen ubicar en el centro del islote, mientras que las células o por
lo general, estan en la periférica. En roedores la célula B esta rodeada por células o [36].
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IX. 13 Cortes histologicos de pancreas de ratones MIF+/+ STZy MIF-/-STZ

Pancreas de raton MIF+/+ STZ a 40x muestra islote de Langerhans caracteristico de la
conservacion de la arquitectura histoldégica. Ademas se observa a 100x células bien
definidas. En pancreas de raton MIF-/- STZ 40x encontramos células agrupadas y a 100x
hay células binucleadas. En ambos grupos MIF+/+ y MIF-/-STZ encontramos integridad
del islote de Langerhans como integridad celular como se observa en la Fig- 18. No hay
infiltracion leucocitaria.

MIF+/+ STZ 40 x MIF+/+ STZ 100x
7
1
«—?

1.-abundantes células
2-c8lulas definidas MIE-/- STZ 40 x MIF-/- STZ 100 x
3.-células agrupadas
4.- nucléolos evidentes 4

N

Fig. 18. Islote de raton MIF+/+ STZ y MIF-/- STZ. Las células del islote se observan
abundantes, bien definidas y agrupadas. Las células presentan nucléolos evidentes. No se encontrd
insulitis en ningtn islote de Langerhans.
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IX. 14 NUmero de islotes de Langerhans.

Con la finalidad de comprobar si las glicemias no tan elevadas, observadas en ratones
MIF-/- STZ, se debia a un menor dafio en el islote pancredtico generado por la
administraciéon de STZ, contamos los islotes de Langerhans de ratones MIF+/+ STZ y MIF-
/- STZ comparados con sus respectivos controles. Los ratones se sacrificaron a la &?
semana post-induccion en donde tomamos la cantidad de islotes del grupo MIF+/+ control
como el 100%. Como se muestra en la Fig. 19 encontramos 92% para el grupo MIF-/-

control, 13 % islotes en el grupo MIF+/+ STZ, 35% de islotes en el grupo MIF-/- STZ.
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Fig. 19. Numero de Islotes pancreaticos MIF+/+ STZ y MIF-/- STZ después de 8 semanas post-
induccion. Se expresan los datos de 3 experimentos independientes con 5 ratones por grupo. *
p<0.05 t de Student. n=15
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IX. 15 Determinacion de RNAm de insulina.

Con la finalidad de establecer si habia diferencias en la produccion de insulina entre los
ratones MIF-/- STZ vs MIF+/+ STZ, se hizo RT-PCR para el transcrito de insulina. La
abundancia del RNAm de insulina en los ratones MIF+/+ control fue normalizado a 1%. En
la Fig. 20 se puede apreciar que los ratones MIF-/- controles expresan menos abundancia
del RNAm, 0.75% de insulina, que los MIF+/+ controles, sin que esto afecte su salud. Una
vez que los ratones MIF+/+ y MIF-/- recibieron la STZ expresaron una reduccion de la

abundancia del RNAm de insulina de 0.21% y 0.25% respectivamente.

15n
E3 MIF +/+ Control

@3 MIF -/- Control
3 MIF +/+ STZ
B MIF-/- STZ

Expresion relativa de insulina/18s rRNA

Fig. 20. Medicion de la abundancia del RNAm de insulina de los islotes pancreaticos MIF+/+
STZy MIF-/- STZ. Se expresan los datos de 1 experimento con 5 ratones por grupo.
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IX. 16 Determinacion de TNF-a

En el grupo MIF+/+ control en el tiempo 0, la concentracion de TNF-a fue 160. + 65.63
pg/ml y para el grupo MIF-/- control 120 + 22.93 pg/ml. En los ratones MIF+/+ STZ
existe un incremento de TNF—a y sostenido, a la 6 semana se observo un pico maximo de
665 = 1.89 ng/ml en comparacion con el grupo MIF-/- STZ 117.5 £ 25.69, posteriormente
se observo una disminucidon en la concentracion de TNF-a. Durante toda la cinética se
observo mayores concentraciones de TNF-a. en ratones MIF+/+ STZ en comparacion con

los ratones MIF-/- STZ, como se observa en la figura 21.
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Fig. 21. Cinética de TNF-a. en los ratones MIF+/+ STZ y MIF-/- STZ de la semana | a la 8
post-induccion. La medicidn en el tiempo 0 representa el grupo control. Se expresan los datos de 2
experimentos independientes con 5 ratones por grupo. * p<0.05 t de Student. n=10

38



IX. 17 Determinacion de IL-1p

El grupo MIF+/+ control la concentracion de IL-1f fue de 1320 + 44.72 pg/ml en el tiempo
0, el grupo MIF-/- control fue de 470 + 93.91 pg/ml la diferencia fue estadisticamente
significativa desde el inicio. En los ratones MIF+/+ STZ incremento la concentracion de
IL-1B hasta la 6 semana concentraciones de 2260 + 250 a. Los ratones MIF-/- STZ sus
niveles estuvieron bajos desde la 1* semana de 290 + 60.17 hasta la 8* semana de 1029 +
207.9 como se observa en la Fig. 22. Lo que hace pensar que la ausencia de MIF favorece

una disminucion de IL-1f en los ratones MIF-/- STZ.
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Fig. 22. Cinética de IL-1p en los ratones MIF+/+ STZ y MIF-/- STZ. De la semana | ala 8
post-induccion. La medicion en el tiempo 0 representa el grupo control. Se expresan los datos de
un experimento con 5 ratones por grupo. * p<0.05 t de Student. n=10.
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IX. 18 Determinacion de IL-10

La citocina IL-10 es un inhibidor de los macrofagos activados y, por tanto, participa en el
control de las reacciones inmunitarias innatas. IL-10 se produce fundamentalmente en los

macrofagos activados y los linfocitos T, es un regulador por retroalimentacién negativa.

En los ratones MIF-/- STZ encontramos cifras similares a los MIF+/+ y MIF-/- Controles
503.6 &+ 124. En ratones MIF+/+ STZ la produccion de IL-10 se incremento a partir de la 5*
2242 + 346 y hasta la 8 semana 1940 + 328. En los ratones MIF-/- STZ las concentracion
maxima fue a la 8 semana con 1029 + 207como se observa en la Fig. 23. La elevacion de la

concentracion en suero de IL-10 es estadisticamente significativa en los ratones MIF+/+

STZ.
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Fig. 23. Cinética de IL-10 en los ratones MIF+/+ STZ y MIF-/- STZ. De lasemanaOala8
post-induccion. Se expresan los datos de dos experimentos independientes con 7 ratones por grupo.
* p<0.05 t de Student. n=14.
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1X.19 Determinacion de I1L-4

La principal fuente de IL-4 son los linfocitos T CD4+ de la subpoblacion TH2 una de las
principales funciones de IL-4 es la supresion de las reacciones que dependen de los
macrofagos. La produccion de IL-4 en los ratones MIF+/+ control y MIF-/- control fue de
17.13 £ 0.30 y 15.72 £ 1.36 respectivamente. Sin embargo, a partir de la 3* semana las
concentraciones se incrementaron en los ratones MIF+/+ STZ a 242 + 26.73 y en los
ratones MIF-/- STZ a 15.73 + 1.36 en la 6* semana se observo un pico maximo en los
ratones MIF+/+ STZ a 598 + 114.4 y en ratones MIF-/- STZ 244.4 + 48.9 el incremento
de la concentracion de IL-4 fue observado de la 3* y hasta la 8 semana en el grupo de los

ratones MIF+/+ STZ como se observa en la Fig.24.

800+
H MIF+/+ Control

© MIF-/- ControlL
B MIF+/+ STZ
@ MIF-/- STZ

IL-4 (pg/ml)
B D
o o
e e

N

o

o
L

o
1

O I 2 3 4 5 6 7 8
semanas post-induccién

Fig. 24. Cinética de IL-4 en los ratones MIF+/+ STZ y MIF-/- STZ. De la semana 0 a la 8
post-induccién. Se expresan los datos de dos experimentos independientes con 7 ratones por grupo.
* p<0.05 t de Student. n=14.
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X. DISCUSION

El modelo de diabetes se desarroll6 administrando una unica dosis de 130 mg/Kg de STZ
en ratones MIF+/+ y MIF-/-. El modelo cumplié con las caracteristica principales de la
enfermedad como son la poliuria, polidipsia, polifagia, pérdida de peso y glucosuria (Fig.7-
15). Aun cuando no existen cifras oficiales de glucemia para determinar diabetes en los
modelos murinos hay coincidencias entre varios autores en los niveles de la glucosuria para
establecer la diabetes tipo 2, Ming Zhang y cols. consideraron el diagnostico de diabetes
tipo 2 con cifras de glicemia por arriba de 11.1 mmol/L (equivalente a 200 mg/dl)
empleando multiples dosis de 35 mg/kg de STZ [37]. Ito y cols. consideraron diabetes tipo
2 cuando las cifras de glicemia eran alrededor de 266 + 58 mg/dl con una sola dosis de 100
mg/kg de STZ [38]. En este trabajo el diagnostico de diabetes se hizo con las glicemias en
ayuno de 6 horas por arriba de 140 mg/dl apoyados ademas con la curva de tolerancia a la

glucosa (CTG) 2 determinaciones por arriba de 200 mg/dl en ayuno de 8 h.

Los resultados aqui presentados muestran que las glicemias en los ratones MIF+/+ STZ
estuvieron mas elevadas en comparacion con los ratones MIF-/- STZ (Fig. 15). De tal

manera que los ratones MIF-/- STZ presentaron signos menos severos de la diabetes.

En la diabetes mellitus tipo 1 (DMT1) se ve afectada la talla con una retencion significativa
del crecimiento. Fisiologicamente se ha observado un aumento en la secrecion de la
hormona de crecimiento, el mecanismo de este exceso no esté claro, pero existe evidencia
de un trastorno en la regulacion hipotalamica tanto de los estimulos positivos como en los
negativos por parte de la hormona liberadora de la hormona de crecimiento (GHRH) sin

embargo también hay una disminucion de los receptores de la hormona de crecimiento [39].

En este modelo de tesis los ratones MIF+/+ STZ tuvieron talla significativamente
disminuida asociada a hiperglicemia, a diferencia de los ratones MIF-/- STZ que tuvieron

talla semejante a los ratones MIF-/- controles (sanos) (Fig. 12).

Por otro lado, también observamos una pérdida de peso significativa en los ratones MIF+/+
STZ con respecto a los MIF-/- STZ, esta pérdida de peso seguramente estuvo asociada a la
talla disminuida que tuvieron, y posiblemente a dos efectos adicionales; por un lado la

descompensacion metabolica que conlleva a lipolisis y protedlisis, y por otro lado al
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incremento de la produccion de TNF-a observada en los MIF+/+ STZ (Fig.22), ya que es
bien conocido que la sintesis prolongada de TNF-a provoca pérdida de células musculares

y adiposas, lo que se conoce como caquexia [40].

El mecanismo de accion de la STZ es danar el DNA de la célula B por alquilaciéon llevando
a la célula a apoptosis o necrosis. La STZ favorece la produccion de oxido nitrico (ON) el
cual contribuye a la destruccion del islote pancreatico [41]. Una sola dosis alta de STZ
(100 a 200 mg/Kg) ocasiona un dafio severo al islote pancredtico pero no favorece la
infiltracion leucocitaria, como en el caso del modelo de DMT 1 inducida por multiples
dosis bajas de STZ (35 a 45 mg/Kg), el cual se caracteriza por un proceso inflamatorio

crénico que conlleva a la infiltracion de linfocitos y otras células.

En el modelo aqui reportado de una sola dosis de 130 mg/Kg de STZ se observo el dafio
inicial generado por la administracion de la STZ reflejado en la pérdida de islotes
pancreaticos. En el caso de los ratones MIF+/+ STZ esta perdida fue del 87% mientras que
en los ratones MIF-/- STZ fue menor, apenas del 65%. Al parecer la deficiencia de MIF

protegid al pancreas de una pérdida mayor de islote generada por la STZ.

Ademés, las histologias de los pancreas demostraron que los islotes que quedaron tanto de
los ratones MIF+/+ STZ y MIF-/- STZ no tuvieron cambios morfologicos y tampoco
encontramos infiltracion leucocitaria (Fig. 18), a diferencia del modelo de bajas dosis
continuas de STZ para desarrollar DMT-1. Sin embargo, habria que determinar la presencia
de macréfagos y medir la concentracion de ON en los islotes ya que es producido al ser
destruido el islote por la STZ, asi mismo faltaria determinar si la ausencia de MIF protege

al islote de la produccion de ON y por tanto esto pudiera disminuir el dafio al islote.

Con los datos aqui presentados no podemos establecer claramente el tipo de diabetes
generada con éste modelo de una unica dosis, pues aunque no presenta caracteristicas de
diabetes tipo 1, tampoco es del todo convincente de una diabetes tipo 2, como ha sido
previamente reportado [38]. Esto debido a que los niveles de RNAm para insulina fueron
bajos para ambos grupos (MIF+/+ STZ y MIF-/-STZ) en comparacion con los controles
(Fig. 20). En el caso de los ratones MIF+/+ STZ, a pesar de existir un menor numero de

islotes en comparacion con los MIF-/-STZ (Fig.19), los niveles de RNAm de insulina
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fueron semejantes a los niveles de MIF-/- STZ, lo que sugiere que los islotes que no
murieron de MIF+/+ STZ fueron capaces de compensar los niveles de insulina (Fig. 15). La
disminucion observada del transcrito de insulina en ambos grupos pudo estar en funcién de
la pérdida de islotes pancreaticos mas que atrofia de los mismos. De manera interesante se
observo que el grupo de ratones MIF-/- control el transcrito para insulina fue ligeramente
menor que el MIF+/+ control (Fig. 20), lo que apoya que la expresion del gen de MIF esta

participando en la sintesis de insulina como ha sido previamente reportado[11,13].

También se determiné la secrecion de insulina de los islotes pancreaticos, bajo el estimulo
de glucosa en concentracion basal (5SmM) y concentracion alta de glucosa (15mM),
encontrando que los islotes provenientes de ratones MIF+/+ STZ escasamente liberaron
insulina en ambas concentraciones de glucosa, mientras que los islotes provenientes de
ratones MIF-/- STZ liberaron insulina con baja glucosa (SmM) y con alta glucosa (15mM)
al igual de ratones MIF+/+ controles. Esto tltima observacion no es coincidente con el
trascrito de insulina detectado para los ratones MIF+/+ STZ por lo cual por lo que habria

que hacer nuevamente el experimento para confirmar ¢ descartar este dato.

Por otro lado, se ha sugerido que la citocina TNF-a es un potente mediador de las
anormalidades en la homeostasis de glucosa [42-44]. En cultivos celulares se ha observado
que TNF-a y otras citocinas alteran el metabolismo de la glucosa en tejido adiposo,
musculo esquelético e higado. Se ha encontrado que ratas y pacientes obesos expresan
niveles elevados de TNF-o[27,31]. In vivo la neutralizacion de TNF-o mejora
draméaticamente la sensibilidad a la insulina y mejora la captacion de glucosa por tejidos

periféricos [43].

La produccion incrementada de TNF-o en la DMT-2 ha sido relacionada con la hipertrofia
de adipocitos [5]. TNF-a es una citocina incrementada en el proceso de tipo inflamatorio
tanto de procesos infecciosos como no infecciosos [45]. En este trabajo de tesis se
determind la concentracion de TNF-a en suero de los diferentes grupos de ratones MIF+/+

STZ y MIF-/- STZ asi como en su respectivos controles (ratones sanos).

Los niveles de TNF-a e IL-1p en los ratones MIF+/+ STZ fueron altos y constantes desde

el inicio del tratamiento con STZ, a diferencia de los ratones MIF-/- STZ con niveles
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normales. Los niveles elevados de IL-1P y TNF-a, coincidieron con la hiperglucemia en
ratones MIF+/+ STZ (Fig.15, 22, 23). Mientras que en los MIF-/- STZ los niveles de IL-
1B y TNF-a fueron casi normales y coincidieron con una menor patologia diabética . Por lo
que puedo sugerir que la deficiencia de MIF podria estar regulando de manera negativa la
expresion de TNF-a e IL-1P a nivel sistémico, faltaria determinar la expresion de estas

citocinas en el islote pancreatico de ambos grupos experimentales.

El incremento de TNF-a observado en los ratones MIF+/+ STZ podria estar relacionado
con una posible resistencia a la insulina es un mecanismo temprano de la DMT-2. Dado que
la hiperglucemia observada en este grupo de ratones debe influir de manera positiva en la
secrecion de la insulina, pero no se observa una regulacion de las glicemias, posiblemente
también haya resistencia a la insulina en este modelo por lo que es necesario hacer una

curva de resistencia a la insulina para establecer si hay o no hay resistencia a la insulina.

El incremento de IL-1p observado en los ratones MIF+/+ STZ podria estar relacionado con
un proceso de inflamacion inherente al tratamiento con STZ, si estan concentraciones de
IL-1B estuvieran elevadas en los islotes, con el tiempo provocara pérdida de los islotes

pancreaticos [46].

Por otro lado, se sabe que las citocina anti-inflamatorias como la IL-4 e IL-10 tiene efectos
benéficos disminuyendo la glucemia. La actividad fisica incrementa los niveles de citocinas
anti-inflamatorias (IL-10 e IL-4) y de adiponectina y disminuyen las citocinas pro-

inflamatorias (TNF-a, IL-6, IL-1/), la proteina C reactiva 'y los niveles de glucemia [47].

Particularmente, la IL-4 favorece la sensibilidad a la insulina a través de la regulacion de la
fosforilacion de Akt y de inhibir el depdsito de lipidos [48]. Mientras que la IL-10 suprime los
efectos de las citocina TNF-o, ademas incrementa las funciones de las células B en
respuesta a la glucosa previniendo el desarrollo de la diabetes. Ademas la IL-10 se ha
propuesto como un regulador positivo de la sensibilidad a la insulina ya que incrementa la
captacion a la glucosa en el musculo [49]. Un estudio reciente con una poblacion de

Holanda demostrd una correlacion directa de concentraciones disminuidas de IL-10 con un
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incremente significativo de glucemia y triglicéridos, mientras que niveles incrementados de

IL-10 correlacionaron con proteccion contra la DMT?2 y el Sindrome Metabolico [50].

Contrario a lo esperado, los ratones MIF+/+ STZ (con mayor patologia diabética) tuvieron
niveles incrementados de IL-10 e IL-4 en suero a partir de la semana 5 y 3 respectivamente,
después de la induccion con STZ, a diferencia de los ratones MIF-/- STZ que sus niveles de

IL-10 fueron semejantes a los ratones MIF+/+ y MIF-/- controles (Fig.23 y 24).

Los ratones MIF+/+ STZ posiblemente tuvieron incrementada la concentracion de IL-10 e
IL-L4 como reflejo de un mecanismo regulador de inflamacion intentando suprimir los
efectos inflamatorios de los macrofagos productores de TNF-a e IL-1 B. Esto ultimo tiene

que se estudiado a mayor profundidad.

Por todo lo arriba expuesto puedo decir que el modelo de diabetes por una tnica dosis de
STZ es un modelo viable para el estudio de la patologia diabética. Sin embargo hay que
establecer con mayor claridad el tipo de diabetes que se desarrolla, o si es una combinacion
de DMT1 y DMT2. En cualquiera de los casos se puedo establecer que MIF tiene una

influencia importante para el desarrollo de la patologia diabética.
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X CONCLUSIONES

Los ratones MIF-/- y MIF+/+ sanos (controles) tuvieron un comportamiento

semejante.

Los ratones MIF-/- STZ fueron diferentes que los ratones MIF+/+ STZ. Los ratones
MIF-/- STZ presentaron patologia diabética menos severa, la concentracion de
glucemia fue baja, mientras que las concentraciones en suero de citocinas pro-
inflamatorias (TNF-a e IL-1B) vy citocinas anti-inflamatorias (IL-10 e IL-4) fueron

iguales los controles.

La ausencia de MIF protege de la hiperglicemia y disminuye la inflamacion

sistémica.
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SOLUCIONES Y REACTIVOS

Buffer de solucidn salina amortiguadora con fosfatos (PBS) para 10 L y pH 7.4
80g NaCL (J. T Baker)

11.6g Na2 HPO4 (J. T Baker)

2g KH2 PO4 (J. T Baker)

2g KCL (ICN Biomedicals)

Buffer TBE 10x

Tris base (890mM) (Sigma Chemicals)

Acido Boérico (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

Solucion de bloqueo (ELISA)
1000ml de PBS mas 1% de Albumina sérica bovina (ICN Biochemicals)

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

Sustrato ABTS para revelado (ELISA)

Adicionar 150 mg de ABTS (ICN Biochemicals) en 500ml de 0.1M de &cido citrico en
agua destinada y con NaOH llevar a un pH de 4.35, posteriormente se hicieron
alicuotas de 11 ml 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 + Antibiotico)

500 mL de Hanks con rojo fenol

500 pl de Gentamicina o antibidtico/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 Ficool durante toda la noche en el cuarto frio (a velocidad de 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
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11%: 4.0 mL de Ficoll + 6.0 mL de Hanks
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