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1. RESUMEN

La intolerancia a la glucosa (IGT) es un estado intermedio de hiperglucemia que
se caracteriza por un aumento en el numero de macrofagos pro-inflamatorios M1
en el tejido adiposo de ratones obesos y humanos, disminuyendo ademas la
proporcién de macrofagos anti-inflamatorios M2. Los macréfagos M1 producen
abundantemente TNF-a que contribuyen a generar resistencia a la insulina, a la
hiperglucemia, apoptosis de las células 3 pancreaticas y finalmente promueve la
intolerancia a la glucosa. En el tejido adiposo de ratones de peso normal, los
macréfagos M2 secretan IL-10 y con ello aumenta la sensibilidad a la insulina. El
objetivo de este estudio fue administrar macrofagos M2 en ratones obesos como
tratamiento para la intolerancia a la glucosa. Para generar un modelo de ratén
obeso que simula la IGT humana, utilizamos una combinacion de dieta alta en
grasas (HFD) y estreptozotocina en dosis bajas (STZ). Los macrofagos M2
administrados se obtuvieron de monocitos derivados de la médula 6sea y se
cultivaron in vitro con IL-4 / IL-13. El fenotipo M2 se verific6 con CD206 mediante
ensayos de citometria de flujo. Los macréfagos M2 (densidad de 7X10°%) se
administraron cada tercer dia en los ratones por una semana. Los efectos de los
macréfagos M2 en la IGT se examinaron con una prueba de tolerancia a la
glucosa (GTT). La alimentacién con HFD aument6 50% el peso corporal y las
dosis bajas de STZ produjeron una hiperglucemia importante en comparacion con
los controles. En este modelo de ratén que imita la IGT se administro los
macrofagos M2. Los macrofagos cultivados y activados hacia el fenotipo M2
fueron CD206". Los niveles de glucosa medidos con GTT se redujeron en 89%
después de la administracion de macréfagos M2 CD206", en comparacion con los
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controles. Estos resultados sugieren que los macréfagos M2 disminuyeron la
intolerancia a la glucosa. Ademas, los ratones obesos no modificaron su peso
corporal incluso con el tratamiento de los macréfagos M2. Teniendo en cuenta
toda esta informacion, la proporcién de macrofagos M1y M2 parece tener un
desequilibrio en el tejido adiposo que esta asociado con mayor secrecion de TNF-
a y menor de IL-10, lo que aumenta la resistencia a la insulina e intolerancia a la
glucosa. Este estudio mostro que la administracion de macréfagos M2 en el tejido
adiposo disminuyd la IGT en un modelo de ratones obesos que simulaban la IGT.
Estos hallazgos pueden abrir nuevas opciones terapéuticas contra el deterioro de

la tolerancia a la glucosa mediante el uso de macréfagos anti-inflamatorios M2.

Palabras clave: Intolerancia a la glucosa, Inflamacion, Macrofagos M1,

Macrofagos M2, Terapia



2. ABSTRACT

Impaired glucose tolerance (IGT) is an intermediate hyperglycemia state
characterized by the increased number of pro-inflammatory M1macrophages in
adipose tissue of obese mice and humans, while the number of anti-inflammatory
M2 macrophages is reduced. The M1 macrophages overproduce TNF-a and
contribute to insulin resistance as well as hyperglycemia, apoptosis of pancreatic 3
cells and promote IGT. In adipose tissue of lean mice M2 macrophages secreted
IL-10 and increase the insulin sensitivity. The aim of this study was to administer
M2 macrophages in obese mice as treatment of the IGT. To generate an obese
mice model mimicking human IGT, we used a combination of high-fat diet (HFD)
and low-dose streptozotocin (STZ). The M2 macrophages administrated were
obtained from monocytes bone marrow- derived and cultured in vitro with I1L-4/IL-
13. The M2 phenotype was verified with CD206 by flow cytrometry. Every other
day M2 macrophages (density of 7x10°) were administered in the mice per a week.
The effects of M2 macrophages on IGT were examined with a glucose tolerance
test (GTT). HFD feeding increased 50 % of body weight and subsequent low-dose
STZ led a substantial hyperglycemia compared with controls. In this mouse model
mimicking IGT has been administered M2 macrophages. The macrophages
cultured and activated towards M2 phenotype were CD206". The glucose levels
measured with GTT reduced 89% after the administration of M2 macrophages
CD206" compared with controls. These results suggest that M2 macrophages
decreased the IGT. In addition the obese mice was not modified their body weight
even with M2 macrophages treatment. Taking all this information into account,
macrophage M1 and M2 ratio seems to have an unbalance in adipose tissue which

3



is associated with secretion of TNF-a and lower IL-10 thus increased of insulin
resistance and IGT. The current study demonstrated that M2 macrophages
administration in adipose tissue decreased IGT in a mice obese model mimicking
IGT. This study may open new therapeutic options against impaired glucose

tolerance by using anti-inflammatory M2 macrophages.

Keywords: Impaired glucose tolerance, Inflammation, M1 macrophages, M2

macrophages, Therapy



3 .INTRODUCCION

La prediabetes es un estado intermedio de hiperglucemia con los niveles elevados
de glucosa plasmatica en ayuno (impaired fasting glucose, IFG por sus siglas en
inglés) o glucosa plasmética elevada posprandial (impaired glucose tolerance, IGT

por sus siglas en inglés)[1, 2].

La IGT o intolerancia a la glucosa es un estado de transicion de
normoglucemia a Diabetes Mellitus 2 (DM2), los pacientes con IGT son
asintomaticos y solo son diagnosticados tras realizarse una prueba de tolerancia
oral a la glucosa (oral glucose tolerance test, OGTT por sus siglas en inglés)[3]. En
un estudio longitudinal se observd que 48% de los sujetos con normoglucemia
progresaron a IGT[4], esto sugiere que la IGT es el principal estado de
hiperglicemia en que se presenta la prediabetes. Segun el Instituto Nacional de
Salud Pdublica, 17.1% de la poblacibn mexicana padece prediabetes, lo que
eventualmente aumenta el riesgo de padecer DM2 y enfermedades
cardiovasculares (cardiovascular disease, CVD por sus siglas en inglés)[5]. La
hiperglucemia en la IGT es el resultado de la resistencia a la insulina (RI) y la
disfuncién de las células B del pancreas, estos son dos efectos fisiopatolégicos
que también se encuentran en la DM2 pero en mayor severidad[1]. La DM2 se
caracteriza por la RI, hiperglucemia crénica, hiperinsulinemia y la disfuncién de las
células B del pancreas. Hasta 70% de los pacientes que padecen prediabetes
eventualmente desarrollaran diabetes, por lo tanto la deteccion y tratamiento

temprano de la IGT es muy importante para evitar la evolucion hacia DM2[6].



3.1 Laintolerancia a la glucosa como problema de salud publica

La intolerancia a la glucosa o prediabetes es una enfermedad metabdlica
caracterizada por la elevacion de los niveles de glucosa sanguinea en ayuno, sin
llegar a los observados en la DM2 (glucosa = 126 mg/dl)[7]. En 2015 la Federacion
Internacional de la Diabetes estim6 una prevalencia mundial de 318 millones y se
espera que llegue a los 482 millones de personas en el 2040[8]. El Centro para el
Control de Enfermedades en los Estados Unidos estimd en 2012 que cerca de 86
millones de personas, o uno de cada tres adultos tenian prediabetes[9]. Sin
embargo, el 90% de estos sujetos desconocen su diagnostico y el tiempo que la

han padecido[10].

Recientemente Park y colaboradores encontraron que tras realizar la
prueba oral de glucosa a las 2 horas para diagnosticar IGT, los niveles de glucosa
entre 180-199mg/dl eran un predictor para desarrollar DM2[11]. Se ha observado
que 70% de las personas con IGT desarrollardn DM2, esto sugiere que la
hiperglucemia crénica debida a la IGT podria favorecer la progresion a DM2[6]. Por
esta razon la Asociacion Americana de Diabetes (ADA) recomienda la deteccion

temprana de la prediabetes a través de la realizaciéon de una OGTT.

La prueba oral de tolerancia a la glucosa es el método mas utilizado y
certero para diagnosticar IGT, con una sensibilidad del 81%, consiste en medir la
glucosa en ayuno, posteriormente administrar 75gr de glucosa y hacer una
segunda medicién de glucosa a las 2 horas, si la glucemia es 140-199 mg/dl dan
la certeza del diagndstico de IGT[10]. Otro meétodo diagndstico utilizado es la

cuantificacion de la hemoglobina glucosilada (HbAIc), ésta se forma cuando la


javascript:void(0);

glucosa se une al grupo amino-terminal de la subunidad B de la hemoglobina y
refleja la hiperglucemia crénica. Se ha observado que el diagnéstico de IGT a
través de la cuantificacion de los niveles de HbAlc (entre 5.7-6.4%) solo tiene
35% de sensibilidad, lo que sugiere que no es un buen marcador para realizar el
diagnéstico de IGT. Interesantemente, los niveles de HbAIc 26.5% estan
directamente relacionados con complicaciones cardiovasculares, por lo que podria
ser utilizada como predictor de CVD [5, 10]. A pesar de observar en la IGT niveles
de glucosa intermedios, parece ser que estos niveles son los suficientemente
daninos para para promover el desarrollo de CVD como infarto agudo al miocardio

y enfermedad vascular cerebral[12].

La IGT, ademéas de predisponer al desarrollo de DM2, también parece ser
un factor promotor de CVD[13], estas dos patologias son la principal causa de
muerte en nuestro pais. Evidencia reciente muestra que la mortalidad es mayor en
las personas con IGT[6], por lo que se recomienda hacer pruebas en sujetos que
tengan factores de riesgo para intolerancia a la glucosa, como: un indice de Masa
Corporal (IMC) 235 kg/m?, la edad >60 afios, familiares de primer grado con DM2,

hipertrigliceridemia, colesterol HDL disminuido e hipertension[14].

En 2015 un estudio mostré los factores que se asociaban con el desarrollo
de la prediabetes, en el estudio se encontrO una fuerte asociacion entre la
obesidad y el desarrollo de la intolerancia a la glucosa[14]. Parece ser que la
obesidad es el principal factor de riesgo para desarrollar intolerancia a la glucosa
es la obesidad[15]. Actualmente la obesidad es un estado de inflamacién
sistétmica que, a través de procesos pro-inflamatorios, altera la via de
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sefalizacion de la insulina y como resultado aumenta la resistencia a la insulina,
una de las alteraciones en la historia natural de la intolerancia a la glucosa, como

veremos a continuacion[16-18].

3.1.2 Fisiopatologia de la intolerancia a la glucosa

La intolerancia a la glucosa es un estado de hiperglucemia y se caracteriza por
resistencia a la insulina y disfuncion de las células B del pancreas secundarios al
desarrollo de la obesidad[2, 15]. La hiperglucemia perjudica la secrecién de
insulina e induce apoptosis de las células B del pancreas. La hiperglucemia de la
IGT, a pesar de no ser tan elevada como en la DM2, parece ser lo suficientemente
toxica para inducir la muerte de las células [19, 20]. Este mecanismo, conocido
como glucotoxicidad, ademas de resultar en muerte celular promueve la
resistencia a la insulina, en estados de hiperglicemia crénica[21]. En sujetos
normoglucémicos la insulina favorece la captacion y almacenamiento de los acidos
grasos en forma de triglicéridos e inhibe la lipdlisis de los triglicéridos almacenados
en el tejido adipos[19]. En sujetos obesos con intolerancia a la glucosa un
mecanismo conocido como lipotoxicidad disminuye la captacion de glucosa en
musculo y aumenta la de &cidos grasos, en higado aumenta la produccién de
glucosa y en tejido adiposo aumenta la liberacion de acidos grasos(Fig. 1) [19, 22-
24]. Similar a la glucosa, los acidos grasos libres plasmaticos (FFA, Free fatty acid)
aumentan la resistencia a la insulina, alteran la funcion secretora de las células 3
inducen la apoptosis de esta ceélulas[21]. Por lo tanto, la combinacion de
hiperglucemia y FFA, a través de mecanismos de glucotoxicidad y lipotoxicidad,

disminuyen la funcion de las células B del pancreas. Ademas, la liberacion de los



acidos grasos del tejido adiposo de sujetos obesos induce una respuesta
inflamatoria, activando a macréfagos pro-inflamatorios a través del receptor tipo
Toll 4 (Toll-Like Receptor 4, TLR4 por sus siglas en inglés)[21]. La obesidad
incrementa aun mas la inflamacioén, ya que actualmente se considera un estado de
inflamacion sistémica que comprende la elevacion de niveles circulantes de Factor
de necrosis tumoral alfa (Tumor Necrosis Factor alfa, TNF-a por sus siglas en
inglés.), asi como disminucién en los niveles séricos de interleucina 10 (IL-10)[25].
Esta alteracibn en los niveles sistémicos de citocinas pro y anti-inflamatorias
favorece la activacion de macrofagos inflamatorios (M1), con capacidad de infiltrar
tejidos periféricos como el adiposo, el hepéatico y el muasculo esquelético,
disminuyendo, ademas, la proporcion de macréfagos anti-inflamatorios (M2) en
estos mismos tejidos (Fig.1) [26]. En tejido insulinodependiente, el TNF-a
sintetizado por los macrofagos M1 tiene un papel importante en la generacion de
la resistencia a la insulina, que conlleva a la intolerancia a la glucosa, y
posteriormente hiperglucemia crénica, hiperinsulinemia, apoptosis de células
pancreaticas y finalmente DM2[17, 27]. En el tejido adiposo de ratones con peso
normal se ha observado predominio de macréfagos M2 secretores de IL-10, lo
cual contribuye a la disminucién de los niveles locales de TNF-a y, por lo tanto, el
aumento de la sensibilidad a la insulina en los adipocitos[28]. Por lo tanto, el
desbalance de macréfagos M1 y M2 en tejido insulinodependiente de ratones
obesos, con la concomitante elevacion de TNF-a y disminucién de IL-10, parece
ser uno de los principales factores que contribuyen a la generacion de resistencia

a la insulina e intolerancia a la glucosa (Fig. 1)[29]. Estos datos parecen mostrar



gue los macrofagos tienen un papel muy importante en el desarrollo de resistencia

a la insulina e intolerancia a la glucosa.

Obesidad

V

Masculo Tejido adiposo Higado
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T Intolerancia a la glucosa
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Figura 1. Mecanismos que Promueven la Resistencia a la Insulina. La obesidad a través de la
lipotoxicidad induce alteraciones en musculo esquelético, tejido adiposo e higado que resulta en
aumento de la inflamacién sistémica y resistencia a la insulina (RI) en estos tejidos, y finalmente
intolerancia a la glucosa. Abreviaturas: FFA, Acidos grasos libres; TNF-a, Factor de necrosis
tumoral alfa; M1,macréfagos pro-inflamatorios M1; IL-10, Interleucina 10; M2, macréfagos anti-
inflamatorios M2. Modificado de Olefsky, 2010.
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3.2 La diversificacion fenotipica de los macrofagos y su funcion

en los procesos inflamatorios

Los macrofagos son las células mas plasticas del sistema hematopoyético
mieloide, estan involucradas en procesos de salud y de enfermedad y se
encuentran en todo los tejidos[30]. Su mayor funcidn es responder a patdogenos y
modular la respuesta inmune adaptativa a través del proceso y presentacion de
antigenos, otras funciones se centran en la generacion y resolucién de procesos
inflamatorios, ademéas de la reparacién de tejidos[31]. Los monocitos son las
células precursoras de los macrofagos, se encuentran en la médula 6sea, pueden
extravasar la pared vascular y entrar al torrente sanguineo. Después de tres dias
estas células se diferenciardn a macrofagos y células dendriticas (Fig. 2)[30].
Durante la diferenciacion, los monocitos esféricos, flotantes y libres en el torrente
sanguineo migran a tejidos periféricos y se transforman en células adherentes de
forma irregular, llamadas macréfagos[32]. Por lo tanto, la diferenciacién de
monocitos a macrofagos es el resultado de cambios morfologicos y de la
expresion génica, a través de la exposicion a factores de crecimiento locales,
citocinas pro-inflamatorias y compuestos microbianos[30, 32]. El receptor
estimulador de colonias 1 (colony stimulating factor 1 receptor, CSF1R) es un
regulador de la diferenciacion de monocitos a macréfagos[33]. CSF1R es un
receptor transmembrana tirosina cinasa clase lll, que se expresa en la mayoria de
las células fagociticas mononucleares[34]. El Factor estimulante de colonias 1
(colony stimulating factor 1, CSF1 por sus siglas en inglés) es el principal ligando
para CSF1R (Fig. 2)[34]. Diversos estudios han mostrado que la ablacion de
CSFR1 en ratones causa una severa deplecion de macréfagos en los tejidos,
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ademas tras la ablacion de CSFR1 la proliferacion y reclutamiento de monocitos a
través de CFS1 se inhibe[35]. Estos hallazgos demostraron que CSFR1 es uno de
los principales reguladores de la diferenciacion y es el Unico receptor para CSF1
también conocido como Factor estimulante de colonias de macrofagos

(Macrophage colony-stimulating factor, M-CSF, por sus siglas en inglés)[30, 34, 35].

A pesar de la importancia de CSF1R en la proliferacion de macréfagos,
otros autores han mostrado que a pesar de la deplecion de este receptor, algunos
tejidos como el bazo siguen teniendo macrofagos, esto indica la existencia de
otros factores de crecimiento de macréfagos([30]. El Factor estimulante de colonias
de granulocitos-macréfagos (Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor,
GM-CSF por sus siglas en inglés) y la interleucina 3 (IL-3) son los potenciales
candidatos que promueven la proliferacion de macréfagos en ausencia de

CSFR1(Fig. 2)[34].

La IL-3 es una citosina que estimula la proliferacion de células
hematopoyéticas pluripotentes y células progenitoras de la linea mieloide, por lo
gue se considera un factor estimulante de colonias multipotencial (multipotential
colony-stimulating factor, multi-CSF por sus siglas en inglés)[36]. La estimulacion
con IL-3 ex vivo en células derivadas de la médula 6sea de ratones estimuld la
generacion de macréfagos[37]. Estos datos sugieren que IL-3, ademas de
promover la proliferacion de células pluripotentes, también es un factor de
crecimiento de macrofagos. El GM-CSF es otro de los factores que participa en la
proliferacion de macrofagos, la mayoria de los estudios han demostrado un papel
proaterogenico de GM-CSF, que se cree esta relacionado con la proliferacion de
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macrofagos pro-inflamatorios en las lesiones aterogénicas, esto podria mostrar

gue el GM-CSF participa en la proliferacion de macrofagos con un fenotipo pro-

inflamatorio[38].
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Figura 2. La Diferenciacion de Monocitos a Macrofagos. Los monocitos son continuamente
generados en la médula 6sea, llegan al torrente sanguineo y se diferencian a macréfagos a través
de CSF1, GM.CSF e IL-3. Finalmente los macréfagos derivados de monocitos son reclutados a
sitios de inflamacién donde terminaran de diferenciarse hacia macrofagos residentes de tejido o
células dendriticas. Modificado de Ginhoux, 2014.

Tanto el GM-CSF como el M-CSF estan involucrados en la diferenciacion

de monocito a macréfago e intervienen en la polarizacion de los macréfagos|33],

es importante mencionar que el término diferenciacion es distinto al de

polarizacion. La polarizacion se refiere a la capacidad de un macréfago

plenamente diferenciado de responder a estimulos externos mediante el cambio
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de sus caracteristicas fenotipicas y funcionales[32]. EI GM-CSF puede polarizar
monocitos hacia un subtipo de macréfagos M1 con un perfil de citocinas pro-
inflamatorias[39]; mientras que M-CSF produce un perfil anti-inflamatorio de
macrofagos M2[40]. Este perfil pro-inflamatorio M1 o anti-inflamatorio M2 genera
una clasificacion de macréfagos binaria, en clasicos o alternos, respectivamente.
En respuesta a citocinas como el Interferon Y (INF-Y) o productos bacterianos
como el Lipopolisacéarido (LPS), los macrofagos se polarizan a un perfil clasico o
pro-inflamatorio M1[33]. Los macrofagos M1 produciran grandes cantidades de
citocinas pro-inflamatorias como TNF-a, IL-1B3, IL-6, IL-8, IL-12, y expresaran
receptor tipo Toll 2 (Toll-Like Receptor 2, TLR2 por sus siglas en inglés), TLR4 y la
enzima oxido nitrico sintasa (Nitric oxide synthase, NOS2 por sus siglas en inglés)
(Fig. 3)[16, 39, 41]. Contrariamente, las citocinas anti-inflamatorias como IL-4/IL-13
promueven la polarizacion hacia macréfagos alternos o M2[40, 42]. Los macrofagos
M2 se dividiran en tres subtipos, a, b y c, la diferencia entre éstos dependera de la
citocina que se utilicé para polarizar y de los productos que exprese cada subtipo
de macréfago M2. Tanto IL4 como IL-13 polarizaran los macrofagos hacia M2a, en
respuesta a inmunocomplejos hacia M2b, o por la accion de IL-10, del Factor de
crecimiento transformante B (Transforming growth factor beta, TGF-B por sus
siglas en inglés) o glucocorticoides hacia M2c[32, 40, 43]. Los macrofagos M2
expresaran citocinas anti-inflamatorias como IL-10, ademas del receptor de

manosa (CD206) y Arginasa 1 (Argl) (Fig. 3) [28, 43].
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Figura 3. Factores que Promueven la Polarizacion de Macr6fagos y la resistencia a la
insulina en el tejido adiposo. Los adipocitos de sujetos delgados secretan interleucinas como IL-
4 que promueven la polarizacion de macrofagos anti-inflamatorios. Los macréfagos M2 secretan
citocinas anti-inflamatorias como la IL-10, un factor relacionado con el aumento de la sensibilidad a
la insulina. La obesidad induce cambios en el metabolismo del adipocito y en la expresion génica,
como resultado a través de la lipolisis hay liberacion de FFA (acidos grasos libres) y TNF-q, los
cuales polarizan los macréfagos hacia un fenotipo pro-inflamatorio. Los macréfagos M1 producen
grandes canidades de citocina pro-inflamatorias como TNF-a que promueve el aumento de la
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resitencia a la insulina en los adipocitos. Esto establece una retroalimentacion positiva que
amplifica la inflamacién y la resistencia a la insulina. Modificado de Olefsky, 2010.

Los macrofagos forman parte del estroma del higado, el pancreas y el tejido
adiposo, en estos tejidos los macréfagos mantienen la homeostasis metabdlica. El
mantenimiento de la homeostasis por parte de los macrofagos dependera del
medio en que se encuentren y a la ingesta de nutrientes. Durante una infeccion
bacteriana, la activacién innata de los macrofagos produce la secrecion de
citocinas pro-inflamatorias como TNFa, IL1(3, IL-6, que promueven la resistencia a
la insulina para disminuir el almacenamiento de nutrientes. Esto resulta en una
adaptaciéon metabodlica necesaria para tener una defensa eficaz contra los
patbgenos bacterianos y virus, porque casi todas las células inmunes activadas
utilizan preferentemente la glucolisis para alimentar sus funciones en la defensa
del huésped. La resistencia a la insulina, una adaptaciéon metabolica favorecedora
en infecciones, resulta contraproducente en la obesidad. Los macréfagos
residentes del tejido adiposo en la obesidad promueven un ambiente inflamatorio
que genera un estado de inflamacion crénica de bajo grado, en el cual la
resistencia a la insulina generada por estas células promueve intolerancia a la

glucosa (Fig. 3).

En las siguientes secciones, se proporciona un marco general para
comprender las funciones pleiotropicas realizadas por los macrofagos para inducir

intolerancia a la glucosa.
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3.3 Los macréfagos como agentes promotores de la inflamacién

en laintolerancia a la glucosa

Los macrofagos son células que se pueden polarizar hacia un fenotipo anti-
inflamatorio o pro-inflamatorio, bajo la influencia de sefiales derivadas del
microambiente fisiologico o patologico[44]. En ambientes patoldégicos como la
intolerancia a la glucosa secundaria a obesidad, los niveles circulantes de
citocinas sistémicas pro-inflamatorias como TNF-a reclutan monocitos en el tejido
adiposo, donde se activan a macrofagos del tejido adiposo (Adipose tissue
macrophages, ATMs por sus siglas en inglés)[17], Posteriormente los ATMs se
polarizan hacia un perfil clasico o pro-inflamatorio, a través de la exposicion de
TNF-a y FFA liberados por los adipocitos hipertrofiados (Fig. 4) [45, 46]. En los
sujetos con intolerancia a la glucosa y obesidad, el tejido adiposo se conforma de
adipocitos hipertrofiados y ATMs[17]. Durante la hipertrofia de los adipocitos,
existen mecanismos compensatorios como la angiogénesis que proveen de
nutrientes y oxigeno, para evitar la isquemia y la muerte celular[21]. La
angiogénesis se induce mediante la produccién de factores pro-angiogénicos con
el propésito de restaurar los niveles requeridos de oxigeno[21]. En sujetos obesos
con intolerancia a la glucosa se forman areas con baja presién de oxigeno, cuando
el suministro de sangre local es incapaz de seguir el ritmo de crecimiento[47]. Por
lo tanto, la angiogénesis resulta insuficiente en este tejido, para mantener los
niveles necesarios de oxigeno y como resultado produce hipoxia. En tejidos
hipéxicos e isquémicos, los macréfagos se acumulan en grandes cantidades y
responden a la hipoxia con la activacion de factores de transcripcién. Entre los
mas destacados estan los factores inducibles de hipoxia 1 y 2 (hipoxia-inducible
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factor, HIF por sus siglas en inglés)[47]. HIF1 y HIF2 inducen una respuesta
inflamatoria mediante el reclutamiento y la polarizacion de macréfagos hacia un
fenotipo pro-inflamatorio[44]. Cramer et al. (2003), mostraron que la ablacion de
HIF1 en macréfagos imposibilita la migracion hacia tejido hipdxico e isquémico,
inhibiendo las funciones inflamatorias de los macréfagos M1 en estos sitios[48].
Cuando la hipoxia es severa y el dafio es irreversible, se produce un proceso
isquémico en el tejido adiposo[21]. Los adipocitos en muerte celular son rodeados
por macréfagos M1 formando estructuras similares a corona (Crown-like

structures, CLSs por sus siglas en inglés) (Fig. 4) [49, 50].

Durante la hipoxia o la isquemia los macréfagos pro-inflamatorios M1,
tienen una funcion regulatoria extrinseca mediante la secrecion de citocinas pro-
inflamatorias y una intrinseca que contribuye a su activacion pro-inflamatoria[44].
El reclutamiento de los macrofagos pro-inflamatorios M1 en el tejido adiposo
podria tener un papel importante resolviendo la hipoxia, posiblemente en un
esfuerzo de reparar el tejido dafiado o durante la isquemia para remover restos
celulares[21]. A pesar de que la activacion de macrofagos M1 parece tener un rol
importante en la reparaciéon del tejido adiposo con hipoxia y/o isquemia,
interesantemente la inflamacion producida por los macréfagos M1 también parece
promover resistencia a la insulina e intolerancia a la glucosa en el tejido
adiposo[44]. Los adipocitos hipertrofiados de sujetos obesos con intolerancia a la
glucosa ademas de sufrir hipoxia, también liberaran FFA y secretaran factores pro-

inflamatorios como TNF-a (Fig. 4)[17].
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Los FFA secretados por los adipocitos activan a receptores de
reconocimiento de patron (pattern recognition receptors, PRRs por sus siglas en
inglés), como los receptores tipo Toll[16]. Los TLRs reconocen patégenos
asociados a patrones moleculares (pathogen-associated molecular patterns,
PAMPs por sus siglas en inglés), como LPS, peptidoglucano, y ADN bateriano[51].
Los patrones moleculares enddégenos asociados a dafio (endogenous damage-
associated molecular patterns, DAMPs por sus siglas en inglés), como la adenosin
trifosfato (ATP), proteinas de choque térmico y los FFA también actian sobre los
TLRs[51]. Los TLR4/TLR2 son activados a través de FFA y polarizan macrofagos
hacia el fenotipo M1(Fig. 4) [45]. Se ha observado que la deplecién de TLR4 tiene
un efecto protector contra la resistencia a la insulina en las células de los ratones
con dieta alta en grasa, esto sugiere que TLR4 tiene un papel importante en el

desarrollo de la resistencia a la insulina[52].

Por lo tanto, en los sujetos obesos con intolerancia a la glucosa, el aumento
de los niveles circulantes de TNF-a produce un estado de inflamacion sistémica
de bajo grado. A la vez TNF-a y los factores inducibles de hipoxia promueven la
activacion de macréfagos pro-inflamatorios M1 en el tejido adiposo. Esto genera

un desbalance en la proporcion de macréfagos M1y M2 en este tejido.
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Figura 4. La Activacion de Macréfagos pro-Inflamatorios Contribuye a la Inflamacién del
Tejido Adiposo y a la Resistencia a la Insulina.En respuesta a TNF-a los monocitos migran de la
circulacién sanguinea al tejido adiposo, donde se diferencian a ATMs. Los ATMs también se
activan a través de la exposicion a FFA por medio de los TLR2 y TLR4, promoviendo la activacion
de vias de sefalizacion inflamatorias. Estas vias inducen la produccién de citocinas pro-
inflamatorias como TNF-a. El TNF-a aumenta la resistencia a la insulina y la intolerancia a la
glucosa en los adipocitos. Ademas tanto TNF-a como FFA inducen la polarizacién de macréfagos
M1. Los adipocitos hipertrofiados sufren hipoxia y comienzan un proceso de apoptosis, la hipoxia
produce la expresion de factores pro-inflamatorios en los macréfagos. Finalmente los macrofagos

M1 rodearan al adipocito apoptético y formaran las CLSs (estructuras similares a corona).
Modificado de Lackey, 2016.

3.3.1 El desbalance de macréfagos M1 y M2 en la obesidad
asociada ala intolerancia ala glucosa

Weisberg y colaboradores (2003) observaron en el tejido adiposo de ratones con
peso normal, el marcador para macrofagos F4/80" se expresaba solamente en el
10-15% de las células inmunes, mientras que en el tejido adiposo de animales

obesos los macréfagos eran numéricamente dominantes, del 45-60% de las
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células expresaron F4/80" (Fig. 4)[53]. Esto indicaria que la obesidad aumenta la

proporcion de macréfagos F4/80" en el tejido adiposo.

En un estudio ratones alimentados con HFD les produjo obesidad y se
evalud la polarizacién de los ATMs. Los investigadores encontraron en el tejido
adiposo de los ratones obesos que los macréfagos polarizaban hacia un fenotipo
pro-inflamatorios M1; ademas, la expresion génica de TNF-a y NOS2, marcadores
caracteristicos de la activacién clasica en ratones obesos era mayor, en
comparacion de los ratones con peso normal, los macrofagos expresaban genes

caracteristicos de una activacion alternativa M2, como arginasa 1 e IL-10[54]. Otro
estudio demostré que el nimero de macréfagos M1 CD206 era 65 veces mayor

que el de macréfagos M2 CD206" en el tejido adiposo de ratones con obesidad
inducida por HFD. Por otra parte, cuando buscaron la presencia de CLSs
formadas por macrofagos M1, observaron que éstas no se encontraban en ratones
con peso normal[28]. Fujisaka et al. (2009) encontraron que la proporcién de
macrofagos pro-inflamatorios M1 era mayor que la de macrofagos anti-
inflamatorios M2[28]. Ademas, un andlisis de la proporcion de macrofagos M1y M2
en pacientes con prediabetes valor6 el estado de polarizacion de los monocitos-
macréfagos. Se demostré el aumento de monocitos-macréfagos pro-inflamatorios
M1 en sangre periférica de los pacientes prediabéticos[55]. Esto datos sugieren
gue los monocitos-macrofagos M1, podrian ser reclutados hacia el tejido adiposo y

aumentar la resistencia a la insulina a través de TNF-aq.

Por otro lado, se observé en los ratones con peso normal una mayor

proporcion de macrofagos anti-inflamatorios M2[54]. La citocina anti-inflamatoria
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IL-10 se sobreexpresa en los macréfagos M2 de los ratones con peso normal (Fig.
5)[28]. Los macréfagos M2 tienen un papel crucial en la sensibilidad a la insulina
mediante la secrecién de IL-10, regulando la via de sefalizacién de insulina en los
adipocitos[45]. Citocinas como IL-4 e IL-13 polarizan a los ATMs hacia un fenotipo
anti-inflamatorio en sujetos delgados|[46]. El tejido adiposo de sujetos delgados
libera en grandes cantidades IL-4 e IL-13 que promueven el reclutamiento,
diferenciacion y/o sobrevivencia de las poblaciones de macrofagos M2 (Fig. 5)[16,
17, 46]. Otros estudios sugieren, que IL-10 también podria actuar en la polarizacion
de los ATMs hacia el fenotipo M2 en el tejido adiposo y aumentar la sensibilidad a

la insulina en adipocitos de sujetos con obesidad en estadios tempranos|28].

La activacion de los macrofagos anti-inflamatorios M2 mediada por IL-4 e
IL-13, se induce a través de la expresion del Receptor Gamma Activado por el
Factor Proliferador de Peroxisomas (Peroxisome Proliferator Activated Receptor
gamma, PPARYy por sus siglas en inglés) y del Factor Proliferador de Peroxisomas
(Peroxisome Proliferator Activated Receptor delta, PPARS por sus siglas en inglés)

(Fig. 6)[16].
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Figura 5. Regulacién de la Sensibilidad a la Insulina. Los adipocitos de sujetos delgados
secretan IL-4/IL-13, a través de esta citocina los ATMs polarizan hacia macréfagos anti-
inflamatorios M2. La IL-10 secretada por los macréfagos M2 promueve la sensibilidad a la insulina
y disminucion de la intolerancia a la glucosa en adipocitos[56]. Modificada de Dey et al. (2015).

PPARy y PPAR®S son los dos principales reguladores de la transcripcion que
promueven el fenotipo anti-inflamatorio de los macréfagos. A través de IL-4 e IL-
13, el activador de la transcripcion y transductor de sefial 6 (Signal transducer and
activator of transcription 6, STAT6 por sus siglas en inglés) se fosforila y dimeriza
(Fig. 6)[57]. STAT®6 se transloca al nucleo donde aumenta la expresion de PPARy
y PPAR®J, mientras disminuye la expresion de genes pro-inflamatorios en
macréfagos (Fig. 6). A su vez, STAT6 regula un programa de expresion génica
distinto y antagonico a la activacion M1. Por ejemplo, IL-4 e IL-13 inducen la

expresion de arginasa, el cual desvia el precursor clave utilizado por NOS2 para
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generar oxido nitrico. Ademas, estas citocinas inducen la expresion del receptor

de manosa, también conocido como CD206[17].

Los PPARs y STAT6 comparten el coactivador 18 de PPARy (PPARy
coactivator 13, PGC1B por sus siglas en inglés). PGC13 también induce en
respuesta a la activacion de macrofagos M2[17]. Para demostrar el papel que
tienen PPARy en la polarizacion de macrofagos M2, se observé en células
mieloides de ratones obesos, deletadas para PPARy, que los macréfagos no
polarizaban hacia M2 a pesar de la presencia de IL-4[58]. Estos datos sugieren
que PPARy es un importante factor que induce la polarizacion de macréfagos

hacia un fenotipo anti-inflamatorio.

Los PPARs, ademés de ser regulados por citocinas, también lo son por
acidos grasos monoinsaturados. En sujetos delgados, Odegaard y colaboradores
(2008), encontraron que los &cidos grasos monoinsaturados anti-inflamatorios,
como el acido oleico, predominaban en el tejido adiposo[16]. EIl acido oleico
sinergiza con IL-4/IL-13 para activar a PPARy y PPAR®, como resultado activan
macréfagos M2 y suprimen macrofagos M1, a través de la produccion de IL-10[16,

17].

Toda esta evidencia sugiere que PPARy y PPAR®S regulan la activaciéon
anti-inflamatoria de macrofagos en el tejido adiposo, y como resultado disminuye

la resistencia a la insulina de sujetos obesos con intolerancia a la glucosa[16].
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Activacion anti-

Figura 6. Modelo Transcripcional de la Activacion de Macr6fagos anti-Inflamatorios. La
estimulacién de macréfagos con IL-4/IL-13 resulta en la fosforilacion de STAT6, via IL-4R. La
proteina STAT®6 fosforilada se dimeriza y transloca al nucleo para activar la transcripcion de PPAR.
Para inducir la expresion de genes anti-inflamatorios, STAT6 induce la expresion de reguladores
transcripcionales, PPAR® y PPRAYy, y del coactivador de la proteina PGC-1B, que sinergiza con
STAT6 para amplificar y estabilizar la activacion de macrofagos anti-inflamatorios. Abreviaturas:
STAT, transductor de sefial y activador de la transcripcion; PPAR, Receptor Activado por el Factor
Proliferador de Peroxisomas; RXR, receptor retinoide X; PGC-1f, Receptor Activado por el Factor
Proliferador de Peroxisomas 1B. Modificado de Odegaard, 2008.

Estos datos muestran que la inflamacion, especificamente a través de los
macrofagos, tiene un papel muy importante en la patogénesis de la resistencia a la
insulina e intolerancia a la glucosa. Lo cual lleva a plantearnos el desarrollo de
terapias que disminuyan la inflamacion y también restablezcan la proporcion de
macrofagos anti-inflamatorios, para crear un estado mas parecido al fisiolégico
donde los sujetos delgados tiene una mayor cantidad de macréfagos M2 y menor

de citocinas pro-inflamatorias.
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3.3.2 La administracion de macrofagos M2 en procesos

inflamatorios

Estudios recientes han mostrado que la administracion de macréfagos M2
disminuye la inflamacion en modelos de Enfermedad Pulmonar Obstructiva
Cronica (EPOC) y de Insuficiencia Renal Aguda (IRA), enfermedades relacionadas

con un proceso inflamatorio.

En el modelo de EPOC, la inflamacion fue inducida en ratones a través de la
administracion intrapulmonar de LPS. A las 48 hrs del reto con LPS, se les
administré intrapulmonar, 1x10° macréfagos de la médula 6sea M1 o M2,
previamente polarizados ex vivo. Mediante estudios de resonancia magnética se
dio seguimiento a los ratones con EPOC tratados con macrofagos y se observo
que el grupo con macréfagos M2, a los siete dias, no presentaban datos de
inflamacion. Histolégicamente se observo a las 72 hrs de la administracion de
macréfagos M2, la disminucion de la inflamacién pulmonar. Por lo que los autores
concluyen que la administracion de macréfagos M2 polarizados ex vivo, tiene gran
potencial en la disminucién de la inflamacion en este modelo de EPOC]59]. La IRA
secundaria a rabdomiolisis fue otro modelo que evalué el tratamiento con
macréfagos M2. La rabdomiolisis en ratones fue inducida tras la administracion
intramuscular de glicerol, a continuacién se les administr6 1x10’ macréfagos
previamente polarizados a M1 o M2. A la 72 hrs los ratones tratados con
macrofagos M2 mejoraron tras la lesion renal inducida por rabdomiolisis, mediante
histologia se observd que el dafio tubular en rinidbn era menos severo en los

ratones con macrofagos M2. Ademas, los marcadores de dafio renal como: la
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creatinina y la urea/nitrégeno sanguineo disminuyeron en los ratones tratados con
las mismas células anti-inflamatorias. Geng y colaboratores concluyeron que su
hallazgos sugieren que los macrofagos anti-inflamatorios M2 pueden disminuir la

IRA inducida por rabdomiolisis[60].

Esto sugiere que los macrofagos M2 podrian ser utilizados como
inmunoterapia en enfermedades relacionadas con la inflamacién, como la
intolerancia a la glucosa. El desbalance de macréfagos M1 y M2 en tejido adiposo
de obesos, con la concomitante elevacion de TNF-a y disminucion de IL-10,
parece ser uno de los principales factores que contribuyen a la generacion de
resistencia a la insulina e intolerancia a la glucosa. Probablemente, a través de la
administracion de macréfagos M2, se podria restablecer la proporcion de
macrofagos M1 y M2, ademas de aumentar los niveles de citocinas anti-

inflamatorias como IL-10 en la intolerancia a la glucosa.

3.4 La respuesta inflamatoria como factor promotor de la

resistencia a lainsulina en laintolerancia a la glucosa

La respuesta inflamatoria en sujetos obesos intolerantes a la glucosa parece estar
aumentada por el desbalance de macrofagos M1 y M2, con la concomitante

elevacion de TNF-a y disminucion de IL-10 en el tejido adiposo.

El TNF-a y FFA, ligandos de TNFR y TLRs, respectivamente, estimulan la
via de sefializacion del factor nuclear kappa B (Nuclear Factor kappa B, NF-kB por

sus siglas en inglés)-IkB (IKK) para promover respuestas pro-inflamatorias[61].
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En el citoplasma NF-kB es secuestrado por el inhibidor de kB (IkB) para
prevenir la translocacion hacia el ndcleo. La activacion de IKK permite la
fosforilacion de IkB y la liberacién de NF-kB hacia el nucleo, donde se une a genes
promotores de la inflamacion e inicia la transcripcion[62]. Las subunidades
cataliticas IKKa y IKKB junto con la subunidad reguladora NEMO, comprometen el
complejo IKK (Fig. 7)[63]. Otra de las vias inflamatorias es la cinasa c-Jun N-
terminal (JNK)-proteina activadora 1 (AP-1). La activacion y fosforilacion de JNK
permite la fosforilacion de la regién N-terminal del homodimero c-Jun para formar
el heterodimero c-Jun-c-Fos, éste se une-*-gqa a las secuencias promotoras que
inician la transcripcion de genes pro-inflamatorios (Fig. 7)[46]. La actividad de JNK
es incrementada en respuesta a la insulina en los tejidos de ratones obesos([64].
Finalmente, IKKB y JNK inhiben directamente la via de sefalizacion de la insulina
al fosforilar los residuos de serina del receptor del substrato de insulina (Insulin
receptor substrate 1, IRS-1 por sus siglas en inglés)[65]. A su vez inhibe la
fosforilacion de los residuos de tirosina de IRS1 y la posterior sefializacion de
insulina, ademas de sefalarlo para la degradacion mediada por proteosoma (Fig.

7)[66].

En contraste, los sujetos delgados regulan la pro-inflamacion con los acidos
grasos de los macréfagos. En estados basales tienen un papel importante en la
resolucion de la inflamacion, uno de ellos es la prostaglandina (PG), generada de
la prostaglandina J2, particularmente la 15deoxy-A'?** (15d-PGJ2). Estas PGs
actuan como ligando para PPAR e inhiben directamente a NF-kB[67] . Los acidos

grasos poliinsaturados (polyunsaturated fatty acids, PUFAs por sus siglas en
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inglés), como el omega-3 (n-3), reducen la incidencia de enfermedad coronaria,
una patologia estrechamente relacionada con el aumento de macrofagos M1[68].
Los PUFAs derivados del n-3, como el acido eicosapentanoico (Eicosapentanoic
acid, EPA por sus siglas en inglés) en un estudio incrementd la expresion de 1L-10
en las células del sistema monocito-macrofago[69]. Por lo tanto, ligandos como
PGs y los PUFAs podrian regular la activacion de macrofagos M2 a través de
PPAR y disminuir la respuesta pro-inflamatoria inhibiendo a NF-kB y aumentando
la expresion de IL-10 en macréfagos. Diversos estudios han mostrado que IL-10
secretada por macrofagos M2 inhibe la produccién de TNF-a[70, 71], al inhibir la
transcripcion de NF-kB, un factor de transcripcion que induce la produccion de
citocinas pro-inflamatorias como TNF-a[72]. Smallie y colaboradores (2010)
encontraron que IL-10 inhibe la transcripcién de TNF-a en macrofagos, a través
de un nuevo mecanismo que inhibe la elongacién[73]. En sujetos delgados la
mayor proporcion de macréfagos M2 secretan IL-10 que promueve un buen
funcionamiento de la via de sefalizacién a la insulina y por lo tanto estos sujetos

son tolerantes a la glucosa.
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Figura 7. Via de Sefializacién Inflamatoria Relacionada en el Desarrollo de la Resistencia a
la Insulina.Los ligandos se unen a TNFR, TLR2/TLR4 activando al complejo IKK, permitiendo la
degradacion de ikB y la translocacion de NF-kB hacia el nucleo del adipocito; la via de JNK
también se activa y permite la uniéon de AP-1 a regiones que promueven la transcripcion de genes
pro-inflamatorios. IKKB y JNK fosforilan los residuos de serina de los IRS inhibiendo la via de
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sefializacion de la insulina e impidiendo la translocacién de GLUT4 hacia la membrana asi como la
entrada de glucosa intracelularmente. La insulina cuando se une a su receptor permite la
fosforilacién de los residuos de tirosina de IRS1/IRS3 que activa a PI3K. PI3K fosforila a AKT
permitiendo la translocacion de GLUT4, asi como la entrada de glucosa al adipocito. Modificado de
McNelis, 2014.

3.4.1 Via de sefalizacion de la insulina IRS-1/PKC/Akt

El receptor de la insulina (Insulin receptor, IR por sus siglas en inglés) es una
proteina heterotetramérica, tiene dos subunidades extracelulares y dos
subunidades B transmembranales[74]. La union la insulina a la subunidades
extracelulares del IR estimula la actividad tirosina cinasa de las subunidades 3,
éstas estan yuxtapuestas y permiten la autofosforilacién de los residuos de
tirosina, la activacién y los cambios conformacionales del IR (Fig. 7). Se estimula
la actividad tirosina cinasa intrinseca y se desencadena la transfosforilacion de los
sustratos del receptor de insulina (Insulin Receptor Substrate, IRS por sus siglas
en inglés)[75]. Los cuatro tipos de IRS se encuentran distribuidos en tejidos
dependientes a la insulina, en el tejido adiposo se estudié la participacion de IRS-1
mediante ratones IRS-1-knockout y se observo que presentaban intolerancia a la
glucosa e hiperplasia de las células B del pancreas[76]. En otro estudio, los
investigadores demostraron que IRS-3 es expresado especificamente en este
tejido, ademas mediante la deficiencia de IRS1/IRS3 los ratones presentaron
hiperglucemia, hiperinsulinemia y resistencia a la insulina[77]. Esto sugiere que la
fosforilisacién en adipocitos es predominantemente por IRS-1/IRS-3, que a su vez
activa a fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K). ElI PISK aumenta la conversion de
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP;) hacia fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3),
estas serina/treonina dependientes de PI3K (PDK1) junto con la proteinas cinasa

C (aPKC) fosforilan a la proteina cinasa B (Akt) permitiendo la traslocacion del
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transportador de glucosa 4 (GLUT4) hacia la membrana plasmética (Fig. 7)[78, 79].
La mayor funcion de la insulina es incrementar la captacion de glucosa y
almacenarla en tejido adiposo, el 90% de las vesiculas de GLUT4 son
intracelulares y deben movilizarse hacia la superficie celular[80]. La mala funcién
de la via de sefializacion de la insulina consecuentemente impediré la traslocacion

de GLUT4, resistencia a la insulina e intolerancia a la glucosa.

En modelos animales de hiperglucemia, el desarrollo de la resistencia a la
insulina esta relacionado con la mala regulacién del sistema de transporte de
glucosa, GLUT. La toxicidad de la glucosa es una entidad bien establecida que
contribuye al desarrollo de resistencia a la insulina y en el deterioro de la secrecién
de insulina en modelos murinos[81]. La administracion de agentes citotoxicos
como la estreptozotocina (streptozotocin, STZ por sus siglas en inglés), simula el
aumento de resistencia a la insulina en animales, hiperglicemia y disfuncion de las
células beta del pancreas y deterioro de la secrecion de insulina[82]. Por esta
razén, la STZ se ha utilizado para establecer modelos murinos de intolerancia a la

glucosa.

3.5 La estreptozotocina como agente inductor de intolerancia a la

glucosa

La estreptozotocina es un citotdéxico analogo a la glucosa, con afinidad por el
GLUT2, mediante el cual entra la STZ, se acumula intracelularmente [83] y
finalmente produce necrosis especifica de las células B del pancreas[82]. La
muerte celular se produce por la fragmentacion del ADN, a través de la nitrosourea

compuesto que forma parte de la STZ (N-metil-N-nitrosourea)[84]. La
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administracion de STZ en animales induce citotoxicidad en las células del
pancreas y, por lo tanto, hiperglicemia en ratones entre 120 y 200/300mg/dL[82,
83]. Ventura y colaboradores (2011) reportaron que la administracion de tres dosis
bajas de STZ generaban hiperglicemia intermedia (250-450 mg/dL)[85]; mientras
gue un esquema de dosis altas de STZ (40-55mg/kg) con una HFD se asemejaba

mas a Diabetes Mellitus 1 (DM1)[84].

Los ratones con dieta alta en grasas (High fat diet, HFD por sus siglas en
inglés) desarrollan obesidad y resistencia a la insulina. Interesantemente, la
administracion conjunta de STZ en dosis bajas produce la disfuncion inicial de las

células B y consecuentemente un estado prediabético[84, 86].

Por lo tanto, en los ratones obesos alimentados con HFD aumenta la
proporcion de macréfagos M1, TNF-a y resistencia a la insulina; mientras que la
administracion de estreptozotocina produce la disfuncion de las células B del
pancreas. Estos datos sugieren que los ratones alimentados con HFD y dosis
bajas de STZ en ratones podria considerarse un buen modelo murino de
resistencia a la insulina e hiperglucemia, en el cual podriamos estudiar el efecto de
la administracion de macréfagos M2 como tratamiento de la intolerancia a la

glucosa
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4. HIPOTESIS

La administracion de macrofagos M2 productores de IL-10 en ratones obesos

reducira la intolerancia a la glucosa sin modificar la cantidad de tejido adiposo.
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5. OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un esquema de inmunoterapia basado en la administracion de
macréfagos M2 en ratones obesos, como posible tratamiento para el control de la

intolerancia a la glucosa.
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6. OBJETIVOS ESPECIFICOS
1.

N

Establecer un modelo murino de obesidad con desarrollo de intolerancia a la

glucosa.

vitro.

. Activar macréfagos murinos hacia el fenotipo M2 en condiciones de cultivo in

Administrar macréfagos murinos M2 en ratones obesos con intolerancia a la

glucosa.
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7. ANTECEDENTES Y PLANTAMIENTO DEL PROBLEMA

La intolerancia a la glucosa es un estado de regulacién anormal de la glucosa
previo al desarrollo de DM2 en sujetos obesos. Alrededor de 70% de los pacientes
con IG desarrollaran DM2 y 25% de ellos presentardn enfermedades
cardiovasculares. Estas dos enfermedades son las principales causas de muerte

en nuestro pais.

La intolerancia a la glucosa se ha asociado a un estado de inflamacion
sistémica de bajo grado en sujetos obesos, con niveles circulantes elevados de
TNF-a y niveles disminuidos de IL-10, esta alteracion sistémica de los niveles de
citocinas pro y anti-inflamatorias favorece la activacibn de macrofagos
inflamatorios M1 en tejido dependientes de la insulina como el adiposo, ademas
disminuye la proporcién de macrofagos anti-inflamatorios M2 en este mismo tejido.
El TNF-a secretado por los macrofagos M1 tiene un papel importante en la
generacion de la resistencia a la insulina pues inhibe la fosforilacion del IRS-1,
impidiendo la activacion de la via de sefalizacion PKC/Akt y la traslocacion del
transportador de glucosa GLUT4 hacia la membrana de los adipocitos. La
alteracion de la via de sefializacion de la insulina por TNF-a conlleva a resistencia
a la insulina e intolerancia a la glucosa, y posteriormente hiperglucemia crénica,
hiperinsulinemia, apoptosis de células [ pancredticas y finalmente DM2.
Contrariamente, en el tejido adiposo de ratones con peso normal se observa
predominio de macréfagos M2 secretores de IL-10, lo cual contribuye a la
disminucién de los niveles locales de TNF-a y el aumento de la sensibilidad a la

insulina en los adipocitos. Por lo tanto, el desbalance de macréfagos M1y M2 en
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tejido insulinodependiente, con la concomitante elevacion de TNF-a y disminucion
de IL-10, parece ser uno de los principales factores que contribuyen a la

generacion de resistencia a la insulina e intolerancia a la glucosa.

La intolerancia a la glucosa parece ser el producto de un desbalance entre
macréfagos M1 y M2, el cual se asocia con mayor secrecion local de TNF-a y
menor de IL-10 en el tejido adiposo, y consecuentemente aumento de la
inflamacion, generacion de resistencia a la insulina en este tejido y posteriormente
intolerancia a la glucosa. En un modelo inflamatorio de insuficiencia renal aguda
en ratones, se observé que los marcadores de dafio renal, como la creatinina y la
urea/nitrégeno sanguineo, disminuyeron tras a la administracion de macréfagos
M2[60]. Esta evidencia sugiere que la administracion de macréfagos anti-
inflamatorios M2 en modelos inflamatorios tiene un papel importante en el
restablecimiento de la proporcion de los macréfagos M1y M2, la disminucion de la
inflamacion, de la resistencia a la insulina y finalmente de la intolerancia a la
glucosa. Por esta razdn consideramos importante restablecer la proporcion de
macrofagos anti-inflamatorios M2 en el tejido adiposo resistente a la insulina en la
intolerancia a la glucosa. Por lo tanto, proponemos que el restablecimiento de la
proporcion de macrofagos M2, al administrar estas células en ratones obesos
podria: aumentar el porcentaje de macrofagos M2 en tejido adiposo, aumentar los
niveles de IL-10 en tejido adiposo, disminuir la resistencia a la insulina, y disminuir

la intolerancia a la glucosa de manera independiente de la obesidad.
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8. METODOLOGIA

8.1 Generacion de un modelo murino con intolerancia a la

glucosa.

Los animales fueron provistos amablemente por el bioterio del Instituto de
Investigaciones Biomédicas, UNAM. Se conformaron cuatro grupos de ratones:
control (C), obeso (Ob), obeso con dosis bajas de estreptozotocina (Ob+DB),
obeso con dosis altas de estreptozina (Ob+DA). Se trabajé con ratones de 4
semanas de edad la cepa C57BL/6, los animales fueron colocados en un cuarto
con temperatura constante de 25°C en un ciclo de 12 horas de luz y oscuridad., se
les permitié acceso al agua y el alimento ad libitum. Por 12 semanas el grupo C se
alimenté con dieta normal y los grupos Ob, Ob+DB, Ob+DA con dieta hipercal6rica
estandarizada basada en 60% de grasa. En la semana 13 se aplicé un esquema
bajo y alto de STZ (STZ, MP BIOMEDICALS, Santa Ana, California, USA) en 1
mol/l de buffer de citratos (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), para inducir la
deficiencia parcial de las células B del pancreas. Se administraron una dosis cada
tercer dia de 20 mg/kg y de 40 mg/kg para el esquema bajo y alto,
respectivamente. Después de 30 dias de la aplicacion de STZ se les realizé a
todos los grupos una curva GTT. La curva consisti6 en administrarles 2 mg/g por
peso de D-glucosa (Sigma-Aldrich) via intaperitoneal. Se cuantificé la glucosa a
los 0, 30, 60 y 120 minutos con un glucometro portatil (OneTouch, Johnson &
Johnson Medical Devices, Latino América). Se procedio al cultivo de macréfagos

para ser inoculados.
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8.2 Cultivo y diferenciacién de monocitos a macrofagos

Los monocitos se aislaron de la médula 6sea de ratones hembras de cuatro
semanas de edad, los animales se anestesiaron con pentobarbital y
posteriormente se realiz6 la dislocacion cervical. Se procedid a la diseccion
comenzando por la regiébn abdominal, fascia, pared abdominal y cavidad
abdominal, se desarticularon los huesos largos como fémur, tibia y peroné,
ademas de la cresta iliaca. Durante la diseccion también se obtuvieron el himero,
y esterndn. A cada hueso se le removié la piel y musculo completamente y se
mantuvieron en medio de cultivo (RPMI, hiSFB, 50ug/ml gentamicina, 5.5mM de
D-glucosa). Cuidadosamente se les hizo un corte proximal y distal con unas tijeras
finas para obtener acceso a los ejes de los huesos. Se sostuvo cada hueso con
unas pinzas finas y con una aguja estéril de 28 G de 1ml, que contenia medio
estéril se enjaguaron los huesos, se utilizé 3-5ml de medio por hueso. Finalmente
cuando el hueso se observaba semitranslicido se hizo un raspado ligero a lo
largo del hueso. El medio obtenido de cada hueso se centrifugé a 12000 rpm por
15 minutos, en cada tubo eppendorf habia un concentrado de células, se retir6 el
sobrenadante, concentrandose todos en uno solo. Se procedié al conteo celular y
viabilidad mediante ensayos de incorporacion de azul de tripano en camara de

Neubauer

La células fueron cultivadas en medio RPMI suplementado con suero fetal bovino
inactivado por calor (hiSFB) al 10% (Gibco,Thermo Scientific, Hemel Hempstead,
UK), 50ug/ml de gentamicina y 5.5mM de D-glucosa (Sigma-Aldrich), en una placa

de 6 pozos con una densidad de 3x10° y estimuladas con una concentracién de
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10ng/mL de M-CSF/IL-3 (PeproTech, México) en 37°C, 5% CO, para diferenciar
macrofagos derivado de monocitos por 72 hrs. Al tercer dia se estimularon las
células con 10ng/ml IL-4/IL-13 (PeproTech) para activar los macréfagos hacia un
fenotipo anti-inflamatorio por 72hrs. El estado de polarizacion fue verificado a

través de ensayos de citometria de flujo.

8.3 Evaluacién de marcadores fenotipicos de macroéfagos

murinos

Los monocitos derivados de médula 6sea estuvieron con estimulo de M-CSF/IL-3
para diferenciarlos a macrofagos. Una vez diferenciados, los macrofagos
estuvieron con el estimulo de IL-4/IL-13 y polarizaron hacia macrofagos M2. Para
verificar el fenotipo de macréfagos asi como el anti-inflamatorio M2 se procedio a
la inmunodeteccién por citometria de flujo. Las células adherentes a la placa de
cultivo se tomaron como los macréfagos, se colectaron con un cosechador manual
de células y se colocaron 50 pL de la suspensién celular conteniendo 1x10°
células en un tubo eppendorf. Se adiciono 3pl del marcador F4/80 y CD206 unido
al Anti-F4/80 Alexa Fluor®647 (BioLegend, San Diego, CA, USA) y Anti-CD206
PE-Cy™7 (BioLegend), se incubaron por 15 minutos a 4°C en oscuridad.
Posteriormente, las células se centrifugaron a 2500 rpm por 5 minutos. El
sobrenadante se retird6, el concentrado de células se suspendié en 400ul de
PBS1X. Las muestras se analizaron en el citdmetro de flujo (BD FACSCANTO lII),
se consideraron 10 mil eventos para la poblacién de macrofagos Los resultados se
analizaron y expresaron como porcentajes mediante el software Flowjo v10 de

FlowJo LLC, Ashland, Oregon, USA.
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8.4 Administracién de macrofagos anti-inflamatorios M2 en los

ratones con intolerancia a la glucosa

Después de 11 semanas de haberles inyectado STZ a los ratones, aquellos con
intolerancia a la glucosa se les administraron macréfagos anti-inflamatorios M2.
Los macrofagos M2 se colectaron con un cosechador manual de células en un
tubo falcon con 25 ml de medio. Se centrifugd a 1500 rpm por 5 minutos y se
observé una pastilla en el fondo del tubo falcon, en la campana de extraccion se
procedié a retirar los sobrenadantes y a evaluar la viabilidad de los macréfagos
por exclusion de azul de tripano en cdmara de Neubauer. Se administraron 7x10°
macrofagos M2 en 500ul de medio, durante una semana cada tercer dia. Después
de 7 dias de haber administrado los macréfagos, se repitié la GTT en todos los
grupos y los ratones fueron eutanizados bajo anestesia y dislocacion cervical. El

tejido adiposo fue recolectado en tubos eppendorf con TRIzol®
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9. RESULTADOS

9.1 Caracteristicas corporales y metabdlicas de los ratones

obesos con intolerancia a la glucosa

Para determinar si los ratones desarrollaron obesidad, se cuantificé el peso
corporal de los ratones alimentados con HFD vy tratados con STZ, después de 13
semanas con dieta. Los grupos Ob, Ob+STZ DB, Ob+STZ DA aumentaron el peso
corporal en 42%, 50%, y 43%, respectivamente, comparandolo con el grupo
control (Fig. 8A). Una vez administrada la STZ, se midi6 la glucemia en ayuno
durante las siguientes tres semanas, no se observo incremento significativo de la
glucosa plasmética en ayuno (IFG) (Fig. 8B). Esto podria deberse a que la
prediabetes es un estado conformado por dos entidades diferentes, la glucosa
alterada en ayuno (IFG) y la intolerancia a la glucosa (IGT), en el cual la alteracion
de la IFG o la IGT, o ambas, confirma el diagndstico. La euglucemia de la IFG no
descarta la presencia de IGT, por lo tanto, se realizé una GTT para confirmar la

intolerancia a la glucosa en los ratones (Fig.9).

La figura 9 muestra la glucemia medida con GTT, en el grupo control se
observé aumento considerable de la glucosa en el minuto 30, desde el minuto 60 y
hasta el final de la GTT hubo normoglucemia (Fig. 9A). La glucosa aumentd 38%
en los 30 y 60 minutos del grupo con obesidad (Ob); interesantemente, a partir de
los 90 minutos y hasta el final de la GTT los niveles disminuyeron

significativamente (Fig. 9B).
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Figura 8. Efecto de la Administracion de Estreptozotocina (STZ) en la Glucosa Basal de
Ratones Alimentados con una HFD. Los ratones C57BL/6 fueron alimentados con dieta normal o
HFD por 12 semanas, la administracién de STZ se realiz6 en la semana 13 de dieta. (A) El Peso
corporal 4 semanas después de la aplicacion de STZ aumento entre 40-50% en los grupos Ob y
Ob+STZ. (n=4-5 ratones/grupo). ****P<0.0001. (B) Glucosa en ayuno posterior a la administracion
de STZ. (n=4-5 ratones/grupo). P >0.05.
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Figura 9. Curva de Tolerancia a la Glucosa (GTT) Después de 4 Semanas con STZ.(A) GTT
de ratones alimentados con dieta normal. (B-D) GTT de ratones alimentados con HFD por 16
semanas y tratados con STZ. (B) Ob alimentado solamente con HFD. (C) Ob+ STZ DB, con HFD y
esquema bajo de STZ. (D) Ob+ STZ DA, con HFD y esquema alto de STZ. (n=4-5 ratones/grupo).
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001.
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Estos resultados sugieren que la funcion pancreatica del grupo Ob no esta
suficientemente afectada para permitir que los ratones obesos tengan

normoglucemia a los 120 minutos de la GTT.

Para el desarrollo de hiperglucemia, a los ratones se les administr6 STZ en
dos esquemas, los ratones tratados con esquemas bajo y alto de STZ mostraron
incremento significativo de la glucosa a los 30, 60, 90 minutos. De manera
importante, en el grupo Ob+ STZ DB y Ob+ STZ DA la glucemia se mantuvo
elevada 45% més que el control en la dltima medicion de la GTT (Fig. 9 C y D).
Esto muestra que los grupos con STZ no pueden regresar a la normoglucemia por
disfuncién de las células B del pancreas y, por lo tanto, la generacién de

intolerancia a la glucosa en este modelo murino.

El modelo de obesidad con intolerancia a la glucosa (IGT) presentaba un
aumento de peso corporal del 50%, y habia sido tratado con el esquema de dosis
bajas de STZ (Fig. 10). Al no haber diferencias significativas con el modelo de
dosis altas de STZ, se eligio el de dosis bajas como el modelo murino de
intolerancia a la glucosa para realizar los siguientes experimentos, que consistian

en la administracion de macréfagos M2.
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Figura 10. GTT del Modelo Murino de Obesidad con Intolerancia a la Glucosa (IGT). La IGT
se evalud en la semana 16 del experimento. Los ratones fueron tratados con dosis bajas de STZ y
una HFD. (n=4-5 ratones/grupo). *P<0.01, ****P<0.0001.

9.2 Cambios morfoldgicos en la diferenciaciéon de macrofagos

murinos

Para la administracién de macrofagos M2 se cultivaron células hematopoyéticas
de la médula ésea de ratones. Las células fueron estimuladas in vitro con IL-3 y M-
CSF para diferenciar hacia macréfagos, a las 24 hrs del estimulo no se observaron
diferencias morfolégicas (Fig. 11A). Los macrofagos estimulados por 72 hrs con
IL-3/M-CSF mostraron morfologia redondeada y/o fusiforme. Para la activacion
hacia un fenotipo anti-inflamatorio M2 se utilizaron IL-4/IL-13, después de 72 hrs
las células tenian morfologia dendritica, ademéas se encontraron mas adheridas a
la superficie de la placa de cultivo (Fig.11B y C). Para verificar el inmunofenotipo

de las células cultivadas se realizaron ensayos de citometria de flujo.
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Figura 11. Micrografia de Células Hematopoyéticas en Cultivo in vitro. Estimuladas con
Citocinas para la Diferenciacién y Activacion de Macréfagos. (A) Células hematopoyéticas con
10ng/mL de IL-3/M-CSF después de 24 hrs. para diferenciar a macrofagos. (B) Macréfagos
estimulados con 10ng/mL de IL-3/M-CSF, después de 72 hrs. (C) Después de 72 hrs con 10ng/mL
de IL-4/IL-13 los macréfagos se activaron hacia macréfagos anti-inflamtorios M2, Aumento 10x.

9.3 Marcadores inmunofenotipicos de macréfagos murinos.

Los andlisis de citometria de flujo se realizaron en la poblacion de la figura 12,
acorde a la literatura pertenece a los macréfagos diferenciados por tamafio y
complejidad celular. La poblacibn de macréfagos era 45% de las células de
acuerdo al tamafio celular relativo (Foward Scatter, FSC por sus siglas en inglés)
(Fig. 12A). En la figura 12B se evalu6 ademas la complejidad interna o

granularidad (Side Scatter, SSC por sus siglas en inglés), la poblacion de

48



macrofagos fue 40%. Los siguientes andlisis evaluaron la expresion de F4/80 y

CD206 se realizaron en el cuadrante correspondiente con la figura 12B.
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Figura 12. Graficas de puntos representativos de las poblaciones celulares obtenidas de la
médula 6sea de ratdn. Las poblaciones sefialadas en (A, B) corresponden a macréfagos
diferenciados. (A) Las células se separaron de acuerdo a su tamafo (FSC-A, FSC-H) (B) y

complejidad o granularidad (SSC-A). FlowJo v10 fue el software utilizado para el andlisis de datos.

El 91% de los macrofagos derivados de monocitos expresaban F4/80 después de
3 dias con estimulo de M-CSF e IL-3. Esto nos sugiere que las concentraciones y
el tiempo que utilizamos para la diferenciacion son Optimos para obtener
macrofagos murinos (Fig.13). El marcador CD206 se expresé en 95% de los
macrofagos derivados de monocitos tras ser expuestos a IL-4 e IL-13, por lo tanto
la expresion de CD206 orienta que la polarizacion de macréfagos fue hacia un

fenotipo anti-inflamatorio (Fig.14).
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Figura 13. Gréaficos representativos de los andlisis realizados en macréfagos F4/80"
derivados de médula 6sea de ratén. (A,B) Histogramas de (A) las células no marcadas con Anti-
F4/80 Alexa Fluor®647 y, por ende, son poblaciones celulares negativas de la poblaciéon de
macroéfagos, (B) las células que fueron marcadas con Anti-F4/80 Alexa Fluor®647, las poblaciones
desplazadas hacia la derecha representan el porcentaje de células marcadas con el respectivo
anticuerpo. (C, D) Zebra plot de (C) las células no marcadas, (D) las células marcadas con el
anticuerpo F4/80. FlowJo v10 fue el software utilizado para el analisis de datos.
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Figura 14. Gréaficos representativos de los anélisis realizados en macréfagos CD206"
derivados de médula 6sea de raton.(A,B) Histogramas de (A) las células no marcadas con Anti-
CD206 PE-Cy™7 y, por ende, son poblaciones celulares negativas de la poblacion de macréfagos,
(B) las células que fueron marcadas con Anti-CD206 PE-Cy™7, las poblaciones desplazadas hacia
la derecha representan el porcentaje de células marcadas con el respectivo anticuerpo. (C, D)
Zebra plot de (C) las células no marcadas, (D) las células marcadas con el anticuerpo CD206.
FlowJo v10 fue el software utilizado para el andlisis de datos.
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9.4 Caracteristicas corporales y metabdlicas en los ratones
obesos con intolerancia a la glucosa tratados con macréfagos
M2.

Los ratones obesos con intolerancia a la glucosa fueron tratados con macréfagos

M2, para determinar si esta inmunoterapia celular anti-inflamatoria disminuia la

IGT se realizaron GTT, después de nueve dias con el tratamiento (Fig. 15).

La Figura 15A muestra el grupo control y el grupo IGT donde se observa y
verifica que la glucemia es indicativa de intolerancia a la glucosa. De manera
interesante, en el grupo IGT tratado con macrofagos M2 (IGT+M2) la glucemia
disminuy6 drasticamente: un 89% comparandolo con el control, desde los 30 hasta
los 120 minutos de la GTT. Al comparar los ratones IGT con los IGT+M2, se
observé disminucion de la glucemia del 29-64-67-50%, en minuto 30, 60, 90, 120,
respectivamente (Fig. 15B). Se calculd el area bajo la curva (Area under the curve,
AUC por sus siglas en inglés) para determinar si la disminucién de la glucosa en el
grupo IGT+M2 era efecto directo de la administracion de macréfagos M2 (Fig.
15C). El AUC de IGT+M2 fue 46% menor que el grupo IGT; de manera mas
sobresaliente, la AUC del IGT+M2 al compararlo con el grupo C solo fue 3%
mayor, por lo tanto, las AUC de estos dos grupos no tuvieron diferencia
significativa, mostrando que la glucemia en los ratones tratados disminuyeron
hasta ser normoglucémicos. Todos estos datos sugieren que la terapia basada en
macrofagos anti-inflamatorios M2 disminuye la intolerancia a la glucosa en un

modelo murino.
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Figura 15. Administracion de Macré6fagos anti-Inflamatorios M2 en Ratones Obesos con IGT
como Tratamiento de la Intolerancia a la Glucosa. Los ratones C57BL/6 fueron alimentados con
dieta normal y HFD por 28 semanas, la administracion de macréfagos M2 fue a las 26 semanas de
dieta. (A-B) Después de 9 dias con el tratamiento M2, se evaluo la IGT a través de una GTT. (A)
C: ratones alimentados con dieta normal. IGT: ratones alimentados con HFD y con intolerancia a la
glucosa (n=4-5 ratones/grupo). *P<0.05, ***P<0.0001. (B) IGT+M2: ratones alimentados con HFD,
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intolerancia a la glucosa y tratados con macréfagos M2. En el grupo IGT+M2 los niveles de glucosa
disminuyeron 89% respecto al grupo C (n=4-5 ratones/grupo). ***P<0.001, ****P<0.0001. (C) AUC
de grupo C, IGT, IGT+M2.

Para determinar si el tratamiento con macrofagos M2 modificé la adiposidad
de los ratones intolerantes, el peso corporal fue evaluado durante el tratamiento
con macrofagos y al finalizar el experimento. Al comparar el peso del grupo C, el
IGT y el IGT+M2 se observo incremento del 33% desde la semana 8; el
incremento del peso corporal se mantuvo todas las semanas del experimento.
Después de la administracion de macrofagos M2 en la semana 26, el peso
corporal disminuyé ligeramente 3% en el grupo IGT+M2, sin ser significativo. (Fig.

16A).

Al finalizar el experimento el peso de los ratones se cuantific6 en todos los
grupos y no se observaron cambios después de nueve dias de tratamiento M2
(Fig. 16B). Por lo tanto, la inmunoterapia de macréfagos M2 disminuy6 la

intolerancia a la glucosa de manera independiente de la obesidad.
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Figura 16. Efecto de la Administraciéon de Macréfagos anti-Inflamatorios M2 Sobre el Peso
Corporal de Ratones con Intolerancia a la Glucosa. (A) El peso corporal cambia
significativamente desde la semana 8 con HFD, los macrofagos M2 se administraron en ratones
IGT en la semana 26 de dieta, no se observa cambios en el peso corporal tras la administracion de
los macréfagos. (B) El peso final fue 51% mayor en los ratones IGT+M2 después de 9 dias con el
tratamiento al compararlo con los controles (n=4-5 ratones/grupo). ****P<0.0001.
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10. DISCUSION
Se conoce bien que la intolerancia a la glucosa es un estado de hiperglucemia

intermedia, caracterizado por resistencia a la insulina y la disfuncion de las células
Bdel pancreas, dos eventos patoldgicos precedidos por la obesidad y por lo tanto
de inflamacion sistémica de bajo grado. La inflamacion observada durante la IGT
parece ser resultado del aumento en la proporcion de macrofagos pro-
inflamatorios secretores de TNF-q, y disminucion de macréfagos anti-inflamatorios
M2 y de IL-10 en el tejido adiposo. En este estudio se desarrollé y administré una
inmunoterapia basada en macrofagos M2 para el tratamiento de la IGT en ratones
obesos. Nuestros resultados sugieren que la administracion de estas células

disminuye la IGT en un modelo murino de obesidad con intolerancia a la glucosa.

Para generar el modelo de intolerancia a la glucosa, utilizamos la
combinacion de HFD y dosis bajas y altas de STZ. Contrariamente a lo reportado
por otros autores, la administracion de dosis alta y bajas de STZ generalmente
reduce el peso[87], en este estudio la inyeccion de STZ no redujo el peso corporal.
De hecho, el peso de los ratones con STZ y HFD aumento 50% y durante las
autopsias realizadas se observo incremento de la adiposidad visceral y
retroperitoneal. Consistente con el incremento de peso y adiposidad, los ratones
con IGT mostraron hiperglucemia durante la GTT realizada. En diferencia, el grupo
alimentado so6lo con HFD no desarrollé hiperglucemia, debido a un mecanismo
compensatorio de hiperinsulinemia. Estudios previos similares han mostrado el
desarrollo de prediabetes con resistencia a la insulina, hiperglucemia y deterioro
en la secrecion de insulina, al administrar dosis bajas de STZ y HFD, semejante a

nuestros resultados no se ha observado hiperglucemia en los ratones alimentados
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solamente con HFD[88]. Nosotros reportamos que la administracion de HFD vy
dosis bajas de STZ en ratones, gener6 un buen modelo de obesidad con
intolerancia a la glucosa para estudiar el efecto de la administracion de

macrofagos M2 en la IGT.

Previo a la administracién de macrofagos M2 se realizé la diferenciacion de
monocitos de la médula 6sea a macrofagos con IL-3/M-CSF. Sheng KC vy
colaboradores (2014) identificaron un papel importante de IL-3 en combinacién
con M-CSF para mediar la hematopoyesis, estimular la expansion y diferenciacion
de macrofagos productores de IL-10[89]. En concordancia con este estudio,
evidencia experimental mostré que la diferenciacion de monocitos a macréfagos
se realiz6 con el estimulo de M-CSF por 3 dias[41]. Nosotros encontramos que los
macréfagos estimulados con IL-3/M-CSF por 3 dias mostraron morfologia
redondeada y/o fusiforme y aumento considerable del marcador F4/80°. Este
marcador se ha utilizado en estudios de histologia para detectar la acumulacion de
macrofagos administrados externamente[59]. F4/80 es considerado un marcador
universal de macréfagos, por lo tanto al haber incrementd importante de éste en
las células, nosotros consideramos que los ensayos realizados para diferenciar

monocitos a macrofagos fueron exitosos.

Durante la activacion hacia macrofagos M2 las células con IL-4/IL-13 tenian
morfologia dendritica y mayor adherencia a la placa de cultivo, después de tres
dias con el estimulo. En contraste a lo que este estudio reporta, Ploeger et al.,
sugieren que el estimulo de IL-4/IL-13 con una concentracion 5 veces menor a la

utilizada en nuestros ensayos, durante 48 hrs puede polarizar a los macréfagos
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hacia un fenotipo M2[90]. Semejante a nuestros ensayos, el estimulo con IL-4/IL-
13 por tres dias polariza a los macréfagos hacia un fenotipo M2, ademés este
subtipo de células mostré6 mayor expresion de CD206", un sello distintivo de la
diferenciacion M2[91]. Reportes anteriores muestran que los ATMs CD206" estan
relacionados con la expresion de genes anti-inflamatorios como IL-10, por lo que

CD206" podria considerarse un buen marcador para distinguir macréfagos M2[28].

Evidencia convincente muestra un papel importante de la inflamacién por
aumento de macréfagos pro-inflamatorios M1 y TNF-a y la concomitante
disminucién de macréfagos anti-inflamatorios M2, secretores de IL-10, en la
patogénesis de la resistencia a la insulina e intolerancia a la glucosa[17]. Lo que
llevé a plantearnos el desarrollo de terapias basadas en macréfagos anti-
inflamatorios M2, que puedan inhibir los procesos inflamatorios observados en
sujetos obesos con intolerancia a la glucosa, al restablecer la proporcion de
macréfagos M2 y aumento de IL-10. Nuestro estudio mostr6é que la administracion
intraperitoneal de macro6fagos anti-inflamatorios M2 en ratones obesos con
intolerancia a la glucosa, disminuyo la glucemia considerablemente, hasta 89%, en
una curva de tolerancia a la glucosa. La administracion de macréfagos M2 como
terapia anti-inflamatoria ha resultado exitosa en modelos animales de inflamacion.
Estudios recientes en modelos de EPOC e IRA han mostrado la disminucion de la
inflamacion en los pulmones y del dafio tubular en rifiones[59, 60]. La
administracion de etanercept es otro tipo de terapia anti-inflamatoria, utilizada en
ensayos clinicos, para bloquear la actividad de TNF-a en humanos; sin embargo,

no se ha observado aumento en la sensibilidad a la insulina[92]. Hong et al.

58



reportaron que la elevacion de los niveles de IL-10 por tratamiento con IL-10 o la
sobreexpresion transgénica de IL10 mejora la sensibilidad a la insulina en el
musculo esquelético en ratones alimentados con HFDJ[93]. Los inconvenientes de
la terapia farmacoldgica para la prediabetes, basada en la adiministracién de IL-
10, incluyen los riesgos de efectos adversos[94]. Después de una sola dosis de IL-
10 se reportd neutrofilia transitoria, linfocitopenia, monocitosis y disminucién en los
recuentos de plaquetas[95, 96]. Otro estudio en sujetos a los que se les administro
una dosis de 100 pg / kg de IL-10 reporté sintomas leves a moderado de un
resfriado[97]. Los ensayos clinicos DPP (Diabetes Prevention Program por sus
siglas en inglés) y DREAM (Diabetes Reduction Assesment With Rapmipril and
Rosiglitazone Medication por sus siglas en inglés) han mostrado la necesidad de
medicamentos a largo plazo y, con ello, el incremento del costo del tratmiento[94,
98, 99]. AlUn mas importante, estos ensayos clinicos muestran que tras retirar los
farmacos se vuelve a incrementar la glucemia, lo que sugiere que los
medicamentos no cambian la fisiopatologia de la prediabetes[98, 99]. La evidencia
muestra que el tratamiento con IL-10 en enfermedades cronicas podria tener
efectos inmunosupresores y no favorece la supresion de la inflamacion a largo
plazo[100]. Por lo tanto, el uso de farmacos no se podrian considerar la primera
linea de tratamiento en la intolerancia a la glucosa[94]. Por lo que se deben utilizar
tratamientos alternativos que cambien la fisopatologia de la intolerancia a la
glucosa, para que el efecto a largo plazo se mas benéfico en los pacientes.
Nosotros creemos que tras la administracion de macréfagos M2, incrementaron

estas células en el tejido adiposo, se restablecié la proporcién de macrofagos M2 y
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aumentaron los niveles de IL-10 favoreciendo un estado menos pro-inflamatorio en
el tejido adiposo de ratones obesos con intolerancia a la glucosa. Por lo tanto, la
inmunoterapia basada en macrofagos M2 parece que podria modificar la
proporcion de macréfagos M2 secretores de IL-10 para disminuir la pro-
inflamacion, la resistencia a la insulina y finalmente la intolerancia a la glucosa de

manera independiente a la obesidad.

Los efectos de la administracion de macrofagos M2 a corto plazo parece
tener resultados muy favorables al disminuir considerablemente la intolerancia a la
glucosa. Por estas razones es de intéres e importancia estudiar los efectos a largo
plazo de esta inmunoterapia, para establecerla como posible tratamiento de la
intolerancia a la glucosa. Uno de los tratamientos que mejores beneficios tiene a
largo plazo en la intolerancia a la glucosa es modificar el estilo de vida, al cambiar
la habitos alimenticios e incrementar el ejercicio fisico, para finalmente disminuir el
peso corporal[94]. En un seguimiento por 6 afios, aproximadamente el 50% de los
pacientes que disminuyeron el peso corporal disminuyeron la intolerancia a la
glucosaf101]. A pesar de los excelentes resultados al disminuir el peso, es
importante sefialar que estos resultados se han obtenido de ensayos controlados
por un equipo multidisciplinario, que constantemente vigila a los pacientes en el
seguimiento del tratamiento. Por lo tanto, queda por demostrar si se pueden
obtener resultados tan favorables en la practica clinica habitual en la
comunidad[94]. En este estudio la intolerancia a la glucosa disminuyo de manera
independiente de la obesidad de los ratones. Interesantemente, después de la

terapia con macrofagos M2 el peso corporal no se modifico y ain mas importante
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9 dias despues de la terapia el peso de los ratones con IGT+M2 y los ratones IGT
eran similares, pero la glucemia disminuy6é de manera muy importante en el grupo
IGT+M2. Esto sugiere que los ratones IGT+M2 dejaron de ser intolerantes a la
glucosa a pesar de seguir siendo obesos, mientras que el grupo IGT continuo con

intolerancia a la glucosa.

Estas observaciones confirman el papel potencial de la administracion de
macrofagos M2 polarizados in vitro para disminuir la intolerancia la glucosa.
Nosostros proponemos que un posible mecanismo para tratar la IGT es
reestablecer la proporcion de macréfagos M1y M2 en el tejido adiposo de ratones
obesos intolerantes a la glucosa. El aumento de macréfagos M2 aumentaré los
niveles IL-10 que inhibira la accion de TNF-a, favoreciendo la fosforilacion del IRS-
1, activando la via de sefializacién de la insulina PKC/Akt y la traslocacion de
GLUT4 hacia la membrana de los adipocitos. La via de sefializacion a la insulina
en presencia de IL-10 conlleva a disminucién de resitencia a la insulina e
intolerancia crénica, y posteriormente disminucion de la hiperglucemia, de la

apoptosis de células B del pancreas y, finalmente, previene el desarrollo de DM2.

En este estudio nosotros demostramos que la administracion de
macrofagos M2 en el tejido adiposo disminuy6 la IGT, en un modelo murino de
obesidad con desarrollo de intolerancia a la glucosa, estos hallazgos abren la

posibilidad de nuevas opciones terapéuticas para el control de esta patologia.
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11. CONCLUSIONES
1. Una dieta alta en grasas (HFD) incrementa el peso corporal y la adiposidad en

los ratones alimentados con esta dieta y la administracion de dosis bajas de STZ

promueve disfuncion de células 8 del pancreas.

2. La HFD y la administracién de STZ genera un buen modelo murino de obesidad

con desarrollo de intolerancia a la glucosa.

3. El estimulo in vitro con M-CSF e IL-3 favorece la diferenciacion de monocitos a
macréfagos y F4/80 es un buen marcador inmunofenotipico para macrofagos

derivados de la médula 6sea de ratones.

4. La activaciéon de macréfagos in vitro al estimular con IL-4 e IL-13 hacia el
fenotipo anti-inflamatorio M2 se realiz6 exitosamente y CD206 es un buen
marcador inmunofenotipico de macrofagos M2 derivados de la médula 6sea de

ratones.

5. El tratamiento con macréfagos M2 en un modelo murino de obesidad con
desarrollo de intolerancia a la glucosa parece disminuir la intolerancia a la glucosa,

de manera independiente de la obesidad.
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12. PERSPECTIVAS
El presente trabajo demuestra que la administracion de macréfagos M2 disminuye

la IGT en ratones obesos con intolerancia a la glucosa. Sin embargo, el
mecanismo a traves del cual esto ocurre no ha sido estudiado, los resultados en
este estudio sugieren que se podria haber reestablecido la proporcion de
macrofagos M1 y M2 en el tejido adiposo de los ratones, pero es necesario hacer
estudios especifcicos para conocer si el mecanismo que proponemos mejora la
intolerancia a la glucosa. Si bien nuestros resultados han mostrado disminucion de
la IGT, es importante cuantificar los niveles de insulina para evaluar la resistencia
a la insulina y la disfuncion de las células B del pancreas, los dos mecanismos
fisiopatoldgicos que promueve la generacion de intolerancia a la glucosa. Nosotros
sugerimos que tras la administracion de macrofagos M2 aumenté la secreciéon de
IL-10, la principal citocina relacionada con la disminucién de la resistencia a la
insulina, por lo que es necesario cuantificar la expresion de IL-10 y TNF-a en el
tejido adiposo. Esto podria orientarnos sobre el funcionamiento de la via de
sefalizacion de la insulina por fosforilacion de IRS-1/Akt. Por otra parte, evidencia
experimental mostré que la obesidad inducida por HFD polarizé macréfagos anti-
inflamatorios M2 hacia un fenotipo pro-inflamatorio M1. Por lo tanto, es necesario
evaluar el posible tropismo de los macrofagos M2 administrados en el tejido
adiposo de los ratones obesos con IGT, detectando el Corpusculo de Barr. Una
vez evualuados los parametros mencionados consideramos, importante evaluar el
efecto de la terapia basada en macrofagos M2 a largo plazo como posible

tratamiento para el control de la intolerancia a la glucosa.
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RESUMEN

La obesidad y las enfermedades cronicas no fransmisibles estan caracterizadas por la
elevacion sérica de biomarcadores inflamatorios, activacion de la respuesta inmune
celular sin los mecanismos efectores de dafio tisular caracteristicos de la inflamacion
aguda y respuesta autoinmune a un proteoma quimicamente ampliado como
consecuencia de las alteraciones metabdlicas; todo esto en un contexto donde los
mecanismos de resolucion de la inflamacion se encuentran alterados. Diversos autores
han propuesto el témino “metainflamacion” para refenrse a la inflamacion que subyace
a la obesidad y que se produce a pariir de activacion de receptores de superficie o
intracelulares por ligandos endogenos metabdlicos y se perpetia por la inflamacion
tisular en tejido adiposo, hepatico o pancreas. La investigacion sobre los mecanismos
inmunologicos presentes en las enfermedades cardiovasculares y mefabolicas tales
como dislipidemia, diabetes tipo 2, hipertension arterial sistemica y aterosclerosis, se ha
incrementado a pasos agigantados durante los itimos afios, Esto permitird caracterizar
nuevos biomarcadores dando sustento al desarollo de nuevas terapias anii-
inflamatorias, lo cual podria impactar posiivamente en la prevencion, la deteccion

gporiuna y el control de estos problemas de salud.
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Adipose Stem Cell: attenuates inflanmation in hyperglyeemia state by remadeling macrophaze: phanotype

MLD. Dinmn Vega Galaviz
Sapervizer Prof. Dr, Martin €. Harmzen PhD, Internship at Department of Pathology and Medical Biclogy,
VUniversity Medical Center Groningen (TMCG),

INTRODUCTION

Dizbetes mallins (DM) 5 2 senous publie heelth problom and 1= one of the most commeon lifalong chronie diseases
worldwade charactenzed by glucose levels =126 mg/dl. Obesity 15 the mam modifiable nsk factor mvolved m DM
development Obesity offen presents with climical probleme if the body muss index (BMI) increases sbove 30
kg’ "“Emerping evidence has now suggested that obeuty 15 a state of systemue inflammation characterized by high
sequmm levels of pro-mflammatory eyviokines mending tomor necrosis factor alpha (TNF-a), wherleukin] f (TL-f), a3 well
as low curculating values of anfi-inflammatory nediators such as IL-10." Thus wnbalance of systenuc levels between pro
and anf-inflamsmatory eytokines causes an altmaton in the populahons of macrophages at the. Duing mereased obasity,
the mumber of pro-inflammatory macrophages (ilso referved to as M1 mecrophages) 15 mereased 1 visceral adipose tissue
(VAT) of obese mice and humans, while the number of anti-inflammatery (M2) macrophages it reduced ™ In the VAT of
obese subjects, local M1 macrophages overproduce IL-1 and TNF-g that contribute to msulin resistance. These pro-
nflanmatory eyvtolones mbibrt the phosphorylaton/actoratnon of the mmln receptor substrate 1 (IRS-1) wiuls TNF-a also
protemn kinase C (PEC) and protemn kinase B (Akt) activation. The next effect 15 the amest of the translocahion of glucose
transporter protems from the cytosol to the cell membrans, which m twn woulin remstance ncreaes. ' 'The long-term
expostre of white fat adipoeytes to ineveased levels of TNF-a Ml macrophage-derived causes 2 persistent insulm
resistance state a3 well as tranment and clrome byperghveemia, hypennsulmenua, apoptoss of pancreatic f cells, which
finally results in type 1 dizbetes (T2,

Adipose-derived stem cells (ASC) have been described to support tissue repar while also modulate the tnmmme response.’
A recent weork has reported that admemistranon of exogenous ASC decreases the level of THF-a while also mereases T-10
in white adipose tizme of obese mice by promoting M1 macrophages to shift towards a M2 phenotype. * In this senze,
Bamarde and coworkers have found that IL-6, indeleamines 2 3-dioxypenaze (ID0), prostaglandin E2 (PGE2) levels fiam
ASC are n tum capable of polanzng macrophages towards a M2 profile, "'

Taking all this information mte secount ASC ssem to have an mwmmalomeal finetion by promoting the palazahen of
M macrophages towards M2 phenotype, wich has led to proposs the exastence of 3 compensatory mechamam to promote
switching of inflammatory macrophages toward: anfi-inflawmatary macrophages.

Research question

Can ASC modify the phenotvpe of nflammatory M1 macrophage: toward:s anti-mflammatory M2 macrophages m
bypergivoenua’

Hypothesis

Subeutansous adiposs tizsus ASC can modify the phenotype of pre-inflamenatery M masiophages towards anh-
inflanmmatery M2 macrophages in hyparglyesmi conditons in vifra,
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Main goal

To evaluate the ASC effect mto the polanizaton of pro-mflanwatory M1 macrophages towards anhanflamwatery M2
macrophages in hyperglyeenue conditions.

Concrete goals

1. Toculture monocytes from the THP] cell lne.

1 To differentiate macrophages from the THP-1 and polanze toward M1 or M2 phenotype,

3. Toevaluate the mRMNA exprassion of pro-nflammatery, anti-inflammatory eyvtokines and M2 markers,
4. Toculture macrophages M1 and M2 m the hypergheemuc supematants from the ASC

Material and Methods
TPHI culture and macrophages differentarion.

The THPI cells were culhwed i RPMI 1640 (Lonza Biowhattaker Verviers, Belgmum), supplemented wath 10% heat
inactivated fetal bovine serum FBS (Thermo Scientific, Hemel Hempstead, UK), 100 Unil penicilin, 100 mg'ml
streptonryem (Gibeo, Imvitropen, Carlsbad, CA) and 2 mM L-glutamme (Lonza Biowhuttaker, Verviers, Balgium) After 4
days, THP] were cultwed in a 24 well plate with densities from 200x10°, 400 x10°, 800 =10, 1x10°cells/cm’, The cells
were stmmlated with M-CSF (PeproTech, Focky Hill USA) m 3 different concentraons, 1(nzml 0.0lnz'ml
0.0000 I ngmd at 37°C, 5% CO2. At day 3, culture medium was removed and changed with medim plos M-CSF. At day
6, macrophages (adherent cells) were wathed wath PES1x and not stwmlated (control) or shiomlated in culture medium
with 30ng'ml LPS (Sigma-Aldrich St. Lows, USA), 20ngml IL-4TL13 (PeproTech Rocky Hill USA) at 37°C for 48 b
to pro-nflanmmatory and anti-inflammatory phenotype, respectvely. The polanzanon state of the macrophages was
daterminad by quantitstive RT-PCR (qRT-PCE). THPL ware cultused in 3 sscond 24 well plate with 3 density of
400510 cells/em’ and shmmlated wath 100ng/'ml Phorbol 12-mmyristate 13-acetate. PMA (Suzma-Aldrich. 5t Lowis, USA)
at 37°C, 5% COL After T2 b, cells were washed and stiulated wath LPS, ILATL-13 a2 desenbed previously, or not
shirmnlated in erder to polanzed macrophages to pro-inflammatery or anti-inflammatery state, for 48 b The macrophages
were also collected for test the polanzation state by gRT-PCR

Evaluation of mANA expression by gRT-PCR.

Total BNA was 1solated from the cells wang TRIzol® reagent (InwvitroGen, Carlsbad, CA) m accordance to the
manufacturer's protocol, concentranon and punity were determined by UV spectrophotometry (NanoDvop Tecknologes,
Wilmngton, NC). qRT-PCR analymi, total EMA was meverse transenbed wning the Fiost Stand «DNA symthess Jat
(Fermentas UAB, Lithuama) m accondance to the manufachoer's protocol Chiantfication of gene expression was
performed ueing qRT-PCR. analyas i 2 final reaction volume of 10 il formed by 5ul of 1x SYBR Green Supemue
(BioRad, Fich- mond, CA), 6 pM primer wux (forward and reverse) and Spl of 10ng cDNA The CT values were
nommalized to GAPDH a5 2 reference gene wang the ACT method, nommabiong for the expression of the reference gene
and ralated to the contro] treatment. All eTNA samples were amplifisd m duplicate.
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Macrophagea: enlture with lnperglveeniic ASC suparmatants.

ASC primary isolation and culture were from lipoaspirates as it has been deseribed previously'. ASCs were eultured m
DMEM 1g1 or 4.527 (Lonza Biowluttaker, Verviers, Belgum), 10% FBS (Thermo Scientific, Hemel Hempstead, UE),
1% Pemcillin/Streptonmyen, P/S (Gibeo, Invitrogen, Carlsbad, CA) and 1% L-ghitamine (Lonza Biowhttaker, Verners,
Balmum) from 3 dufferent donors in lugh and low glucose condifions. Ones the conflusnce was encugh ASCs were split
and pooled m hugh and low ghucose conditions. Low and hagh glucose DMEM from ASCs was changed for RPMI 1640
(10% heat insctvated FBS. 1% P/S and 1% L-glutamine) with 11mM ar 2500, respectively. After M b eulture medinm
was collected and refresh RPMI medmum, the proceduwre was repeated it and both tumes were muzed, filtered and stored m
-20°C. THP] cell: were cultured for duplicate m 3 different T75 flask wath a density of Tx10cells’em’ and stinmlated
with 100nz'ml PMA at 37°C, 5% CO2 for T2 h At day 3, cells were washed and stimulated with LPS or IL-4TL-13 for
48 b, the third flask did not recerve stummlus. The conditon mediom from macrophages was changed with RPMI medium
11Mm (LG) and 25 Mm (HG) previously collected. After T2 h, macrophages were detached with 0.05% Trypain, JmM
EDTA m PBS, centnfuged at 1600 rpm for 5 mun, removed and discarded cell cultwe mednm, the cell pellet obtamed
was lysed with TRIzol®. The switch of macrophages phanotype due to ASC condifion madiim was evaluated by gRT-
PCR

RESULTS

Fizmrel, Monocyte cubbure from the THP-1 cell lme,
10 gl 0.01 ng/mil 0.00001 ne/mi

il
e
B
-

Figwre2, Charactenzation of THP] with different densities after 6 days and the stooubus of M-CSF to differentiate
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macrophages. After stvmilation with M-C5F, macrophages did not show a dendnitic morphology. At day 6 cells with a
hugher density (8x10", 1x10"cells'/em®) and 10ng/ml M-CSF were dead. In the case of cells with a denity of 2xl0’
cell'cm’, 0.01ng/ml M-CSF it was not possible to take a picture.

A B

2x10%

Ax10
2x10°
107

Bx105
AxT0Y
110

Bx10°

Figwed, Chaactenzation of macrophages after Ml or M2 polarization, after shumilation wath LPS, IL41L-13
maerophages did not show a dendritic morphalogy but they were more attached fo the plate murface, (A) Macrophagas
after 48 hrs wath 5(ng/ml lipopolysachande (LPS) to polanze toward M1. (B) Macrophages after 48 hrs wath 20ng/ml IL-
4TL-13 to pelanze toward M2,

Fipred, Charactenzation of THP1 with the stomlus of PMA to differestiate macrophages THP1 wath PMA stumibus to
differentiate macrophages. (A) THPI after 24 hus with PMA. (B) THP after 72 bus with PMA showed a rounded and'or
spindle-thaped morphology and the cells were more attached to the seface plate. (C) unstmmlated macrophages {control).
(D, E) After 48 h of stmmlahon with LPS, IL-4TL13 M1 or M2 macrophages, respectively showed a dendnfic
morphelogy.
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Figure3, The polavizsion state of the macrophages was determined by qRT-PCE, quantification of mRNA expression
with the stiwmlus of M-CSF or FMA. Expression of GAPDH was wed as refsrence gens for nommalivation (4) Pro-
mflammatery and ant-inflammatory cyviokimes, (B) Chode mime symthase (nosl), Argmase 1. (C) M2 markers m

macrophages.
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Figure6. Macrophages M1 and M2 i the LG mopematants from the ASC.
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FigureT. Macrophages M1 and M2 in the HG supernatants from the A8C.

Figuref, 7. (A) ASC cultrvated wath BPMI i LG and HG concentration. ASC showed the same morphology when they
were cultured in REMI and wath different plucose concentrations. (B) Maerophages MO, M1, M2 cultured with the
EFMI LG and HG were aitached to the surface plate and showed a rounded and/or spindle-shaped morphology. (C, D, E)
qRT-PCR, quanfification of mENA expression pro-nflammatory and anti-infl amematery cytokines; made mine synthase
(osd), Arginase |; M2 makers in macrophages, to evaluate the ASC effect mio the polanzabion of macrophages
] ) : "

Dizeussion

Dizbetes and obesity hava smarged as sncrmous public health problems globally. In fact, obesity is the principal ictor fo
development T2D and it is the leading cause of death and disabilities. Obesity it has been associated with pro-
mflapmatory macrophages M, mereazmg TNF-o secretion, and decrease m the populaton of anh-inflamoatory
macrophages M2."" This chronic pro-inflammatory state results in msulin resistance and fimally promotes the TID. ASCs
from lean donors, trough IL-§, IDO and PGE? are capable to switch the phanotype of pro-inflammatory M towards anfi-
inflammatory macrophages M? that secrete IL-10 and decrease insulin resistance.”''In this sindy we irvestigated the
mfluence of ASC in hyperghycenuc conditions mio the macrophages polanzaton. The macrophage culture was done from
manocyte cell line THP], there are protocals to mdoce M1 and M2 macrophages m witro and they are widely used In
fact, evidence shews a PMA differenhahon protocol can enhancs macvophage differentiahon of THP1 cells. The
companson of important discrmunators of the level of macrophage differenhiation a3 mumbers of mutochondna and
lysosomes, resistance to apoptoss m monocyte-derved macrophages (MDM) and THP wath PMA suggest THP] cells as
a good model for macrophages culture '* It seems that T2D is a pro-inflammatory state derived fom the inflammatory
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obenitv, m this study we measure the expression of pro-inflammstory and anh-mflammatory cytolanes as TNF-u, IL-15,
IL-10 and macrophages M1M2 markers as NOS2, Arginase |, CD206 CDL63. In this case, the expression of TNF-o, IL-
1P were inereased in both macrophages pro-inflammatery M1 and anh-inflammstory M2 It regard that macrophages M2
markers CD206 were ngmficantly mevease m M2 but CD163 another M2 marker was merease m M1, Cytokins responzes
mduced m monocytes as compared fo macrophages vary depending on the shomlus and the type of differentiated
macrophage studied, Dagneault ef al found m THP] lngher levels of constitutive and THF-3 and IL-1§, ths data shows
that THP] calls have par 2o 2 phenotype mers inflavnatory, OF mberest. 3 higher sxpression of (D206 in THP1 with
stmlus IL-4TL-13, mggested that, although differences m basehns phenotype may east, both cell tvpes retan the
funchonal capacity to adapt to the prevalng shouls and to shuft then polanzation to 3 common shmmbns-directed
phenotype. " On the other hand, ugher expression of CD163 o macsophages M1 show that thus 15 not 3 zood marker to
macrophages M2 i THP] cultwe. In an obesty mice model the ASC admimstration demonstrated the decrease of
inflapenation in Visceral Adipose Tizmue (VAT).'Based mn that T2D is an inflanmatory state due to the obesity, it was
evaluate if the switch of the pro-inflammatory macrophage phenotype M1 towsrd ant-inflammatory macrophage M2 can
be through ASCs. With these findings, 1t seems that culture of THPL cells it 15 not a comect model to promote macrophage
differentianion and evaluate the inflammwatory response i the kypershveerma of T)D. In addinon. The Amenean Disbates
Association (ADA) define T2D as hyperglycenua state wath levels =7mb m ASC cultures the DMEM medim were
change for FPMI wath low (1 lmM) and lugh (25mM) glucose concenahions, our observations indicate that even | lmM
glucose 15 3 enough stwlus to maintam the pro-inflanmatory phenotvpe i macrophages
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