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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 número de macrófagos pro-inflamatorios M1 

en el tejido adiposo de ratones obesos y humanos, disminuyendo además la 

proporción de macrófagos anti-inflamatorios M2. Los macrófagos M1 producen 

abundantemente TNF-α que contribuyen a generar resistencia a la insulina, a la 

hiperglucemia, apoptosis de las células β pancreáticas y finalmente promueve la 

intolerancia a la glucosa. En el tejido adiposo de ratones de peso normal, los 

macrófagos M2 secretan IL-10 y con ello aumenta la sensibilidad a la insulina. El 

objetivo de este estudio fue administrar macrófagos M2 en ratones obesos como 

tratamiento para la intolerancia a la glucosa. Para generar un modelo de ratón 

obeso que simula la IGT humana, utilizamos una combinación de dieta alta en 

grasas (HFD) y estreptozotocina en dosis bajas (STZ). Los macrófagos M2 

administrados se obtuvieron de monocitos derivados de la médula ósea y se 

cultivaron in vitro con IL-4 / IL-13. El fenotipo M2 se verificó con CD206 mediante 

ensayos de citometría de flujo. Los macrófagos M2 (densidad de 7X106) se 

administraron cada tercer día en los ratones por una semana. Los efectos de los 

macrófagos M2 en la IGT se examinaron con una prueba de tolerancia a la 

glucosa (GTT). La alimentación con HFD aumentó 50% el peso corporal y las 

dosis bajas de STZ produjeron una hiperglucemia importante en comparación con 

los controles. En este modelo de ratón que imita la IGT se administró los 

macrófagos M2. Los macrófagos cultivados y activados hacia el fenotipo M2 

fueron CD206+. Los niveles de glucosa medidos con GTT se redujeron en 89% 

después de la administración de macrófagos M2 CD206+, en comparación con los 
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controles. Estos resultados sugieren que los macrófagos M2 disminuyeron la 

intolerancia a la glucosa. Además, los ratones obesos no modificaron su peso 

corporal incluso con el tratamiento de los macrófagos M2. Teniendo en cuenta 

toda esta información, la proporción de macrófagos M1 y M2 parece tener un 

desequilibrio en el tejido adiposo que está asociado con mayor secreción de TNF-

α y menor de IL-10, lo que aumenta la resistencia a la insulina e intolerancia a la 

glucosa. Este estudio mostró que la administración de macrófagos M2 en el tejido 

adiposo disminuyó 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 macrófagos anti-inflamatorios M2. 

Palabras clave: Intolerancia a la glucosa, Inflamación, Macrófagos M1, 

Macrófagos M2, Terapia 
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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-α and 

contribute to insulin resistance as well as hyperglycemia, apoptosis of pancreatic  β 

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 IL-4/IL-

13. The M2 phenotype was verified with CD206 by flow cytrometry. Every other 

day M2 macrophages (density of 7x106) 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 
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is associated with secretion of TNF-α 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 
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3 .INTRODUCCIÓN 

La prediabetes es un estado intermedio de hiperglucemia con los niveles elevados 

de glucosa plasmática en ayuno (impaired fasting glucose, IFG por sus siglas en 

inglés) o glucosa plasmática elevada posprandial (impaired glucose tolerance, IGT 

por sus siglas en inglés)[1, 2]. 

La IGT o intolerancia a la glucosa es un estado de transición de 

normoglucemia a Diabetes Mellitus 2 (DM2),  los pacientes con IGT son 

asintomáticos y sólo 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 observó 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. Según el  Instituto Nacional de 

Salud Pública, 17.1% de la población 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 

disfunción de las células β del páncreas, estos son dos efectos fisiopatológicos 

que también se encuentran en la DM2 pero en mayor severidad[1]. La DM2 se 

caracteriza por la RI, hiperglucemia crónica, hiperinsulinemia y la disfunción de las 

células β del páncreas. Hasta 70% de los pacientes que padecen prediabetes 

eventualmente desarrollarán diabetes, por lo tanto la detección y tratamiento 

temprano de la IGT es muy importante para evitar la evolución hacia DM2[6]. 
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3.1 La intolerancia a la glucosa como problema de salud pública 

La intolerancia a la glucosa o prediabetes es una enfermedad metabólica 

caracterizada por la elevación de los niveles de glucosa sanguínea en ayuno, sin 

llegar a los observados en la DM2 (glucosa ≥ 126 mg/dl)[7]. En 2015 la Federación 

Internacional de la Diabetes estimó 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 estimó en 2012 que cerca de 86 

millones de personas, o uno de cada tres adultos tenían prediabetes[9]. Sin 

embargo, el 90% de estos sujetos desconocen su diagnóstico 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 desarrollarán DM2, esto sugiere que la 

hiperglucemia crónica debida a la IGT podría favorecer la progresión a DM2[6]. Por 

esta razón la Asociación Americana de Diabetes (ADA) recomienda la detección 

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

La prueba oral de tolerancia a la glucosa es el método más 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 medición de glucosa a las 2 horas, si la glucemia es 140-199 mg/dl dan 

la certeza del diagnóstico de IGT[10]. Otro  método diagnóstico utilizado es la 

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

javascript:void(0);
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glucosa se une al grupo amino-terminal de la subunidad β de la hemoglobina y 

refleja la hiperglucemia crónica. Se ha observado que el diagnóstico de IGT a 

través de la cuantificación de los niveles de HbAIc  (entre 5.7–6.4%) solo tiene 

35% de sensibilidad, lo que sugiere que no es un buen marcador para realizar el 

diagnóstico de IGT. Interesantemente, los niveles de HbAIc ≥6.5% están 

directamente relacionados con complicaciones cardiovasculares, por lo que podría 

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 

dañinos para para promover el desarrollo de CVD como infarto agudo al miocardio 

y enfermedad vascular cerebral[12].  

La IGT, además de predisponer al desarrollo de DM2, también parece ser 

un factor promotor de CVD[13],  estas dos patologías son la principal causa de 

muerte en nuestro país. 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 Índice de Masa 

Corporal (IMC) ≥35 kg/m2, la edad ˃60 años, familiares de primer grado con DM2, 

hipertrigliceridemia, colesterol HDL disminuido e hipertensión[14]. 

En 2015 un estudio mostró los factores que se asociaban con el desarrollo 

de la prediabetes, en el estudio se encontró una fuerte asociación 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 inflamación 

sistémica que,  a través de procesos pro-inflamatorios, altera la vía de 
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señalización 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 continuación[16-18]. 

3.1.2 Fisiopatología 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 disfunción de las células β del páncreas secundarios al 

desarrollo de la obesidad[2, 15]. La hiperglucemia perjudica la secreción de 

insulina e induce apoptosis de las células β del páncreas. La hiperglucemia de la 

IGT, a pesar de no ser tan elevada como en la DM2, parece ser lo suficientemente 

tóxica para inducir la muerte de las células β[19, 20]. Este mecanismo, conocido 

como glucotoxicidad, además de resultar en muerte celular promueve la 

resistencia a la insulina, en estados de hiperglicemia crónica[21]. En sujetos 

normoglucémicos la insulina favorece la captación y almacenamiento de los ácidos 

grasos en forma de triglicéridos e inhibe la lipólisis de los triglicéridos almacenados 

en el tejido adipos[19]. En sujetos obesos con intolerancia a la glucosa un 

mecanismo conocido como lipotoxicidad disminuye la captación de glucosa en 

músculo y aumenta la de ácidos grasos, en hígado aumenta la producción de 

glucosa y en tejido adiposo aumenta la liberación de ácidos grasos(Fig. 1) [19, 22-

24]. Similar a la glucosa, los ácidos grasos libres plasmáticos (FFA, Free fatty acid) 

aumentan la resistencia a la insulina, alteran la función secretora de las células β 

inducen la apoptosis de esta células[21]. Por lo tanto, la combinación de 

hiperglucemia y FFA, a través de mecanismos de glucotoxicidad y lipotoxicidad, 

disminuyen la función de las células β del páncreas. Además, la liberación de los 
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ácidos grasos del tejido adiposo de sujetos obesos induce una respuesta 

inflamatoria, activando a macrófagos pro-inflamatorios a través del receptor tipo 

Toll 4 (Toll-Like Receptor 4, TLR4 por sus siglas en inglés)[21]. La obesidad 

incrementa aún más la inflamación, ya que actualmente se considera un estado de 

inflamación sistémica que comprende la elevación de niveles circulantes de Factor 

de necrosis tumoral alfa (Tumor Necrosis Factor alfa, TNF-α  por sus siglas en 

inglés.), así como disminución en los niveles séricos de interleucina 10 (IL-10)[25]. 

Esta alteración en los niveles sistémicos de citocinas pro y anti-inflamatorias 

favorece la activación de macrófagos inflamatorios (M1), con capacidad de infiltrar 

tejidos periféricos como el adiposo, el hepático y el músculo esquelético, 

disminuyendo, además, la proporción de macrófagos anti-inflamatorios (M2) en 

estos mismos tejidos (Fig.1) [26]. En tejido insulinodependiente, el TNF-α 

sintetizado por los macrófagos M1 tiene un papel importante en la generación de 

la resistencia a la insulina, que conlleva a la intolerancia a la glucosa, y 

posteriormente hiperglucemia crónica, hiperinsulinemia, apoptosis de células β 

pancreáticas y finalmente DM2[17, 27]. En el tejido adiposo de ratones con peso 

normal se ha observado predominio de macrófagos M2 secretores de IL-10, lo 

cual contribuye a la disminución de los niveles locales de TNF-α y, por lo tanto, el 

aumento de la sensibilidad a la insulina en los adipocitos[28]. Por lo tanto, el 

desbalance de macrófagos M1 y M2 en tejido insulinodependiente de ratones 

obesos, con la concomitante elevación de TNF-α y disminución de IL-10, parece 

ser uno de los principales factores que contribuyen a la generación de resistencia 

a la insulina e intolerancia a la glucosa (Fig. 1)[29]. Estos datos parecen mostrar 
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que los macrófagos tienen un papel muy importante en el desarrollo de resistencia 

a la insulina e intolerancia a la glucosa. 

Figura  1. Mecanismos que Promueven la Resistencia a la Insulina. La obesidad a través de la 
lipotoxicidad induce alteraciones en músculo esquelético, tejido adiposo e hígado que resulta en 
aumento de la inflamación sistémica y resistencia a la insulina (RI) en estos tejidos, y finalmente 
intolerancia a la glucosa. Abreviaturas: FFA, ácidos grasos libres; TNF-α, Factor de necrosis 
tumoral alfa; M1,macrófagos pro-inflamatorios M1; IL-10, Interleucina 10; M2, macrófagos anti-
inflamatorios M2. Modificado de Olefsky, 2010. 
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3.2 La diversificación fenotípica  de los macrófagos y su función 

en los procesos inflamatorios  

Los macrófagos son las células más plásticas del sistema hematopoyético 

mieloide, están involucradas en procesos de salud y de enfermedad y se 

encuentran en todo los tejidos[30]. Su mayor función es responder a patógenos y 

modular la respuesta inmune adaptativa a través del proceso y presentación de 

antígenos, otras funciones se centran en la generación y resolución de procesos 

inflamatorios, además de la reparación de tejidos[31]. Los monocitos son las 

células precursoras de los macrófagos, se encuentran en la médula ósea, pueden 

extravasar la pared vascular y entrar al torrente sanguíneo. Después de tres días 

estas células se diferenciarán a macrófagos y células dendríticas (Fig. 2)[30]. 

Durante la diferenciación, los monocitos esféricos, flotantes y libres en el torrente 

sanguíneo migran a tejidos periféricos y se transforman en células adherentes de 

forma irregular, llamadas macrófagos[32]. Por lo tanto, la diferenciación de 

monocitos a macrófagos es el resultado de cambios morfológicos y de la 

expresión génica, a través de la exposición 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 diferenciación de monocitos a macrófagos[33]. CSF1R es un 

receptor transmembrana tirosina cinasa clase III, que se expresa en la mayoría de 

las células fagocíticas 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 ablación de 

CSFR1 en ratones causa una severa depleción de macrófagos en los tejidos, 
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además tras la ablación de CSFR1 la proliferación y reclutamiento de monocitos a 

través de CFS1 se inhibe[35]. Estos hallazgos demostraron que CSFR1 es uno de 

los principales reguladores de la diferenciación y es el único receptor para CSF1 

también conocido como Factor estimulante de colonias de macrófagos 

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

A pesar de la importancia de CSF1R en la proliferación de macrófagos, 

otros autores han mostrado que a pesar de la depleción de este receptor, algunos 

tejidos como el bazo siguen teniendo macrófagos, esto indica la existencia de 

otros factores  de crecimiento de macrófagos[30]. El Factor estimulante de colonias 

de granulocitos-macrófagos (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 proliferación de macrófagos en ausencia de 

CSFR1(Fig. 2)[34]. 

La IL-3 es una citosina que estimula  la proliferación de células 

hematopoyéticas pluripotentes y células progenitoras de la línea mieloide, por lo 

que se considera un factor estimulante de colonias multipotencial (multipotential 

colony-stimulating factor, multi-CSF por sus siglas en inglés)[36]. La estimulación 

con IL-3 ex vivo en células derivadas de la médula ósea de ratones estimuló la 

generación de macrófagos[37]. Estos datos sugieren que IL-3, además de 

promover la proliferación de células pluripotentes, también es un factor de 

crecimiento de macrófagos. El GM-CSF es otro de los factores que participa en la 

proliferación de macrófagos, la mayoría de los estudios han demostrado un papel 

proaterógenico de GM-CSF, que se cree está relacionado con la proliferación de 
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macrófagos pro-inflamatorios en las lesiones aterogénicas, esto podría mostrar 

que el GM-CSF participa en la proliferación de macrófagos con un fenotipo pro-

inflamatorio[38].  

Figura  2. La Diferenciación de Monocitos a Macrófagos. Los monocitos son continuamente 
generados en la médula ósea, llegan al torrente sanguíneo y se diferencian a macrófagos a través 
de CSF1, GM.CSF e IL-3. Finalmente los macrófagos derivados de monocitos son reclutados a 
sitios de inflamación donde terminarán de diferenciarse hacia macrófagos residentes de tejido o 
células dendríticas.  Modificado de Ginhoux, 2014. 

Tanto el GM-CSF como el M-CSF están involucrados en la diferenciación 

de monocito a macrófago  e intervienen en la polarización de los macrófagos[33], 

es importante mencionar que el término diferenciación es distinto al de 

polarización. La polarización se refiere a la capacidad de un macrófago 

plenamente diferenciado de responder a estímulos externos mediante el cambio 
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de sus características fenotípicas y funcionales[32]. El GM-CSF puede polarizar 

monocitos hacia un subtipo de macrófagos M1 con un perfil de citocinas pro-

inflamatorias[39]; mientras que M-CSF produce un perfil anti-inflamatorio de 

macrófagos M2[40]. Este perfil pro-inflamatorio M1 o anti-inflamatorio M2 genera 

una clasificación de macrófagos binaria, en clásicos o alternos, respectivamente. 

En respuesta a citocinas como el Interferón Ɣ (INF-Ɣ) o productos bacterianos 

como el Lipopolisacárido (LPS), los macrófagos se polarizan a un perfil clásico o 

pro-inflamatorio M1[33]. Los macrófagos M1 producirán grandes cantidades de 

citocinas pro-inflamatorias como TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-12, y expresarán 

receptor tipo Toll 2 (Toll-Like Receptor 2, TLR2 por sus siglas en inglés), TLR4 y la 

enzima óxido nítrico 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 polarización hacia macrófagos alternos o M2[40, 42]. Los macrófagos 

M2 se dividirán en tres subtipos, a, b y c, la diferencia entre éstos dependerá de la 

citocina que se utilicé para polarizar y de los productos que exprese cada subtipo 

de macrófago M2. Tanto IL4 como IL-13 polarizarán los macrófagos hacia M2a, en 

respuesta a inmunocomplejos hacia M2b, o por la acción de IL-10, del Factor de 

crecimiento transformante β (Transforming growth factor beta, TGF-β por sus 

siglas en inglés) o glucocorticoides hacia M2c[32, 40, 43]. Los macrófagos M2 

expresarán citocinas anti-inflamatorias como IL-10, además del receptor de 

manosa (CD206) y Arginasa 1 (Arg1) (Fig. 3) [28, 43]. 
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Figura  3. Factores que Promueven la Polarización de Macrófagos y la resistencia a la 
insulina en el tejido adiposo. Los adipocitos de sujetos delgados secretan interleucinas como IL-
4 que promueven la polarización de macrófagos anti-inflamatorios. Los macrófagos 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 expresión génica, 
como resultado a través de la lipolisis hay liberación de FFA (ácidos grasos libres) y TNF-α, los 
cuales polarizan los macrófagos hacia un fenotipo pro-inflamatorio. Los macrófagos M1 producen 
grandes canidades de citocina pro-inflamatorias como TNF-α que promueve el aumento de la 
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resitencia a la insulina en los adipocitos. Esto establece una retroalimentación positiva que 
amplifica la inflamación y la resistencia a la insulina. Modificado de Olefsky, 2010. 

Los macrófagos forman parte del estroma del hígado, el páncreas y el tejido 

adiposo, en estos tejidos los macrófagos mantienen la homeostasis metabólica. El 

mantenimiento de la homeostasis por parte de los macrófagos dependerá del 

medio en que se encuentren y a la ingesta de nutrientes. Durante una infección 

bacteriana, la activación innata de los macrófagos produce la secreción de 

citocinas pro-inflamatorias como TNFα, IL1β, IL-6, que promueven la resistencia a 

la insulina para disminuir el almacenamiento de nutrientes. Esto resulta en una 

adaptación metabólica necesaria para tener una defensa eficaz contra los 

patógenos bacterianos y virus, porque casi todas las células inmunes activadas 

utilizan preferentemente la glucólisis para alimentar sus funciones en la defensa 

del huésped. La resistencia a la insulina, una adaptación metabólica favorecedora 

en infecciones, resulta contraproducente en la obesidad. Los macrófagos 

residentes del tejido adiposo en la obesidad promueven un ambiente inflamatorio 

que genera un estado de inflamación crónica 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 pleiotrópicas realizadas por los macrófagos para inducir  

intolerancia a la glucosa. 
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3.3 Los macrófagos como agentes promotores de la inflamación 

en la intolerancia a la glucosa 

Los macrófagos son células que se pueden polarizar hacia un fenotipo anti-

inflamatorio o pro-inflamatorio, bajo la influencia de señales derivadas del 

microambiente fisiológico o patológico[44]. En ambientes patológicos como la 

intolerancia a la glucosa secundaria a obesidad, los niveles circulantes de 

citocinas sistémicas pro-inflamatorias como TNF-α reclutan monocitos en el tejido 

adiposo, donde se activan a macrófagos del tejido adiposo (Adipose tissue 

macrophages, ATMs por sus siglas en inglés)[17], Posteriormente los ATMs se 

polarizan hacia un perfil clásico o pro-inflamatorio, a través de la exposición de 

TNF-α 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 oxígeno, para evitar la isquemia y la muerte celular[21]. La 

angiogénesis se induce mediante la producción de factores pro-angiogénicos con 

el propósito de restaurar los niveles  requeridos de oxígeno[21]. En sujetos obesos 

con intolerancia a la glucosa se forman áreas con baja presión de oxígeno, 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 oxígeno y como resultado produce hipoxia. En tejidos 

hipóxicos e isquémicos, los macrófagos se acumulan en grandes cantidades y 

responden a la hipoxia con la activación de factores de transcripción. Entre los 

más destacados están los factores inducibles de hipoxia 1 y 2 (hipoxia-inducible 



 

18 
 

factor, HIF por sus siglas en inglés)[47]. HIF1 y HIF2 inducen una respuesta 

inflamatoria mediante el reclutamiento y la polarización de macrófagos hacia un 

fenotipo pro-inflamatorio[44]. Cramer et al. (2003), mostraron que la ablación de 

HIF1 en macrófagos imposibilita la migración hacia tejido hipóxico e isquémico, 

inhibiendo las funciones inflamatorias de los macrófagos M1 en estos sitios[48]. 

Cuando la hipoxia es severa y el daño es irreversible, se produce un proceso 

isquémico en el tejido adiposo[21]. Los adipocitos en muerte celular son rodeados 

por macrófagos 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 macrófagos pro-inflamatorios M1, 

tienen una función regulatoria extrínseca mediante la secreción de citocinas pro-

inflamatorias y una intrínseca que contribuye a su activación pro-inflamatoria[44]. 

El reclutamiento de los macrófagos pro-inflamatorios M1 en el tejido adiposo 

podría tener un papel importante resolviendo la hipoxia, posiblemente en un 

esfuerzo de reparar el tejido dañado o durante la isquemia para remover restos 

celulares[21]. A pesar de que la activación de macrófagos M1 parece tener un rol 

importante en la reparación del tejido adiposo con hipoxia y/o isquemia, 

interesantemente la inflamación producida por los macrófagos 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 además de sufrir hipoxia, también liberarán FFA y secretarán factores pro-

inflamatorios como TNF-α (Fig. 4)[17].  
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Los FFA secretados por los adipocitos activan a receptores de 

reconocimiento de patrón (pattern recognition receptors, PRRs por sus siglas en 

inglés), como los receptores tipo Toll[16]. Los TLRs reconocen patógenos 

asociados a patrones moleculares (pathogen-associated molecular patterns, 

PAMPs por sus siglas en inglés), como LPS, peptidoglucano, y ADN bateriano[51]. 

Los patrones moleculares endógenos asociados a daño (endogenous damage-

associated molecular patterns, DAMPs por sus siglas en inglés), como la adenosín 

trifosfato (ATP), proteínas de choque térmico y los FFA también actúan sobre los 

TLRs[51]. Los TLR4/TLR2 son activados a través de FFA y polarizan macrófagos 

hacia el fenotipo M1(Fig. 4) [45]. Se ha observado que la depleción 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-α produce  un estado de inflamación sistémica 

de bajo grado. A la vez TNF-α y los factores inducibles de hipoxia promueven la 

activación de macrófagos pro-inflamatorios M1 en el tejido adiposo. Esto genera 

un desbalance en la proporción de macrófagos M1 y M2 en este tejido. 
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Figura  4. La Activación de Macrófagos pro-Inflamatorios Contribuye a la Inflamación del 
Tejido Adiposo y a la Resistencia a la Insulina.En respuesta a TNF-α los monocitos migran de la 
circulación sanguínea al tejido adiposo, donde se diferencian a ATMs. Los ATMs también se 
activan a través de la exposición a FFA por medio de los TLR2 y TLR4, promoviendo la activación 
de vías de señalización inflamatorias. Estas vías inducen la producción de citocinas pro-
inflamatorias como TNF-α. El TNF-α aumenta la resistencia a la insulina y la intolerancia a la 
glucosa en los adipocitos. Además tanto TNF-α como FFA inducen la polarización de macrófagos 
M1. Los adipocitos hipertrofiados sufren hipoxia y comienzan un proceso de apoptosis, la hipoxia 
produce la expresión de factores pro-inflamatorios en los macrófagos. Finalmente los macrófagos 
M1 rodearán al adipocito apoptótico y formarán las CLSs (estructuras similares a corona). 
Modificado de Lackey, 2016.  

3.3.1 El desbalance de macrófagos M1 y M2 en la obesidad 

asociada a la  intolerancia a la glucosa 

Weisberg y colaboradores (2003) observaron en el tejido adiposo de ratones con 

peso normal, el marcador para macrófagos F4/80+ se expresaba solamente en el 

10-15% de las células inmunes, mientras que en el tejido adiposo de animales 

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

proporción de macrófagos F4/80+ en el tejido adiposo. 

En un estudio ratones alimentados con HFD les produjo obesidad y se 

evaluó la polarización de los ATMs. Los investigadores encontraron en el tejido 

adiposo de los ratones obesos que los macrófagos polarizaban hacia un fenotipo 

pro-inflamatorios M1; además, la expresión génica de TNF-α y NOS2, marcadores 

característicos de la activación clásica en ratones obesos era mayor, en 

comparación de los ratones con peso normal, los macrófagos expresaban genes 

característicos de una activación alternativa M2, como arginasa 1 e IL-10[54]. Otro 

estudio demostró que el número de macrófagos M1 CD206
-
 era 65 veces mayor 

que el de macrófagos M2 CD206+ en el tejido adiposo de  ratones con obesidad 

inducida por HFD. Por otra parte, cuando buscaron la presencia de CLSs 

formadas por macrófagos M1, observaron que éstas no se encontraban en ratones 

con peso normal[28]. Fujisaka et al. (2009) encontraron que la proporción de 

macrófagos pro-inflamatorios M1 era mayor que la de macrófagos anti-

inflamatorios M2[28]. Además, un análisis de la proporción de macrófagos M1 y M2 

en pacientes con prediabetes valoró el estado de polarización de los monocitos-

macrófagos. Se demostró el aumento de monocitos-macrófagos pro-inflamatorios 

M1 en sangre periférica de los pacientes prediabéticos[55]. Esto datos sugieren 

que los monocitos-macrófagos M1, podrían ser reclutados hacia el tejido adiposo y 

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

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

proporción de macrófagos anti-inflamatorios M2[54]. La citocina anti-inflamatoria 
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IL-10 se sobreexpresa en los macrófagos M2 de los ratones con peso normal (Fig. 

5)[28]. Los macrófagos M2 tienen un papel crucial en la sensibilidad a la insulina 

mediante la secreción de IL-10, regulando la vía de señalización 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, 

diferenciación y/o sobrevivencia de las poblaciones de macrófagos M2 (Fig. 5)[16, 

17, 46]. Otros estudios sugieren, que IL-10 también podría actuar en la polarización 

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 activación de los macrófagos anti-inflamatorios  M2 mediada por IL-4 e 

IL-13, se induce a través de la expresión del Receptor Gamma Activado por el 

Factor Proliferador de Peroxisomas (Peroxisome Proliferator Activated Receptor 

gamma, PPARγ por sus siglas en inglés) y del Factor Proliferador de Peroxisomas 

(Peroxisome Proliferator Activated Receptor delta, PPARδ por sus siglas en inglés) 

(Fig. 6)[16].    
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Figura  5. Regulación 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 macrófagos anti-
inflamatorios M2. La IL-10 secretada por los macrófagos M2 promueve la sensibilidad a la insulina 
y disminución de la intolerancia a la glucosa en adipocitos[56]. Modificada de Dey et al. (2015). 

PPARγ y PPARδ son los dos principales reguladores de la transcripción que 

promueven el fenotipo anti-inflamatorio de los macrófagos. A través de IL-4 e IL-

13, el activador de la transcripción y transductor de señal 6 (Signal transducer and 

activator of transcription 6, STAT6 por sus siglas en inglés) se fosforila y dimeriza  

(Fig. 6)[57]. STAT6 se transloca al núcleo donde aumenta la expresión de PPARγ 

y PPARδ, mientras disminuye la expresión de genes pro-inflamatorios en 

macrófagos (Fig. 6). A su vez, STAT6 regula un programa de expresión génica 

distinto y antagónico a la activación M1. Por ejemplo, IL-4 e IL-13 inducen la 

expresión de arginasa, el cual desvía el precursor clave utilizado por NOS2 para 
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generar óxido nítrico. Además, estas citocinas inducen la expresión del receptor 

de manosa, también conocido como CD206[17]. 

Los PPARs y STAT6 comparten el coactivador 1β de PPARγ (PPARγ 

coactivator 1β, PGC1β por sus siglas en inglés). PGC1β también induce en 

respuesta a la activación de macrófagos M2[17]. Para demostrar el papel que 

tienen PPARγ en la polarización de macrófagos M2, se observó en células 

mieloides de ratones obesos, deletadas para PPARγ, que los macrófagos no 

polarizaban hacia M2 a pesar de la presencia de IL-4[58]. Estos datos sugieren 

que PPARγ es un importante factor que induce la polarización de macrófagos 

hacia un fenotipo anti-inflamatorio. 

Los PPARs, además de ser regulados por citocinas, también lo son por 

ácidos grasos monoinsaturados. En sujetos delgados, Odegaard y colaboradores 

(2008), encontraron que los ácidos grasos monoinsaturados anti-inflamatorios, 

como el ácido oleico, predominaban en el tejido adiposo[16].  El ácido oleico 

sinergiza con IL-4/IL-13 para activar a PPARγ y PPARδ, como resultado activan 

macrófagos M2 y suprimen macrófagos M1, a través de la producción de IL-10[16, 

17]. 

Toda esta evidencia sugiere que PPARγ y PPARδ regulan la activación 

anti-inflamatoria de macrófagos 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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Figura  6. Modelo Transcripcional de la Activación de Macrófagos anti-Inflamatorios. La 
estimulación de macrófagos con IL-4/IL-13 resulta en la fosforilación de STAT6, vía IL-4R. La 
proteína STAT6 fosforilada se dimeriza y transloca al núcleo para activar la transcripción de PPAR. 
Para inducir la expresión de genes anti-inflamatorios, STAT6 induce la expresión de reguladores 
transcripcionales, PPARδ y PPRAγ, y del coactivador de la proteína PGC-1β, que sinergiza con 
STAT6 para amplificar y estabilizar la activación de macrófagos anti-inflamatorios. Abreviaturas: 
STAT, transductor de señal y activador de la transcripción; PPAR, Receptor Activado por el Factor 
Proliferador de Peroxisomas; RXR, receptor retinoide X; PGC-1β, Receptor Activado por el Factor 
Proliferador de Peroxisomas 1β. Modificado de Odegaard, 2008. 

Estos datos muestran que la inflamación, específicamente a través de los 

macrófagos, 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 inflamación y también restablezcan la proporción de 

macrófagos anti-inflamatorios, para crear un estado más parecido al fisiológico 

donde los sujetos delgados tiene una mayor cantidad de macrófagos M2 y menor 

de citocinas pro-inflamatorias. 
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3.3.2 La administración de macrófagos M2 en procesos 

inflamatorios  

Estudios recientes han mostrado que la administración de macrófagos M2 

disminuye la inflamación en modelos de Enfermedad Pulmonar Obstructiva 

Crónica (EPOC) y de Insuficiencia Renal Aguda (IRA), enfermedades relacionadas 

con un proceso inflamatorio.  

En el modelo de EPOC, la inflamación fue inducida en ratones a través de la 

administración intrapulmonar de LPS. A las 48 hrs del reto con LPS, se les 

administró intrapulmonar, 1x106 macrófagos de la médula ósea M1 o M2, 

previamente polarizados ex vivo. Mediante estudios de resonancia magnética se 

dio seguimiento a los ratones con EPOC tratados con macrófagos y se observó 

que el grupo con macrófagos M2, a los siete días, no presentaban datos de 

inflamación. Histológicamente se observó a las 72 hrs de la administración de 

macrófagos M2, la disminución de la inflamación pulmonar. Por lo que los autores 

concluyen que la administración de macrófagos M2 polarizados ex vivo, tiene gran 

potencial en la disminución de la inflamación en este modelo de EPOC[59]. La IRA 

secundaria a rabdomiolisis fue otro modelo que evaluó el tratamiento con 

macrófagos M2. La rabdomiolisis en ratones fue inducida tras la administración 

intramuscular de glicerol, a continuación se les administró 1x107 macrófagos 

previamente polarizados a M1 o M2.  A la 72 hrs los ratones tratados con 

macrófagos M2 mejoraron tras la lesión renal inducida por rabdomiolisis, mediante 

histología se observó que el daño tubular en riñón era menos severo en los 

ratones con macrófagos M2. Además, los marcadores de daño renal como: la 
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creatinina y la urea/nitrógeno sanguíneo disminuyeron en los ratones tratados con 

las mismas células anti-inflamatorias. Geng y colaboratores concluyeron que su 

hallazgos sugieren que los macrófagos anti-inflamatorios M2 pueden disminuir la 

IRA inducida por rabdomiolisis[60]. 

Esto sugiere que los macrófagos M2 podrían ser utilizados como 

inmunoterapia en enfermedades relacionadas con la inflamación, como la 

intolerancia a la glucosa. El desbalance de macrófagos M1 y M2 en tejido adiposo 

de obesos, con la concomitante elevación de TNF-α y disminución de IL-10, 

parece ser uno de los principales factores que contribuyen a la generación de 

resistencia a la insulina e intolerancia a la glucosa. Probablemente, a través de la 

administración de macrófagos M2, se podría restablecer la proporción de 

macrófagos M1 y M2, además 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 la insulina en la intolerancia a la glucosa 

La respuesta inflamatoria en sujetos obesos intolerantes a la glucosa parece estar 

aumentada por el desbalance de macrófagos M1 y M2, con la concomitante 

elevación de TNF-α y disminución de IL-10 en el tejido adiposo. 

El TNF-α y FFA, ligandos de TNFR y TLRs, respectivamente, estimulan la 

vía de señalización del factor nuclear kappa B (Nuclear Factor kappa B, NF-κB por 

sus siglas en inglés)-IκB (IKK) para promover respuestas pro-inflamatorias[61]. 
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En el citoplasma NF-κB es secuestrado por el inhibidor de κB (IκB) para 

prevenir la translocación hacia el núcleo. La activación de IKK permite la 

fosforilación de IκB y la liberación de NF-κB hacia el núcleo, donde se une a genes 

promotores de la inflamación e inicia la transcripción[62]. Las subunidades 

catalíticas IKKα y IKKβ junto con la subunidad reguladora NEMO, comprometen el 

complejo IKK (Fig. 7)[63]. Otra de las vías inflamatorias es la cinasa c-Jun N-

terminal (JNK)-proteína activadora 1 (AP-1). La activación y fosforilación de JNK 

permite la fosforilación de la región N-terminal del homodímero c-Jun para formar 

el heterodímero c-Jun-c-Fos, éste se une-*-qa a las secuencias promotoras que 

inician la transcripción 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, IKKβ y JNK  inhiben directamente la vía de señalización 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 

fosforilación de los residuos de tirosina de IRS1 y la posterior señalización de 

insulina, además de señalarlo para la degradación mediada por proteosoma (Fig. 

7)[66].  

En contraste, los sujetos delgados regulan la pro-inflamación con los ácidos 

grasos de los macrófagos. En estados basales tienen un papel importante en la 

resolución de la inflamación, uno de ellos es la prostaglandina (PG), generada de 

la prostaglandina  J2, particularmente la 15deoxy-Δ12-14 (15d-PGJ2). Estas PGs 

actúan como ligando para PPAR e inhiben directamente a NF-κB[67] . Los ácidos 

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 patología estrechamente relacionada con el aumento de macrófagos M1[68]. 

Los PUFAs derivados del n-3, como el ácido eicosapentanoico (Eicosapentanoic 

acid, EPA por sus siglas en inglés) en un estudio incrementó la expresión de IL-10 

en las células del sistema monocito-macrófago[69]. Por lo tanto, ligandos como 

PGs y los PUFAs podrían regular la activación de macrófagos M2 a través de 

PPAR y disminuir la respuesta pro-inflamatoria inhibiendo a NF-κB y aumentando 

la expresión de IL-10 en macrófagos. Diversos estudios han mostrado que IL-10 

secretada por macrófagos M2 inhibe la producción de TNF-α[70, 71], al inhibir la 

transcripción de NF-κB, un factor de transcripción que induce la producción de 

citocinas pro-inflamatorias como TNF-α[72]. Smallie y colaboradores (2010) 

encontraron  que IL-10  inhibe la transcripción de  TNF-α en macrófagos, a través 

de un nuevo mecanismo que inhibe la elongación[73]. En sujetos delgados la 

mayor proporción de macrófagos M2 secretan IL-10 que promueve un buen 

funcionamiento de la vía de señalización a la insulina y por lo tanto estos sujetos 

son tolerantes a la glucosa. 
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Figura  7. Vía de Señalización 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 
degradación de iκB y la translocación de NF-κB hacia el núcleo del adipocito; la vía de JNK 
también se activa y permite la unión de AP-1 a regiones que promueven la transcripción de genes 
pro-inflamatorios. IKKβ y JNK fosforilan los residuos de serina de los IRS inhibiendo la vía de 
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señalización de la insulina e impidiendo la translocación de GLUT4 hacia la membrana así como la 
entrada de glucosa intracelularmente. La insulina cuando se une a su receptor permite la 
fosforilación de los residuos de tirosina de IRS1/IRS3 que activa a PI3K. PI3K fosforila a AKT 
permitiendo la translocación de GLUT4, así como la entrada de glucosa al adipocito. Modificado de 
McNelis, 2014. 

3.4.1 Vía de señalización de la insulina IRS-1/PKC/Akt  

El receptor de la insulina (Insulin receptor, IR por sus siglas en inglés) es una 

proteína heterotetramérica, tiene dos subunidades extracelulares y dos 

subunidades β transmembranales[74]. La unión la insulina a la subunidades 

extracelulares del IR estimula la actividad tirosina cinasa de las subunidades β, 

éstas están yuxtapuestas  y permiten la autofosforilación de los residuos de 

tirosina, la activación y los cambios conformacionales del IR (Fig. 7). Se estimula 

la actividad tirosina cinasa intrínseca y se desencadena la transfosforilación 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 estudió la participación de IRS-1 

mediante ratones IRS-1-knockout y se observó que presentaban intolerancia a la 

glucosa e hiperplasia de las células β del páncreas[76]. En otro estudio, los 

investigadores demostraron que IRS-3 es expresado específicamente en este 

tejido, además mediante la deficiencia de IRS1/IRS3 los ratones presentaron 

hiperglucemia, hiperinsulinemia y resistencia a la insulina[77]. Esto sugiere que la 

fosforilisación en adipocitos es predominantemente por IRS-1/IRS-3, que a su vez 

activa a fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K). El PI3K aumenta la conversión de 

fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) hacia fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3), 

estas serina/treonina dependientes de PI3K (PDK1) junto con la proteínas cinasa 

C (aPKC) fosforilan a la proteína cinasa B (Akt) permitiendo la traslocación del 
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transportador de glucosa 4 (GLUT4) hacia la membrana plasmática (Fig. 7)[78, 79]. 

La mayor función de la insulina es incrementar la captación de glucosa y 

almacenarla en tejido adiposo, el 90% de las vesículas de GLUT4 son 

intracelulares y deben movilizarse hacia la superficie celular[80]. La mala función 

de la vía de señalización de la insulina consecuentemente impedirá la traslocación 

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

En modelos animales de hiperglucemia, el desarrollo de la resistencia a la 

insulina está relacionado con la mala regulación 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 secreción 

de insulina en modelos murinos[81].  La administración de agentes citotóxicos 

como la estreptozotocina (streptozotocin, STZ por sus siglas en inglés),  simula el 

aumento de resistencia a la insulina en animales, hiperglicemia y disfunción de las 

células beta del páncreas y deterioro de la secreción de insulina[82]. Por esta 

razón, 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 citotóxico análogo a la glucosa, con afinidad por el 

GLUT2, mediante el cual entra la STZ, se acumula intracelularmente [83] y 

finalmente produce necrosis específica de las células β del páncreas[82]. La 

muerte celular se produce por la fragmentación del ADN, a través de la nitrosourea 

compuesto que forma parte de la STZ (N-metil-N-nitrosourea)[84]. La 
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administración de STZ en animales induce citotoxicidad en las células del 

páncreas y, por lo tanto, hiperglicemia en ratones entre 120 y 200/300mg/dL[82, 

83]. Ventura y colaboradores (2011) reportaron que la administración de tres dosis 

bajas de STZ generaban hiperglicemia intermedia (250-450 mg/dL)[85]; mientras 

que un esquema de dosis altas de STZ (40-55mg/kg) con una HFD se asemejaba 

más 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 

administración conjunta de STZ en dosis bajas produce la disfunción inicial de las 

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

Por lo tanto, en los ratones obesos alimentados con HFD aumenta la 

proporción de macrófagos M1, TNF-α y resistencia a la insulina; mientras que la 

administración de estreptozotocina produce la disfunción de las células β del 

páncreas. Estos datos sugieren que los ratones alimentados con HFD y dosis 

bajas de STZ en ratones podría considerarse un buen modelo murino de 

resistencia a la insulina e hiperglucemia, en el cual podríamos estudiar el efecto de 

la administración de macrófagos M2 como tratamiento de la intolerancia a la 

glucosa  
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4. HIPÓTESIS 

La administración de macrófagos M2 productores de IL-10 en ratones obesos 

reducirá 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 administración de 

macrófagos M2 en ratones obesos, como posible tratamiento para el control de la 

intolerancia a la glucosa. 
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6. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

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

glucosa. 

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

vitro. 

3. Administrar macrófagos 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 regulación anormal de la glucosa 

previo al desarrollo de DM2 en sujetos obesos. Alrededor de 70% de los pacientes 

con IG desarrollarán DM2 y 25% de ellos presentarán enfermedades 

cardiovasculares. Estas dos enfermedades son las principales causas de muerte 

en nuestro país.  

La intolerancia a la glucosa se ha asociado a un estado de inflamación 

sistémica de bajo grado en sujetos obesos, con niveles circulantes elevados de 

TNF-α y niveles disminuidos de IL-10, esta alteración sistémica de los niveles de 

citocinas pro y anti-inflamatorias favorece la activación de macrófagos 

inflamatorios M1 en tejido dependientes de la insulina como el adiposo, además 

disminuye la proporción de macrófagos anti-inflamatorios M2 en este mismo tejido. 

El TNF-α secretado por los macrófagos M1 tiene un papel importante en la 

generación de la resistencia a la insulina pues inhibe la fosforilación del IRS-1, 

impidiendo la activación de la vía de señalización PKC/Akt y la traslocación del 

transportador de glucosa GLUT4 hacia la membrana de los adipocitos. La 

alteración de la vía de señalización de la insulina por TNF-α conlleva a resistencia 

a la insulina e intolerancia a la glucosa, y posteriormente hiperglucemia crónica, 

hiperinsulinemia, apoptosis de células β pancreáticas y finalmente DM2. 

Contrariamente, en el tejido adiposo de ratones con peso normal se observa 

predominio de macrófagos M2 secretores de IL-10, lo cual contribuye a la 

disminución de los niveles locales de TNF-α y el aumento de la sensibilidad a la 

insulina en los adipocitos. Por lo tanto, el desbalance de macrófagos M1 y M2 en 
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tejido insulinodependiente, con la concomitante elevación de TNF-α y disminución 

de IL-10, parece ser uno de los principales factores que contribuyen a la 

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

La intolerancia a la glucosa parece ser el producto de un desbalance entre 

macrófagos M1 y M2, el cual se asocia con mayor secreción local de TNF-α y 

menor de IL-10 en el tejido adiposo, y consecuentemente aumento de la 

inflamación, generación 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 observó que los marcadores de daño renal, como la creatinina y la 

urea/nitrógeno sanguíneo, disminuyeron tras a la administración de macrófagos 

M2[60]. Esta evidencia sugiere que la administración de macrófagos anti-

inflamatorios M2 en modelos inflamatorios tiene un papel importante en el 

restablecimiento de la proporción de los macrófagos M1 y M2, la disminución de la 

inflamación, de la resistencia a la insulina y finalmente de la intolerancia a la 

glucosa. Por esta razón consideramos importante restablecer la proporción de 

macrófagos 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 

proporción de macrófagos M2, al administrar estas células en ratones obesos 

podría: aumentar el porcentaje de macrófagos 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. METODOLOGÍA 

8.1 Generación 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 trabajó 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 permitió acceso al agua y el alimento ad libitum. Por 12 semanas el grupo C se 

alimentó con dieta normal y los grupos Ob, Ob+DB, Ob+DA con dieta hipercalórica 

estandarizada basada en 60% de grasa. En la semana 13 se aplicó 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 β del páncreas. Se administraron una dosis cada 

tercer día de 20 mg/kg y de 40 mg/kg para el esquema bajo y alto, 

respectivamente. Después de 30 días de la aplicación de STZ se les realizó a 

todos los grupos una curva GTT. La curva consistió en administrarles 2 mg/g por 

peso de D-glucosa (Sigma-Aldrich) vía intaperitoneal. Se cuantificó la glucosa a 

los 0, 30, 60 y 120 minutos con un glucómetro portátil (OneTouch, Johnson & 

Johnson Medical Devices, Latino América). Se procedió al cultivo de macrófagos 

para ser inoculados. 
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8.2 Cultivo y diferenciación de monocitos a macrófagos  

Los monocitos se aislaron de la médula ósea de ratones hembras de cuatro 

semanas de edad, los animales se anestesiaron con pentobarbital y 

posteriormente se realizó la dislocación cervical. Se procedió a la disección 

comenzando por la región abdominal, fascia, pared abdominal y cavidad 

abdominal, se desarticularon los huesos largos como fémur, tibia y peroné, 

además de la cresta iliaca. Durante la disección también se obtuvieron el húmero, 

y esternón. A cada hueso se le removió la piel y músculo completamente y se 

mantuvieron en medio de cultivo (RPMI, hiSFB, 50µg/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 contenía medio 

estéril se enjaguaron los huesos, se utilizó 3-5ml de medio por hueso. Finalmente 

cuando el hueso se observaba  semitranslúcido se hizo un raspado ligero a lo 

largo del hueso. El medio obtenido de cada hueso se centrifugó a 12000 rpm por 

15 minutos, en cada tubo eppendorf había  un concentrado de células, se retiró el 

sobrenadante, concentrándose todos en uno solo. Se procedió al conteo celular y 

viabilidad mediante ensayos de incorporación de azul de tripano en cámara 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), 50µg/ml de gentamicina y 5.5mM de D-glucosa (Sigma-Aldrich), en una placa 

de 6 pozos con una densidad de 3x106 y estimuladas con una concentración de 
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10ng/mL de M-CSF/IL-3 (PeproTech, México) en 37°C, 5% CO2 para diferenciar 

macrófagos derivado de monocitos por 72 hrs. Al tercer día se estimularon las 

células con 10ng/ml IL-4/IL-13 (PeproTech) para activar los macrófagos hacia un 

fenotipo anti-inflamatorio por 72hrs. El estado de polarización fue verificado a 

través de ensayos de citometría de flujo. 

8.3 Evaluación de marcadores fenotípicos de macrófagos 

murinos 

Los monocitos derivados de médula ósea estuvieron con estímulo de M-CSF/IL-3 

para diferenciarlos a macrófagos. Una vez diferenciados, los macrófagos 

estuvieron con el estímulo de IL-4/IL-13 y polarizaron hacia macrófagos M2. Para 

verificar el fenotipo de macrófagos así como el anti-inflamatorio M2 se procedió a 

la inmunodetección por citometría de flujo. Las células adherentes a la placa de  

cultivo se tomaron como los macrófagos, se colectaron con un cosechador manual 

de células y se colocaron 50 μL de la suspensión celular conteniendo 1x106 

células en un tubo eppendorf. Se adiciono 3µl 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 retiró, el concentrado de células se suspendió en 400µl de 

PBS1X. Las muestras se analizaron en el citómetro de flujo (BD FACSCANTO II), 

se consideraron 10 mil eventos para la población de macrófagos 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 Administración de macrófagos 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  macrófagos anti-inflamatorios M2. 

Los macrófagos M2 se colectaron con un cosechador manual de células en un 

tubo falcon con 25 ml de medio. Se centrifugó a 1500 rpm por 5 minutos y se 

observó una pastilla en el fondo del tubo falcon, en la campana de extracción se 

procedió a retirar los sobrenadantes y a evaluar la viabilidad de los macrófagos 

por exclusión de azul de tripano en cámara de Neubauer. Se administraron 7x106 

macrófagos M2 en 500µl de medio, durante una semana cada tercer día. Después 

de 7 días de haber administrado los macrófagos, se repitió la GTT en todos los 

grupos y  los ratones fueron eutanizados bajo anestesia y dislocación cervical. El 

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

9.1 Características corporales y metabólicas de los ratones 

obesos con intolerancia a la glucosa 

Para determinar si los ratones desarrollaron obesidad, se cuantificó el peso 

corporal de los ratones alimentados con HFD y 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, comparándolo con el grupo 

control (Fig. 8A). Una vez administrada la STZ, se midió la glucemia en ayuno 

durante las siguientes tres semanas, no se observó incremento significativo de la 

glucosa plasmática en ayuno (IFG) (Fig. 8B). Esto podría 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 alteración 

de la IFG o la IGT, o ambas, confirma el diagnóstico. La euglucemia de la IFG no 

descarta la presencia de IGT, por lo tanto, se realizó 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 

observó 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 aumentó 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 Administración 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 administración de STZ se realizó en la semana 13 de dieta. (A) El Peso 
corporal 4 semanas después de la aplicación 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 administración 
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 función pancreática del grupo Ob no está 

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 administró 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% más que el control en la última medición de la GTT (Fig. 9 C y D). 

Esto muestra que los grupos con STZ no pueden regresar a la normoglucemia por 

disfunción de las células β del páncreas y, por lo tanto, la generación 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 había 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 eligió el de dosis bajas como el modelo murino de 

intolerancia a la glucosa para realizar los siguientes experimentos, que consistían 

en la administración de macrófagos M2.  
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Figura  10. GTT del Modelo Murino de Obesidad con Intolerancia a la Glucosa (IGT). La IGT 
se evaluó 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 morfológicos en la diferenciación de macrófagos 

murinos  

Para la administración de macrófagos M2 se cultivaron células hematopoyéticas 

de la médula ósea de ratones. Las células fueron estimuladas in vitro con IL-3 y M-

CSF para diferenciar hacia macrófagos, a las 24 hrs del estímulo no se observaron 

diferencias morfológicas (Fig. 11A). Los macrófagos estimulados por 72 hrs con    

IL-3/M-CSF mostraron morfología redondeada y/o fusiforme. Para la activación 

hacia un fenotipo anti-inflamatorio M2 se utilizaron IL-4/IL-13, después de 72 hrs 

las células tenían morfología dendrítica, además se encontraron más 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 citometría de flujo.  
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Figura  11. Micrografía de Células Hematopoyéticas en Cultivo in vitro. Estimuladas con 
Citocinas para la Diferenciación y Activación de Macrófagos. (A) Células hematopoyéticas con 
10ng/mL de   IL-3/M-CSF después de 24 hrs. para diferenciar a macrófagos. (B) Macrófagos 
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 macrófagos se activaron hacia macrófagos anti-inflamtorios M2, Aumento 10x.       

9.3 Marcadores inmunofenotípicos de macrófagos murinos.  

Los análisis de citometría de flujo se realizaron en la población de la figura 12, 

acorde a la literatura pertenece a los macrófagos diferenciados por tamaño y 

complejidad celular. La población de macrófagos era 45% de las células de 

acuerdo al tamaño celular relativo (Foward Scatter, FSC por sus siglas en inglés) 

(Fig. 12A). En la figura 12B se evaluó además la complejidad interna o 

granularidad (Side Scatter, SSC por sus siglas en inglés), la población de 
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macrófagos fue 40%. Los siguientes análisis evaluaron la expresión de F4/80 y 

CD206 se realizaron en el cuadrante correspondiente con la figura 12B.  

Figura  12. Gráficas de puntos representativos de las poblaciones celulares obtenidas de la 
médula ósea de ratón. Las poblaciones señaladas en (A, B) corresponden a macrófagos 
diferenciados. (A) Las células se separaron de acuerdo a su tamaño (FSC-A, FSC-H) (B) y 

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

El 91% de los macrófagos derivados de monocitos expresaban F4/80 después de 

3 días con estímulo de M-CSF e IL-3. Esto nos sugiere que las concentraciones y 

el tiempo que utilizamos para la diferenciación son óptimos para obtener 

macrófagos murinos (Fig.13). El marcador CD206 se expresó en 95% de los 

macrófagos derivados de monocitos tras ser expuestos a IL-4 e IL-13, por lo tanto 

la expresión de CD206 orienta que la polarización de macrófagos fue hacia un 

fenotipo anti-inflamatorio (Fig.14). 
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Figura  13. Gráficos representativos de los análisis realizados en macrófagos F4/80
+ 

derivados de médula ósea de ratón. (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 población de 
macrófagos, (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 análisis de datos. 
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Figura  14. Gráficos representativos de los análisis realizados en macrófagos CD206
+ 

derivados de médula ósea de ratón.(A,B) Histogramas de (A) las células no marcadas con Anti-
CD206 PE-Cy™7 y, por ende, son poblaciones celulares negativas de la población de macrófagos, 
(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 análisis de datos. 
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9.4 Características corporales y metabólicas en los ratones 

obesos con intolerancia a la glucosa tratados con macrófagos 

M2. 

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

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

IGT se realizaron GTT, después de nueve días 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 macrófagos M2 (IGT+M2) la glucemia 

disminuyó drásticamente: un 89% comparándolo con el control, desde los 30 hasta 

los 120 minutos de la GTT. Al comparar los ratones IGT con los IGT+M2, se 

observó disminución de la glucemia del 29-64-67-50%, en minuto 30, 60, 90, 120, 

respectivamente (Fig. 15B). Se calculó el área bajo la curva (Area under the curve, 

AUC por sus siglas en inglés) para determinar si la disminución de la glucosa en el 

grupo IGT+M2 era efecto directo de la administración de macrófagos M2 (Fig. 

15C). El AUC de IGT+M2 fue 46% menor  que el grupo IGT; de manera más 

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 

macrófagos anti-inflamatorios M2 disminuye la intolerancia a la glucosa en un 

modelo murino. 
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Figura  15. Administración de Macrófagos 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 administración de macrófagos M2 fue a las 26 semanas de 
dieta.  (A-B) Después de 9 días con el tratamiento M2, se evaluó 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 macrófagos 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 macrófagos M2 modificó la adiposidad 

de los ratones intolerantes, el peso corporal fue evaluado durante el tratamiento 

con macrófagos y al finalizar el experimento. Al comparar el peso del grupo C, el 

IGT y el IGT+M2 se observó incremento del 33% desde la semana 8; el 

incremento del peso corporal se mantuvo todas las semanas del experimento. 

Después de la administración de macrófagos M2 en la semana 26, el peso 

corporal disminuyó ligeramente  3% en el grupo IGT+M2, sin ser significativo. (Fig. 

16A).  

Al finalizar el experimento el peso de los ratones se cuantificó en todos los 

grupos y no se observaron cambios después de nueve días de tratamiento M2 

(Fig. 16B). Por lo tanto, la inmunoterapia de macrófagos M2 disminuyó la 

intolerancia a la glucosa de manera independiente de la obesidad.  
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Figura  16. Efecto de la Administración de Macrófagos 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 macrófagos M2 se administraron en ratones 
IGT en la semana 26 de dieta, no se observa cambios en el peso corporal tras la administración de 
los macrófagos.  (B) El peso final fue 51% mayor  en los ratones IGT+M2 después de 9 días con el 
tratamiento al compararlo con los controles (n=4-5 ratones/grupo). ****P˂0.0001. 
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10. DISCUSIÓN 

Se conoce bien que la intolerancia a la glucosa es un estado de hiperglucemia 

intermedia, caracterizado por resistencia a la insulina y la disfunción de las células 

βdel páncreas, dos eventos patológicos precedidos por la obesidad y por lo tanto 

de inflamación sistémica de bajo grado. La inflamación observada durante la IGT 

parece ser resultado del aumento en la proporción de macrófagos pro-

inflamatorios secretores de TNF-α, y disminución de macrófagos anti-inflamatorios 

M2 y de IL-10 en el tejido adiposo. En este estudio se desarrolló y administró una 

inmunoterapia basada en macrófagos M2 para el tratamiento de la IGT en ratones 

obesos. Nuestros resultados sugieren que la administración 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 

combinación de HFD y dosis bajas  y altas de STZ. Contrariamente a lo reportado 

por otros autores, la administración de dosis alta y bajas de STZ generalmente 

reduce el peso[87], en este estudio la inyección 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 observó 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 sólo con HFD no desarrolló 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 secreción 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 administración de HFD y 

dosis bajas de STZ en ratones, generó un buen modelo de obesidad con  

intolerancia a la glucosa para estudiar el efecto de la administración de 

macrófagos M2 en la IGT. 

Previo a la administración de macrófagos M2 se realizó la diferenciación de 

monocitos de la médula ósea a macrófagos con IL-3/M-CSF. Sheng KC y 

colaboradores (2014) identificaron un papel importante de IL-3 en combinación 

con M-CSF para mediar la hematopoyesis, estimular la expansión y diferenciación 

de macrófagos productores de IL-10[89]. En concordancia con este estudio, 

evidencia experimental mostró que la diferenciación de monocitos a macrófagos 

se realizó con el estímulo de M-CSF por 3 días[41]. Nosotros encontramos que los 

macrófagos estimulados con IL-3/M-CSF por 3 días mostraron morfología 

redondeada y/o fusiforme y aumento considerable del marcador F4/80+. Este 

marcador se ha utilizado en estudios de histología para detectar la acumulación de 

macrófagos administrados externamente[59].  F4/80 es considerado un marcador 

universal de macrófagos, por lo tanto al haber incrementó importante de éste en 

las células, nosotros consideramos que los ensayos realizados para diferenciar 

monocitos a macrófagos fueron exitosos. 

Durante la activación hacia macrófagos M2 las células con IL-4/IL-13 tenían 

morfología dendrítica y mayor adherencia a la placa de cultivo, después de tres 

días con el estímulo. En contraste a lo que este estudio reporta, Ploeger et al., 

sugieren que el estímulo de IL-4/IL-13 con una concentración 5 veces menor a la 

utilizada en nuestros ensayos, durante 48 hrs puede polarizar a los macrófagos 
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hacia un fenotipo M2[90]. Semejante a nuestros ensayos, el estímulo con IL-4/IL-

13 por tres días polariza a los macrófagos hacia un fenotipo M2, además este 

subtipo de células mostró mayor expresión de CD206+, un sello distintivo de la 

diferenciación M2[91]. Reportes anteriores muestran que los ATMs CD206+ están 

relacionados con la expresión de genes anti-inflamatorios como IL-10, por lo que 

CD206+ podría considerarse un buen marcador para distinguir macrófagos M2[28].  

Evidencia convincente muestra un papel importante de la inflamación por 

aumento de macrófagos pro-inflamatorios M1 y TNF-α y la concomitante 

disminución de macrófagos anti-inflamatorios M2, secretores de IL-10, en la 

patogénesis de la resistencia a la insulina e intolerancia  a la glucosa[17]. Lo que 

llevó a plantearnos el desarrollo de terapias basadas en macrófagos anti-

inflamatorios M2,  que puedan inhibir los procesos inflamatorios observados en 

sujetos obesos con intolerancia a la glucosa, al restablecer la proporción de 

macrófagos M2 y aumento de IL-10. Nuestro estudio mostró que la administración 

intraperitoneal de macrófagos anti-inflamatorios M2 en ratones obesos con 

intolerancia a la glucosa, disminuyó la glucemia considerablemente, hasta 89%, en 

una curva de tolerancia a la glucosa. La administración de macrófagos M2 como 

terapia anti-inflamatoria ha resultado exitosa en modelos animales de inflamación. 

Estudios recientes en modelos de EPOC e IRA han mostrado la disminución de la 

inflamación en los pulmones y del daño tubular en riñones[59, 60]. La 

administración de etanercept es otro tipo de terapia anti-inflamatoria, utilizada en 

ensayos clínicos, para bloquear la actividad de TNF-α en humanos; sin embargo, 

no se ha observado aumentó en la sensibilidad a la insulina[92]. Hong et al. 
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reportaron que la elevación de los niveles de IL-10 por tratamiento con IL-10 o la 

sobreexpresión transgénica de IL10 mejora la sensibilidad a la insulina en el 

músculo esquelético en ratones alimentados con HFD[93]. Los inconvenientes de 

la terapia farmacológica para la prediabetes, basada en la adiministración de IL-

10, incluyen los riesgos de efectos adversos[94]. Después de una sola dosis de IL-

10 se reportó neutrofilia transitoria, linfocitopenia, monocitosis y disminución en los 

recuentos de plaquetas[95, 96]. Otro estudio en sujetos a los que se les administró 

una dosis de 100 µg / kg de IL-10 reportó síntomas leves a moderado de un 

resfriado[97]. Los ensayos clínicos 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]. Aún más importante, estos ensayos clínicos muestran que tras retirar los 

fármacos se vuelve a incrementar la glucemia, lo que sugiere que los 

medicamentos no cambian la fisiopatología de la prediabetes[98, 99]. La evidencia 

muestra que el tratamiento con IL-10 en enfermedades crónicas podría tener 

efectos inmunosupresores y no favorece la supresión de la inflamación a largo 

plazo[100]. Por lo tanto, el uso de fármacos no se podrían considerar  la primera 

línea de tratamiento en  la intolerancia a la glucosa[94]. Por lo que se deben utilizar 

tratamientos alternativos que cambien la fisopatología de la intolerancia a la 

glucosa, para que el efecto a largo plazo se más benéfico en los pacientes. 

Nosotros creemos que tras la administración de macrófagos M2, incrementaron 

estas células en el tejido adiposo, se restableció la proporción de macrófagos 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 macrófagos M2 parece que podría modificar la 

proporción de macrófagos M2 secretores de IL-10 para disminuir la pro-

inflamación, la  resistencia a la insulina y finalmente la intolerancia a la glucosa de 

manera independiente a la obesidad. 

Los efectos de la administración de macrófagos 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 hábitos alimenticios e incrementar el ejercicio físico, para finalmente disminuir el 

peso corporal[94]. En un seguimiento por 6 años, aproximadamente el 50% de los 

pacientes que disminuyeron el peso corporal disminuyeron la intolerancia a la 

glucosa[101]. A pesar de los excelentes resultados  al disminuir el peso, es 

importante señalar 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 práctica clínica habitual en la 

comunidad[94]. En este estudio la intolerancia a la glucosa disminuyó de manera 

independiente de la obesidad de los ratones. Interesantemente, después de la 

terapia con macrófagos M2 el peso corporal no se modificó y aún más importante 
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9 días despúes de la terapia el peso de los ratones con IGT+M2 y los ratones IGT 

eran similares, pero la glucemia disminuyó 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 administración de 

macrófagos M2 polarizados in vitro para disminuir la intolerancia la glucosa. 

Nosostros proponemos que un posible mecanismo para tratar la IGT es 

reestablecer la proporción de macrófagos M1 y M2 en el tejido adiposo de ratones 

obesos intolerantes a la glucosa. El aumento de macrófagos M2 aumentará los 

niveles IL-10 que inhibirá la acción de TNF-α, favoreciendo la fosforilación del IRS-

1, activando la vía de señalización de la insulina PKC/Akt y la traslocación de 

GLUT4 hacia la membrana de los adipocitos. La vía de señalización a la insulina 

en presencia de IL-10 conlleva a disminución de resitencia a la insulina e 

intolerancia crónica, y posteriormente disminución de la hiperglucemia, de la 

apoptosis de células β del páncreas y, finalmente, previene el desarrollo de DM2.  

En este estudio nosotros demostramos que la administración de 

macrófagos M2 en el tejido adiposo disminuyó 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 patología. 
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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 administración de dosis bajas de STZ 

promueve disfunción de células β del páncreas. 

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

con desarrollo de intolerancia a la glucosa. 

3. El estímulo in vitro con M-CSF e IL-3 favorece la diferenciación de monocitos a 

macrófagos y F4/80 es un buen marcador inmunofenotípico para macrófagos 

derivados de la médula ósea de ratones. 

4. La activación de macrófagos in vitro al estimular con IL-4 e IL-13 hacia el 

fenotipo anti-inflamatorio M2 se realizó exitosamente y CD206 es un buen 

marcador inmunofenotípico de macrófagos M2 derivados de la médula ósea de 

ratones. 

5. El tratamiento con macrófagos 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 administración de macrófagos M2 disminuye 

la IGT en ratones obesos con intolerancia a la glucosa. Sin embargo, el 

mecanismo a través del cual esto ocurre no ha sido estudiado, los resultados en 

este estudio sugieren que se podría haber reestablecido la proporción de 

macrófagos M1 y M2 en el tejido adiposo de los ratones, pero es necesario hacer 

estudios específcicos para conocer si el mecanismo que proponemos mejora la 

intolerancia a la glucosa. Si bien nuestros resultados han mostrado disminución de 

la IGT, es importante cuantificar los niveles de insulina para evaluar la resistencia 

a la insulina y la disfunción de las células β del páncreas, los dos mecanismos 

fisiopatológicos que promueve la generación de intolerancia a la glucosa. Nosotros 

sugerimos que tras la administración de macrófagos M2 aumentó la secreción de 

IL-10, la principal citocina relacionada con la disminución de la resistencia a la 

insulina, por lo que es necesario cuantificar la expresión de IL-10 y TNF-α en el 

tejido adiposo. Esto podría orientarnos sobre el funcionamiento de la vía de 

señalización de la insulina por fosforilación de IRS-1/Akt. Por otra parte, evidencia 

experimental mostró que la obesidad inducida por HFD polarizó macrófagos anti-

inflamatorios M2 hacia un fenotipo pro-inflamatorio M1. Por lo tanto, es necesario 

evaluar el posible tropismo de los macrófagos M2 administrados en el tejido 

adiposo de los ratones obesos con IGT, detectando el Corpúsculo de Barr. Una 

vez evualuados los parámetros mencionados consideramos, importante evaluar el 

efecto de la terapia basada en macrófagos M2 a largo plazo como posible 

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

l a obesiIJd y las erlerrnedddes ainicas no 1r.A'1S1Tisib1es estin CT.IcterizJdas por 13 

emcm sérica de lIiomartaOJres lI'Ikmatooos , actiYadÓn de ti respIJe'5/a imUIe 

celubr sin kls rneconsrros e/edO"es de dai'o tiso:.1ar t<uacter ÍSllcos de la .,/bmacióJl 

~ Y respuest¡¡ autoiu!ule a .., jnl!eoma (JIirlicaJlll!ftB arrcmw caro 

coose<:uenda de las altef3doX1es metIbó6cas; IOdo esto llI1 .., oonteXkl cb1de kls 

~ de resolIdón de ti ~ se ~ ::fterados. DiYersos anores 

~ prtJpJeSIo el lérrrn:I '~' Pon refe!i'se a la ~ (JJe ~ 

a ti obesidad Y (JJe se produce a parti' de 3CIiv:Ición de JeCe!lIm!S de ~ o 

Iltrox.elulares por ~ l!I'IID;renos mebbÓlcos Y se perpetUa por la .,lIónacm 

tist.b llI1 tejiW~, hepáuro o p;íraeas, la invesüJao:\n soIH los me<:a1ismos 

~ICOS jl'eS9Jlles en las enfermI!dades t;l'diw.Jsa¡lares y melabóacóJS tales 

COOlO lisIipiderria, diabetes bpO 2, l'ipeltensü'l a1en31 sistémica Y aterosderosis, se ha 

ilcrernefU:Xl a pasos ~ tIlI70te kls ~ ;ros. Eslo pemlIr.i cncterizar 

IIOeI'O$ ~e»ns (!..-.do susterio ;al desaJTOlo de llUeVóJS tE!f3Pia'¡ n­

illtlmalOl'ias, lo cuat pll(tia ~ positivamente en la ¡re,enOO~ la deteccm 

oporMa Y el contra de estos ~I01S de saIu:I. 
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