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|. RESUMEN

La diabetes Mellitus tipo 2 (DMT-2) es la primer causa de muerte en México y se esta
convirtiendo en un grave problema en todo el mundo. El factor inhibidor de la
migracion de macréfagos (MIF) es una citocina pro- inflamatoria involucrada en la
patogénesis de varias enfermedades inflamatorias autoinmunes, en contraste, el
traductor de sefial y activador de la transcripcion 6 (STAT-6) interviene en la
transcripcion de citocinas anti- inflamatorias como IL-4 e IL-13 que ayudan en el control
de la inflamacién. Aqui nosotros investigamos el papel de MIF y STAT-6 en la
patogénesis de la DMT-2 usando ratones deficientes en MIF (MIF -/-) y STAT-6 (STAT-
6 -/-) de fondo genético BALB/c usando un modelo de DMT-2 inducido con
streptozotocina (STZ). Después de una inyeccion simple de STZ los ratones control
positivo [WT (+/+) con STZ] mostraron un incremento significante de glucemia,
citocinas proinflamatorias, tuvieron cambios en la produccion de enzimas hapaticas y
presentaron una prueba positiva para proteina C reactiva, la cual es un marcador de
inflamacion. En contraste, los ratones [MIF (-/-) con STZ] y [STAT-6 (-/-) con STZ] no
desarrollaron glucemias altas con respecto a los controles negativos [WT sin STZ] y
mantuvieron controlados otros signos evaluados propios de la enfermedad. La
administracion oral de inhibidores anti MIF y anti p38 en ratones ICR diabéticos
inducidos con STZ bajaron drasticamente los niveles de glucosa en sangre en la
mayoria de los animales, los signos analizados cambiaron hacia la normalidad y no

sucumbieron a la enfermedad con respecto a los controles positivos [ICR con STZ].



l. INTRODUCCION
l.1 Diabetes Mellitus (DM)

El cuerpo requiere energia para funcionar correctamente, es por ello que las
células utilizan glucosa para producir energia, ésta se puede obtener de tres fuentes
diferentes: 1) a partir de la absorcion intestinal de los carbohidratos consumidos en la
dieta, 2) por medio de la glucogendlisis y 3) la gluconeogénesis. En cualquiera de los
casos la glucosa es transportada hacia el interior de la célula por de proteinas
transportadoras, puede ser almacenada como glucégeno en el higado y ser sometida a
glucogendlisis para regresar en forma de glucosa a la circulacion y poder ser utilizada.
Cuando consumimos alimentos, el cuerpo descompone una gran parte de ellos para
formar glucosa, asi que su concentracion sanguinea aumenta y, en este estado, la
absorcion de glucosa es polarizada hacia la produccién exdgena de manera que la
produccion endégena (por degradacion de glucogeno) es suprimida tanto en el higado
como en el masculo; una vez asimilada la glucosa proveniente de los alimentos, los

concentracion de glucosa en sangre se normaliza [1].

La glucosa es un importante combustible fisiolégico para las células [ del
pancreas, para la produccion de ATP y la secrecidn de insulina [2] . La insulina es una
molécula llamada “hormona gluco-reguladora” ya que facilita la entrada de la glucosa
a las células; la concentracion de insulina circulante es minima en periodos de ayuno,
pero se incrementa en sangre con el consumo de alimentos y/o glucosa, de manera

gue su rapida aparicidén y accién previene la hiperglucemia prolongada [1] .

Cuando el cuerpo no tiene suficiente insulina, o no la puede utilizar
adecuadamente, la glucosa no puede ingresar a las células y se mantiene alta en el
torrente sanguineo. Asi, la deficiencia de insulina o la resistencia a la accion de la
insulina, junto con otros factores, resulta en una patologia conocida como diabetes
mellitus (DM).



Por definicibn, la DM es un grupo de enfermedades caracterizadas por
hiperglucemia como resultado de defectos en la secrecion de insulina, o defectos en la

accion de la insulina o una combinacion de ambas [3].

La hiperglucemia crénica en la diabetes est4 asociada con dafio, disfuncién y
fallas de varios 6rganos, especialmente a nivel del sistema nervioso, en rifiones, en
corazén y en vasos sanguineos. Los procesos patoldgicos involucrados en el desarrollo

de la diabetes son:

* La destruccion autoinmune de células B del pancreas, productoras de insulina

(con la consecuente deficiencia de insulina).
*Anormalidades que resultan de la resistencia a la accion de la insulina.

Asi, en la mayoria de los casos, la diabetes se divide en dos categorias dependiendo

de su origen y caracteristicas patogenicas:

La diabetes mellitus tipo | (DMT- 1), cuando el organismo no puede producir

insulina, y en consecuencia hay una deficiencia absoluta de insulina y es necesaria la
administracion de insulina exdgena. Este tipo de diabetes también es llamada diabetes
juvenil porque generalmente se diagnostica en nifios y adolescentes. La causa que
genera este padecimiento es una deficiencia de insulina, debido a que las células 3 del
pancreas son incapaces de producirla por un defecto genético o por un proceso de
tipo autoinmune, ésto es, que el sistema inmune de crea auto-anticuerpos que atacan y

destruyen las células del pancreas productoras de insulina [3].

Diabetes mellitus tipo 2 (DMT-_2), la de mayor frecuencia (90-95 % de los

casos), es una combinacién de resistencia periférica a la accién de la insulina y una
inadecuada respuesta secretora de insulina compensatoria. En esta categoria, un
grado de hiperglucemia es suficiente para causar cambios patologicos y funcionales en
varios tejidos blanco, sobretodo cuando esta presente por largos periodos de tiempo,
aun cuando no se presenten sintomas clinicos. Durante este periodo asintomatico es

posible demostrar una anormalidad en el metabolismo de carbohidratos, por



determinacién de glucosa plasmética en ayuno o después de un reto con glucosa oral
(tolerancia a la glucosa). Los individuos que caen en este grupo tienen resistencia a la
insulina y generalmente tienen una relativa (mas que absoluta) deficiencia de insulina,
al menos inicialmente y frecuentemente a lo largo de su vida. Estos individuos no
necesitan tratamiento de insulina exdgena para sobrevivir y pueden presentar niveles
anormales en la produccion de enzimas hepéaticas como GOT y GTP o incluso
presentar niveles elevados de proteina C reactiva, lo cual es indicio de un grado de
inflamacion sistémico. Son muchas las posibles causas diferentes que generan este
tipo de diabetes, y aunque la etiologia especifica no se conoce, se sabe que no hay
destruccion autoinmune de células B pancreaticas y los pacientes no tienen ninguna
otra causa aparente para el desarrollo de la diabetes. Lo que si se sabe es que
muchos pacientes con esta forma de diabetes son obesos, y la obesidad por si misma
causa algunos grados de resistencia a la insulina, y que el riesgo de desarrollarla se
incrementa con la edad, la obesidad y la pérdida de actividad fisica. Esto ocurre con
mayor frecuencia en individuos con hipertension o dislipidemia, y la frecuencia de
incidencia varia en diferentes subgrupos étnicos/raciales, se asocia con una fuerte
predisposicidon genética. Sin embargo, la genética de esta forma de diabetes es

compleja y no se ha definido claramente [3, 4].

En cualquiera de los dos casos (DMT-1 o DMT-2), la diabetes se caracteriza por
anormalidades en el metabolismo de los carbohidratos, grasas y proteinas. Estas
alteraciones estan basadas en la accion deficiente de la insulina sobre sus tejidos
blanco. En consecuencia a la accion deficiente de insulina hay respuestas inadecuadas
o disminuidas de los tejidos a la hormona en uno o mas puntos en su compleja via de

sefalizacion [3, 5].

Es de llamar la atencién que, en el caso de la DMT-2 los defectos en la accién

de la insulina y la secrecidn deficiente de la hormona reqularmente coexisten en un

mismo _paciente, y con frecuencia no es claro cuél de las anormalidades fue la causa

primaria de la hiperglucemia [6].



Datos recientes reportan que en el afio 2000, habia en el mundo 171 millones de
personas con DMT-2, y se estima que esta cifra se incrementara a 366 millones para el
afo 2030 [5, 7]. En México, durante el afio 2005, la DMT-2 fue considerada dentro de
las tres primeras causas de muerte; cerca del 10.8% de los mexicanos la padecian
junto con enfermedades del corazén y tumores malignos, provocando 62,243 muertes
durante ese afio [8].

Durante el aflo 2007, este padecimiento fue considerado la primera causa de
muerte en México, segun datos del Instituto Mexicano del Seguro Social [9].

Recientemente se ha propuesto una asociaciéon directa entre DMT-2, obesidad y la
resistencia a la insulina con una inflamacion de bajo grado en tejido adiposo y células
pancreaticas, reacciones que pudieran estar reguladas por citocinas pro-inflamatorias
como TNF-a, INF-y, IL-1B, IL-6 y MIF; que son producidas por células del sistema

inmune y otras células somaticas, entre las que se encuentran los adipocitos [10-13].

.2 Factor inhibidor de la migracion de macrdofagos (MIF) y citocinas

Proinflamatorias

Human MIF bomotoimes

El Factor inhibidor de la migracion de

macrofagos (MIF) fue reportado en los afios 60’s como una
proteina capaz de inhibir la migracion azarosa de los
macrofagos [14]; sorprendentemente por muchos afios se

desconoci6 la funcion fisioldgica de esta proteina.

Fig @ NIF
Estudios recientes han demostrado una asociacion directamente proporcional

entre la expresion de MIF y el grado de obesidad [15].

Adipocitos maduros murinos y humanos expresan MIF de manera constitutiva

[16]. En humanos, la expresion constitutiva de MIF fue positivamente correlacionada



con el indice de masa corporal en sangre de donadores, lo cual sugiere que MIF
podria ser un mediador de la infiltracibn de macrofagos en los tejidos adiposos de
pacientes obesos [17, 18]. Esto ha sido reforzado por las observaciones de Ghanim y
col., quienes reportaron un incremento significativo en la concentracion plasmatica de
MIF y RNAm de MIF elevado en células periféricas mononucleares en pacientes
obesos. La concentracion elevada de MIF en plasma podia ser disminuido por
metformina, un medicamento antidiabético [19]. Ma4&s aun, un estudio realizado por
Herder y col., demostraron que pacientes asintomaticos, pero con alteraciones en el
metabolismo de glucosa (prueba de tolerancia a la glucosa fallida) y pacientes con
diagnéstico de DMT-2 presentaban niveles incrementados de MIF en suero. Siendo
MIF un predictor con mayor indice de correlacién que la IL-6 y proteina C reactiva (PC-
R [20]).

Por otro lado, es bien conocido que la expresién de MIF puede ser regulada por
insulina, y se ha sugerido que la sobre-expresion de MIF podria asociarse con
resistencia a la insulina. Sin embargo, hasta ahora son muy pocos los datos para

establecer esta posible asociacion entre MIF y DMT-2 [15, 21, 22].

MIF es una molécula de gran jerarquia en la inmunidad innata en la defensa
antimicrobiana, también funciona como un mediador importante para estimular las
respuestas de hipersensibilidad de tipo retardada (DTH). MIF favorece de manera
importante la expresion de otras citocinas inflamatorias y mediadores solubles, tales
como TNF-a, IL-1B y éxido nitrico (NO), y esta presente en la respuesta por “stress”
[23]. Es de llamar la atencion que las citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, IL-13 e IFN-y)
y endotoxinas favorecen la produccion de 6xido nitrico, a través del incremento en la
expresion de la sintasa inducible de oOxido nitrico (iNOS- [24, 25]). Esta ultima molécula
(iINOS) ha sido reportada sobreexpresada en muasculo y tejido adiposo en modelos de
roedores con obesidad y alteraciones en la sensibilidad a la insulina y el transporte de
glucosa, tanto en ratones genéticamente obesos, ob/ob, como en ratones obesos por
ingesta de dieta grasa. Curiosamente, los ratones deficientes para iINOS pueden

desarrollar obesidad inducida por dieta grasa, sin presentar anormalidades en la



sensibilidad a la insulina y transporte de glucosa en musculo [26]. Esta observacion se
confirmd utilizando ratones oblob tratados con inhibidores de iINOS, en los cuales se
revirtio la hiperglucemia e hiperinsulinemia en ayuno y mejor6 notablemente la
sensibilidad a la insulina. El inhibidor de iNOS también increment6 la expresion de las
proteinas IRS-1 e IRS-2, lo que aumentd la sefializacion para la insulina mediada por
IRS-1 e IRS-2 en higado de ratones oblob [25]. Entonces, iINOS podria representar otro
mecanismo molecular de inflamacién mediada por citocinas, ligado a resistencia a la

insulina.

Como se mencion6 anteriormente, la obesidad ha sido relacionada con
inflamacion y resistencia a la insulina, las citocinas pro-inflamatorias que han sido
involucradas son TNF—a, IL-6, IL-1B, asi como MIF [20, 27, 28]. Estas citocinas son
producidas por células del sistema inmune y por células somaticas, dentro de las
cuales se encuentran los adipocitos, por tanto, los adipocitos representan una
importante fuente secretora de factores con efectos importantes en el sistema inmune

capaces de intervenir en la inflamacion.

.3 Adipocitocinas

Los factores secretados por los adipocitos son llamados adipocitocinas, en
relacion al tejido del cual provienen, y los mas representativos son: leptina,
adiponectina y resistina, asi como las citocinas TNF-a, IL-6 que contribuyen a la
posibilidad de infiltrado de células inflamatorias en tejido adiposo [28]. Estas
adipocitocinas representan una importante conexion entre obesidad, resistencia a la

insulina y desordenes inflamatorios [29].

Recientemente se ha sugerido que los niveles altos o bajos de las adipocitocinas
podrian determinar el grado de resistencia a la insulina y el posible desarrollo de la
DMT-2. La resistencia a la insulina se encuentra estrechamente relacionada con

factores y citocinas pro-inflamatorias, por lo que ha crecido el interés por estudiar éstas



Gltimas para conocer su accion en el tejido adiposo, en relacién al desarrollo de la

resistencia a la insulina caracteristica de la DMT-2.

*TNF-a. Entre las citocinas de mayor interés se encuentra el Factor de Necrosis
Tumoral-a (TNF-a), el cual estd sobrexpresado en el tejido adiposo. TNF-a es una
citocina pro-inflamatoria que activa varias cascadas de sefializaciéon y es un posible
candidato para inducir la resistencia a la insulina [39]. Se ha observado que en ratones
obesos la ausencia de TNF—a resulta en sensibilidad normal a la insulina y correcta
homeostasis de la glucosa, confirmando su participacion en la respuesta inflamatoria y
su importante funcién en la accion de la resistencia a la insulina [40] Por el contrario se
ha demostrado que los tratamientos con TNF-a recombinante conllevan a la reduccion
de la auto-fosforilacion del receptor de insulina, e inhiben subsecuentemente la
fosforilacion del receptor de insulina por medio de la molécula IRS-1, de esta manera la

insulina no puede ejercer su efecto normal [39, 41].

*IL-6, es otra citocina involucrada en la patologia de la DMT-2, ésta se encuentra
en concentracion elevada a nivel sistémico. En estudios in vivo se ha demostrado que
induce alteraciones metabdlicas, usualmente encontradas en estados catabdlicos,
aumentando las concentracion plasmatica de insulina. En ese contexto, se ha sugerido
gue quiza la IL-6 represente un factor hormonal que causa resistencia a la insulina [28,
33, 39, 42].

*Resistina. La resistina es llamada asi por ser un factor que conlleva a la
resistencia a la insulina [30, 31]. Es una molécula proteinica circulante de 114
aminoéacidos producida por los adipocitos, estd aumentada en la obesidad y es capaz
de disminuir el transporte de glucosa en los adipocitos [32]. En estudios murinos se ha
observado que la administracion de resistina a ratones sanos provoca resistencia a la
insulina [22]; por el contrario, con la administracion de anticuerpos anti-resistina en
ratones diabéticos los niveles de azlcar en sangre se normalizan [28]. Se sabe que la

resistina aumenta la produccion de citocinas pro-inflamatorias como TNF-a, IL-2, IL-12

e IL-1B [29, 33].



*Adiponectina. Por el contrario la adiponectina, es una proteina monomérica de
247 aminoé&cidos que a diferencia de la resistina tiene efectos vasculoprotectivos, anti-
inflamatorios y efectos anti-diabéticos. La concentracion de ésta es baja en sujetos que
presentan resistencia a la insulina y DMT-2. En ratones deficientes de adiponectina se
desarrolla resistencia a la insulina y DMT-2, éstos ratones vuelven a la “normalidad”

con la administracion de adiponectina exdgena [29].

l.4 Traductor de sefal y activador de la transcripcion 6 (STAT-6).

Las citocinas ejercen su accién al ser reconocidas por receptores especificos en
la membrana de las células, con la consecuente activacion de factores de transcripcion
[34]. La omision de alguno de estos genes, que codifican para los factores de
trascripcion de las citocinas, conocidos como STAT (del inglés- Signal Transducer and
Activators of Transcription), ha brindado informacion directa (in vivo) de la participacion
de las citocinas en la respuesta inmune en diversas patologias [35, 36]. STAT-6 forma
parte de esta familia de factores, el complejo ligando-receptor-STAT-6 constituye una
cascada de sefiales que actuan sobre la expresion del gen que codifica para las
interleucinas 4 y 13 (IL-4 e IL-13). Se ha observado que la interaccion IL-4/STAT-6
representa un factor clave en enfermedades inflamatorias como la hepatitis, en donde

su expresion induce infiltracion de eosindfilos y neutréfilos al higado [37].

En los modelos murinos de diabetes inducida con mdultiples dosis de
estreptozotocina (diabetes tipo 1), se ha observado que ratones deficientes para el gen
gue codifica para STAT-6 (-/-) de fondo genético C57BL/6 registran niveles
estadisticamente menores de glucosa en sangre, asi como un porcentaje menor de
diabetes, comparados con el grupo silvestre [38]. Si STAT-6 esta involucrado en la
patologia de la DMT-2 aun no se sabe; sin embargo, por ser un factor de trascripcion
de citocinas anti-inflamatorias como IL-4, podria estar relacionado con la regulacion de

la resistencia a la insulina, caracteristica de la DMT-2.



I.5 Bloqueo Sistémico del Factor Inhibidor de la Migracién de Macréfagos, MIF

por medio de inhibidores sintéticos.

En este trabajo probamos dos inhibidores proporcionados por los laboratorios Cytokine

harmaScience Inc.

* Inhibidores Anti-MIF. El Factor Inhibidor de la migracion de macréfagos (MIF)
es una citocina pro-inflamatoria que estimula la respuesta inflamatoria en presencia de
esteroides y otros supresores inmunes. MIF también juega un papel importante en
enfermedades inflamatorias e inhibe la actividad de p53, un importante supresor de
tumores. Numerosos estudios en roedores han demostrado que anticuerpos Anti-MIF
pueden ser benéficos al disminuir la patologia de enfermedades como artritis
reumatoide, choque séptico, cancer, glomerulonefritis y colitis. El bloqueo de la
produccion o bioactividad de MIF podria ser usado en un amplio espectro de

enfermedades inflamatorias o autoinmunes.

El inhibidor utilizado en éste trabajo de tesis fue disefiado empleando tecnologia

basada en un antagonista soluble para el receptor de MIF (CD74).

* Semapimod es otro inhibidor utilizado en éste trabajo, es una guanilhidrozona
que:

1. Inhibe las vias de transduccién de sefales para la prevencion de la
fosforilacion de MEK, p38, MAP cinasa and JNK;

2. Inhibe la produccion de citocinas pro-inflamatorias como TNF-a, IL-1[3, IL-6.
MIP-1 a, MIP-1 .

3. Inhibe la produccion de Oxido Nitrico.

Estas vias de transduccion de sefales y moléculas proi-nflamatorias son activas
en varias enfermedades inflamatorias y autoinmunes. Por tanto, el efecto del

Semapimod en éstas enfermedades puede ser aplicado. En estudios con animales,



este medicamento ha mostrado actividad protectiva ante una amplia variedad de
condiciones, que van desde un accidente cerebro vascular hasta enfermedades
inflamatorias intestinales.

Diversos estudios clinicos han mostrado una actividad benéfica en varias
patologias como la enfermedad de Corhn y pancreatitis. Nuevos estudios en animales

han demostrado una eficacia mayor en administraciones orales.



ll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

La diabetes mellitus tipo 2 (DMT-2) se esta convirtiendo rapidamente en una
enfermedad distribuida a nivel mundial. La obesidad y la vida sedentaria son la
principal causa ambiental para el desarrollo de la resistencia a la insulina observada en
la DMT-2. En la pasada década, se aceptd que la resistencia a la insulina esta

fuertemente asociadas con una inflamacién crénica moderada [43].

Por otro lado, se ha reconocido a MIF como una molécula que favorece la
expresion de otras citocinas inflamatorias y mediadores solubles implicados en la

patogénesis de la enfermedad, tales como TNF-a, IL-1B y oxido nitrico (NO) [24]. En
contraste, la asociacion de IL-4 al factor de transcripcion STAT-6 favorece el desarrollo
de la respuesta anti-inflamatoria mediada por IL-4 e IL-10. Basados en éstos

conocimientos de regulacion de la respuesta inflamatoria, y con el proposito de
contribuir al establecimiento de cémo la respuesta inflamatoria estaria participando en
la resistencia a la insulina en la DMT-2, en este trabajo exploramos la respuesta pro-
inflamatoria y anti-inflamatoria en un modelo murino de DMT-2, en ratones deficientes

para los genes MIF y STAT-6.



1. HIPOTESIS

Dado que MIF es una molécula inductora de citocinas pro-inflamatorias
involucradas en la resistencia a la insulina en la DMT-2; y STAT-6 es un factor de
transcripcion que ayuda al control de la inflamacion a través de la sefalizacion de

citocinas anti-inflamatorias, se propone que:

“‘Un estado de inflamacion crénica mediada por MIF, independiente de los
mecanismos anti-inflamatorios de STAT-6, favorecen la DMT-2".

IV. OBJETIVO GENERAL

La expresion de MIF puede ser regulada por glucosa e insulina, pero son
escasos los datos que lo asocian con DMT-2. Asi, el objetivo central en este estudio fue
probar si existe alguna asociacion de MIF con procesos inflamatorios que faciliten la
génesis de la DMT-2 y si este fenOmeno es independiente de la via de sefializacidon

STAT-6 (respuesta anti-inflamatoria).



V. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Establecer la dosis adecuada de STZ en ratones con fondo genético BALB/c e
ICR, basados en el modelo de Hayashi [44].

2. Inducir la DMT-2 en ratones deficientes para el gen que codifica para STAT-6
(STAT-6 -/-), MIF (MIF -/-) y en los controles WT (MIF y STAT-6 +/+), asi como en

ratones con fondo genético ICR, con una dosis Unica de streptozotocina (STZ).

3. Evaluar los posibles cambios en peso, concentracion de glucosa e insulina

plasmatica en los animales durante 7 semanas.

4. Determinar si hay cambios en produccion de Proteina C-Reactiva (P-CR) en
los grupos MIF (-/-), STAT-6 (-/-) y WT después de la induccion con STZ.

5. Determinar la tolerancia a la glucosa, antes y después de la induccién de

diabetes con STZ en los animales experimentales.

6. Cuantificar las citocinas (TNF-a, IFN-y, IL-1B, IL-6, IL-4 e IL-10 y MIF) y

resistina en los animales experimentales.

7. Determinar si existen cambios en la morfologia en los islotes de células

pancreaticas entre los diferentes grupos de animales.

8. Realizar una evaluacion metabdlica que incluya consumo de agua y alimento,
asi como produccién de orina y urobililastix (densidad, pH, leucocitos, nitrito, proteinas,

glucosa, cuerpos cetonicos, urobilindgeno, bilirrubina y sangre en orina).

9. Evaluar la de glucosa en sangre y citocinas pro y anti-inflamatorias de ratones
con fondo genético ICR después de la induccion con STZ y en presencia de inhibidores

sintéticos para MIF y p38.



VI. MATERIALES Y METODOS

VI.1 Animales experimentales. Se utilizaron ratones machos de 7-8 semanas
de edad deficientes en STAT-6 (-/-) y MIF (-/-) como controles se usaron ratones de la
misma edad y sexo silvestres (WT) todos con fondo genético BALB/c. Estos ratones se
encuentran en reproduccion en el bioterio de la FES-Iztacala, los cuales se mantienen
a 23 + 1°C con libre acceso a comida y agua. También se utilizaron ratones de la cepa
ICR, hembras de 5 a 7 semanas. Cada grupo con un minimo de 5 ratones; los cuales
se mantuvieron con libre acceso a comida y agua en instalaciones especiales de

Aronoff Laboratory de Ohio State University.

VI.2 Genotipificacion de los ratones por PCR (Polimerase Chain Reaction).
Los diferentes grupos experimentales fueron sometidos a un analisis de ADN con el fin
de corroborar la presencia o ausencia de los genes de interés, de manera que los
genes que codifican para MIF, STAT-6 y NEO (gen de seleccion neomicina) fueron
determinados en los grupos de estudio. Brevemente, se obtuvo una muestra de la cola
(0.5cm) de los animales experimentales, se digirié en tubos de 1.8 ul (Eppendorf ®)
con buffer de lisis y 20 ul de Proteinasa K [100 uyg/ml (Invitrogen ®)] durante toda la
noche a 56°C. Posteriormente se centrifugd a 14000 rpm durante 10 minutos, se tomo
el sobrenadante y se adicionaron 500 ul de isopropanol frio, se homogenizé hasta la
precipitacion del DNA. Nuevamente se centrifugd a 14000 rpm durante un minuto para
después lavar el boton de DNA con etanol frio al 75%, se disolvio la pastilla y se
centrifugé a 14000 rpm por 5 minutos. Se dej6é evaporar el etanol a temperatura
ambiente por lo menos 1 hora. El botébn de DNA se resuspendié con 200 ul de agua
(grado biologia molecular — Sigma ®) toda la noche a 56°. Posteriormente se determind
la cantidad y pureza extraida, utilizando una dilucién 1:200 de muestra de DNA en
agua, y se analizaron las muestras en un espectrofotometro (Jenwey, Genova) a 260
nm. La concentracion final se obtuvo con el factor 1 D.O.=40 pg. Para la PCR se
utilizaron tubos nuevos libres de DNasas y RNasas con capacidad de 0.2ml, con un
volumen final de reaccion de 25 ul se colocaron los siguientes reactivos (kit taq

Platinum polimerase, Invitrogen ®), en el siguiente orden: Buffer 10x (2.5 ul), MgCI2 (50



mM; 0.75 pl), DNTPmix (5 mM; 0.5 nl), Primers (50 pM), DNA Taq polimerasa (5 U/ul;
0.25 ul), muestras de DNA 1.25 pl, agua grado biologia molecular (todo marca Sigma
®) suficiente para llegar a un volumen de 25 ul. La secuencia de los primers usados

fueron:

MIF, (F) AgA CCA CgT gCT TAg CTg Ag; (R) gCA TCgCTA CCg gTg gAT AA
(200pb); NEO (F) ATT gAA CAA gAT ggA TTg CAC, (R) CgT CCA gAT CAT CCT gAT
(500pb).

STAT-6 (F) CTg GaC CTC ACC AAA CgC; (R) CCC ggA TgA CgT gTg C (275
pb); NEO (F) CTg AAT GAA CTg CAg gAC gA; (R) ATA CTT TCT Cgg CAg gAg CA
(172 pb).

Una vez con los reactivos respectivos, los tubos para la PCR se sometieron a
diferentes temperaturas de reaccion: para la amplificacion del gen de MIF 94°C por 30
seg., 58°C por 30 seqg. y 72°C por 30 seg., con 35 repeticiones en el termociclador;
para la amplificacion del gen de STAT-6 94°C por 30 seg., 54°C por 30 seg. y 72°C por

30 seg., con 35 repeticiones en el termociclador (Corbett Research ®).

Para la electroforesis, se prepar6 un gel de agarosa 1% (ICN Biochemicals ®) en
Buffer TBE 1x, sobre una camara molde y un peine de 12 pozos que se mantuvo a 4°C

por 30 minutos para que se solidificara.

Una vez hecho el gel, se hizo una dilucién 1:4 de DNA y se coloco, por pozo, 2
ul de muestra diluida en 8 ul buffer de carga blue juce (In vitrogen ®) a partir del
segundo pozo, ya que en el primero se colocaron 3 ul del marcador de peso molecular
1 Kd. (In vitrogen ®). Se corrio el gel a 80 Volts, 45 Amperes durante 50 minutos. MIF
tiene un peso de 200 pb y Neomicina de 500 pb. En el caso de STAT-6 la banda tiene
un peso de 275 pb y Neomicina 172 pb. El resultado se observd en un transiluminador

con luz UV (Fuiji Film ®) y se capturé la imagen utilizando el programa Alphaimagen.



Como se observa en la fotografia (Figura 2-A), los ratones deficientes para el
gen de MIF presentan la banda cuyo peso molecular denota el gen para NEO. Este es
el mismo caso para los ratones deficientes en STAT-6 y los ratones silvestres
presentan las dos bandas de los genes de interés (Figura 2-B).

R Z‘§§ 4 5'6 '7 !8 NEO (500pb)

200

MIF (200pb)

MIF +/+ MIF -/- MIF +/-

500
400

300
200

500
400

300
200

100

STAT- 6 (+/+) STAT- 6 (-/-)

Figura 2. A) El gen de MIF corresponde a un peso de 200 pb, el cual se observa en las bandas
correspondientes a los ratones silvestres (carriles 2 y 3). Al deletarse este gen, se inserta el gen de
seleccion neomicina cuyo peso es de 500 pb, banda que presentan los ratones MIF (-/-) carriles 4-10. En
ocasiones el gen de MIF y Neo pueden aparecer en el mismo animal (MIF-/+), significa que son ratones
heterocigotos con un alelo deletado y otro no en el gen de interés, los cuales no son adecuados para
experimentacién (carriles 11y12). B)Ampliacién correspondiente al gen STAT-6, con un peso molecular
de 275 pb, el cual no se encuentra presente en la figura C), ya que esta corresponde a los ratones
deficientes para este gen y por tanto presentan el gen de seleccion neomicina (NEO 172 pb).

VI.3 Induccién de diabetes. La estreptozotocina, (STZ, 2-deoxy-2-(3-(metil-3-
nitrosoureido)-D-glucopiranosa) (Figura 3) es sintetizada por el hongo Streptomycetes
achromogenes [44]. Es un antibidtico antitumoral que ha sido ampliamente utilizado
para establecer diversos modelos de diabetes murina, ya sea DMT-1 o DMT-2
dependiendo de la dosis de STZ empleada [8, 44, 47, 48].



Figura 3. Estructura molecular de la estreptozotocina (STZ), 2-deoxy-2-(3-(metil-3-nitrosoureido)-D-

glucopiranosa

Y aun cuando no se conoce el mecanismo preciso de accion de la STZ, se sabe
gue la STZ es captada por las células B del pancreas a través del transportador de
glucosa 2 (GLUT-2), el cual es sobre expresado en periodo de ayuno; la STZ actua a
nivel intracelular generando especies reactivas de oxigeno que son los responsables

finales de la fragmentacion del DNA y por tanto de la muerte celular [45, 46].

Hayashi [44] establecio que con una dosis Unica de entre 150 a 200 mg/kg de
STZ en ayuno, en ratones con fondo genético BALB/c induce glucemia superior a 200
mg/dl en una semana posterior a la administracion de la droga. De acuerdo con esto,
nosotros establecimos después de varios experimentos, una dosis de 165 mg/kg de
peso para inducir glucemias constantes por arriba de 300 mg/dl en ratones Balb/c; en
el caso de los ratones ICR se utilizaron diferentes dosis: 200, 165, 125, 100, 90, 75, y
50 mg/kg dependiendo del experimento, siguiendo el protocolo reportado
recientemente por Junod et al [49]. Brevemente, en cualquiera de los casos, los ratones
de los grupos experimentales fueron puestos en ayuno 5 hrs antes de la induccién de
diabetes con estreptozotocina (STZ). Posteriormente se les administro, via
intraperitoneal la STZ, la cual se preparé al momento de la inyeccion en buffer de
citrato 0.05M, pH 4.5. Como controles se utilizaron ratones con las mismas
caracteristicas genéticas a los grupos experimentales, pero recibieron Unicamente

buffer de citratos via i.p. [44].



V1.4 Determinacion de peso, glucosa e insulina. En las semanas 1, 2, 3, 4, 5,
6 y 7 posteriores a la induccion con STZ se determind el peso y la glucemia con
glucometro (Accu-Chec sensor ®), la insulina fue determinada por medio de ELISA
(Insulin ELISA Kit, Linco Research, Inc. St Charles, MO).

VL5 Citocinas en suero. Se obtuvieron muestras de suero, a las semanas 1, 2,
3,4,5, 6y 7 para determinar, por técnica de ELISA-Sandwich y de acuerdo con las
instrucciones del fabricante (Peprotech ®), citocinas pro-inflamatorias (MIF, TNF-a,

INFy, IL-6 e IL1pB) y anti-inflamatorias (IL-4 e IL-10), asi como resistina.

VI.6 Prueba de tolerancia a la glucosa. Con esta prueba se determiné la
capacidad de respuesta de insulina tras una carga de glucosa oral. Esta prueba fue
realizada a todos los grupos experimentales al inicio y al final del experimento. Se
prepararon a los ratones con ayuno de, al menos 18 hrs, se les tom0 una muestra
sanguinea 30 minutos antes de la prueba, entonces se administro 2 g/kg de glucosa en
solucion, via ip. Por dltimo se les volvidé a tomar muestras sanguineas a los 30, 60, 90 y
120 min después de la administracion de glucosa en solucion. Con las muestras
sanguineas se realizaron pruebas de glucosa en suero y se midio la insulina de cada

uno de los ratones.

VI.7 Histologia. Se extrajo el pancreas de algunos ratones de cada grupo en las
semanas 0 y 6, posteriores a la administracion de la STZ. Los 6rganos se fijaron con
paraformaildehido al 4% y fueron embebidos en parafina, se cortaron en secciones
consecutivas de 0.5-um de grosor y se analizaron al microscopio. Los cortes se tifieron
con Hematoxilina — Eosina (HE) para observar la integridad de los islotes

pancreéticos.

VI.8 Evaluacion metabdlica. A las semanas 0y 3 post-induccion, los diferentes
grupos de ratones fueron colocados en cajas metabdlicas; en las cuales se coloco
inicialmente 100 ml de agua y 75 gr de alimento, ambos a libre acceso. Permanecieron
24 horas, al término de las cuales se cuantifico el consumo de alimento, consumo de

agua y volumen de orina. Esta Gltima se analiz6 mediante una tira reactiva para



determinar los siguientes parametros: densidad, pH, leucocitos, nitrito, proteinas,
glucosa, cuerpos ceténicos, urubilindgeno y bilirrubina (Combur 10 test ® M, Roche).

VL9 Proteina C reactiva (P-CR). Una prueba positiva de proteina C- reactiva
es un indicador de inflamacién sistémica que ayuda al diagnostico de enfermedades
inflamatorias, como la DMT-2. Por esa razén se evalud la presencia de P-CR en suero
obtenido semanalmente, por el método de placa, con particulas en latex siguiendo las
instrucciones del fabricante (PROTEX-CR ® Lab. Lafon, Méx.).

VI.10 Inhibidor Sintético Anti-MIF y anti p38. Los inhibidores anti-MIF, fueron
identificados de la siguiente manera: 155 F Black (del inglés First, primero); 155 S
Black (del inglés Second, segundo), 156 F Blue y 156 S Blue. Estos se usaron a una
dosis i.p. de 10 mg/kg y via oral a una dosis de 25, 10, 1, 0.1, 0.01 y 0.01 mg/kg. En el
caso del Semapimod (anti p38) se utilizaron dosis de 1 mg/kg i.p. y 10, 1, 0.1 y 0.01
mg/kg via oral. Para la administracion i.p., la droga fue diluida en una solucion 25%
DMSO (Dimetilsulfoxido), 75% H20, debiendo ser el volumen final 100 ul por raton.
Para la administracion oral, la droga fue disuelta en una solucién 15% DMSO, 85%

Metil celulosa (0.5% en agua).

VI.11 Estadistica. Los resultados fueron analizados usando las pruebas
estadisticas “t” de Student, U de Mann Witney segun se requirid en los diferentes

casos, una p<0.05 fue considerada estadisticamente significativa.



VII. RESULTADOS.

VII.1 La ausencia de MIF evita parcialmente el incremento de glucosa en
sangre.

La diabetes se caracteriza por anormalidades en el metabolismo de los
carbohidratos, grasas y proteinas. Estas alteraciones estan basadas en la accién
deficiente de la insulina sobre sus tejidos blanco. Cuando la insulina no es captada por
las células (resistencia a la insulina) la glucosa no puede entrar a la célula y por tanto

se mantiene en los fluidos circulantes, expresandose asi en alta glucosa en sangre.

Como se muestra en la gréfica; en nuestro modelo experimental encontramos
gue los ratones control positivo [WT (+/+) con STZ] incrementaron la glucosa por arriba
de los 400 mg/dl durante las primeras 3 semanas y a partir de la semana 4 y hasta la
semana 7, la concentracion de glucosa se disparé hasta alcanzar los 600 mg/dl en
sangre, a partir de la primer semana post- induccion, comparados en todo momento
con los ratones control negativos [WT (+/+) sin STZ], los cuales se mantuvieron en
niveles oscilantes de glucosa en sangre de entre los 80 y 120 mg/dl durante las 7

semanas evaluadas (Grafica 1).

En cuanto a los grupos experimentales que no expresan el gen de MIF
inducidos con STZ [MIF (-/-) con STZ] no mostraron diferencia significativa con el
grupo control negativo [WT (+/+) sin STZ], ya que a diferencia de las dos primeras
semanas en las que alcanzaron concentraciones cercanas a los 200 mg/dl de glucosa
en sangre ( no fueron estadisticamente significativas), durante la mayoria del

experimento mantuvieron glucemia con valores de entre 100 y 150 mg/dl (Grafica 1).

Por otro lado, los ratones [STAT-6 (-/-) con STZ] desarrollaron glucemias altas
durante las primeras 3 semanas del experimento presentando, de manera similar a los
controles positivos, concentraciones de alrededor de 500 mg/dl de glucosa en sangre.
Después de la cuarta semana y hasta el final del experimento la glucosa en sangre

descendi6 a una concentracion de entre 300 y 400 mg/dl (Grafica 1).
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Gréfica
1. Valores de glucosa en sangre (mg/dl) de los diferentes grupos experimentales a diferentes tiempos.
Esta grafica muestra el patrén observado en 4 experimentos independientes, con un nimero de 5
ratones en cada grupo por experimento.* p<0.05 “t” de Students (Graphpad Prism).

VII.2 El peso corporal esta relacionado con la concentracion de glucosa en
sangre

En el caso de los ratones experimentales a los cuales se les indujo DMT-2, se
encontré que hay una relacién entre la glucemia y el peso corporal; de manera que los
ratones que conservan niveles normales de glucosa mantuvieron un peso normal. Por
el contrario, aquellos ratones cuya glucemia alcanzoé niveles de hasta 600 mg/dl [WT
(+/+) con STZ] bajaron drasticamente de peso. (Grafica 2).

Durante las 7 semanas que duré el experimento (posteriores a la induccién) se
pudo observar que la diferencia de peso corporal entre los tres diferentes grupos
experimentales se mantuvo constante. Los ratones control positivo [WT (+/+)] con STZ]
tuvieron una disminucién de peso durante las primeras 3 semanas en comparacion
con los ratones sanos [WT (+/+) sin STZ], con los ratones deficientes de MIF [MIF (-/-)
con STZ] y en comparacion con los ratones que no expresan STAT-6 [STAT-6 (-/-) con
STZ] (Grafica 2 y Figura 4).



En cuanto a los ratones [MIF (-/-) con STZ] no sufrieron un incremento
significativo en peso durante el experimento, manteniéndose relativamente constante a
lo largo del experimento y con un ligero aumento en la semana 7 presuntamente propio
de la edad, lo anterior tomando en cuenta que el peso promedio de un ratén de 10 a 11
semanas es de 25+ 5 gr.

Los ratones [STAT-6 (-/-) con STZ] tuvieron un ligero aumento de peso
curiosamente a partir de la semana 4 (justo cuando las concentraciones de glucosa

comienzan a descender).

Los datos anteriores muestran claramente una relacion entre la pérdida de peso

y los niveles de glucosa en glucosa en sangre.
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Grafica 2. Peso de los diferentes grupos experimentales durante las siete semanas de
experimentacién. Comportamiento observado en 4 experimentos independientes con un nimero de 5
ratones en cada grupo por experimento. * p<0.05 “t” de Students (Graphpad Prism).
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Figura 4. Aspecto fisico de los ratones experimentales a las 4 semanas post-induccion con STZ.
Los ratones WT (+/+) con STZ tuvieron una pérdida de peso mayor en comparacion a los demas grupos.

VII.3 Evaluacién Metabdlica

En la semanas 0 y 3 post-induccién se colocaron los diferentes grupos
experimentales en cajas metabdlicas (5 ratones por grupo), pasadas 24 horas los
ratones se retiraron y fueron recuperados tanto el alimento como el agua sobrante, asi
como la orina producida para su posterior analisis (Figura 3). Esto nos ayud6 a evaluar
clinicamente el nivel de desarrollo de la DMT-2, en los diferentes grupos
experimentales. Los sintomas a evaluar fueron: poliuria, polifagia y polidipcia asi como

dafo renal a través del analisis de los componentes de la orina. (Tabla 1).

Figura 5. Cajas metabdlicas. Estas cajas estan disefiadas para monitorear todos los consumos

y deshechos de los animales, en un periodo de 24 hrs. Cuentan con un compartimiento para el alimento



(a) y bebedero (b). En la base de la jaula se encuentra una red recolectora de heces (c) y una charola
tipo embudo (d) cuya funcién es llevar la orina hacia un recipiente colector (e).

WT (+/+) MIF (-/-) sin | STAT-6 (-/-) WT (+/+) MIF (-/-) STAT-6 (-/-)
sin STZ STZ sin STZ con STZ con STZ con STZ
Consumo de
agua (ml /
raton) 6.8 7 6.4 30 20 19.8
Consumo de
alimento (gr/
raton) 5.96 5.76 5.6 10 6.8 4.8
Volumen de
orina (ml / 2 2 2 16 12 11.8
ratén)
Densidad * 1.020 1.020 1 1.020 1 1.010
pH 6 6 6 6 9 5
Leucocitos Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Nitrito Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Proteinas Negativo Negativo Negativo 4+ 1+ 4+
Glucosa Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Cuerpos ‘ . _ _ _ _
cetdnicos Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Urubilinégeno Normal Normal Normal Normal Normal Normal
Bilirrubina Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

Tabla 1.Resultado del andlisis de orina realizado a los diferentes grupos experimentales en las

semanas 0 y 3 post-induccién con STZ.

De acuerdo con los resultados, el consumo de agua fue mayor en los controles
positivos [WT (+/+) con STZ] cuyos niveles de glucosa en sangre estaban elevados, al
igual que el consumo de alimento; aunque este Ultimo no fue estadisticamente
significativo. El volumen de orina fue claramente mayor en los ratones diabéticos en
donde los controles positivos [WT (+/+) con STZ] tuvieron el volumen mas grande,
seguido por los ratones [STAT-6 (-/-) con STZ], con 11.8 ml y [MIF (-/-) con STZ] con 12
ml por raton. Los ratones [STAT-6 (-/-)] y los controles diabéticos obtuvieron un pH
menor, esto quiere decir que la orina de estos animales fué mas acida; por lo tanto, se
puede inferir que estos animales ya habian desarrollado cetoacidosis. Por ultimo, se
sugiere que el dafio renal parece estar en los ratones [WT (+/+) con STZ], seguido por
los [STAT- 6 (-/-) con STZ] y por ultimo el correspondiente a [MIF (-/-) con STZ]. El

dafio renal se puede inferir de acuerdo a la cantidad de proteinas presentes en la orina.



VI.4 Las citocinas pro-inflamatorias se encuentran relacionadas

positivamente a DMT2

*TNF-a. La relacién entre las citocinas pro-inflamatorias y la accién de la insulina
en estados de obesidad y DMT-2, fue establecida inicialmente con el incremento del
factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) [28]. En nuestro estudio, los resultados reflejaron
gue el TNF-a se produce en mayor cantidad en los controles positivos [WT (+/+) con
STZ], mientras que los ratones deficientes de STAT- 6 [STAT- 6 (-/-) con STZ] y MIF
[MIF (-/-) con STZ] se mantuvieron por debajo hasta la semana 2 post-induccion
(Grafica 3). Sin embargo, se puede observar que en la semana 3 las diferencias de los
ratones [STAT- 6 (-/-) con STZ] y [MIF (-/-) con STZ] se hicieron mayores con respecto
al grupo de ratones [MIF (-/-) con STZ], siendo éste ultimo el que present6 niveles mas
bajos de TNF-a. Estos resultados concuerdan con las glucemias mas altas observadas

y con la literatura, en la cual el alto TNF-a est4 asociado con hiperglucemia.
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Grafica 3. Niveles de TNF-a en suero Comportamiento observado en 4 experimentos
independientes con un nimero de 5 ratones en cada grupo. * p<0.05 “t” de Student (Graphpad Prism).

* IL-1B. Otra citocina pro-inflamatoria evaluada en éste trabajo fue la

interleucina 1B (IL-1B), la cual modula la secrecion de insulina (6). Como se observa en



la gréfica 4, la produccién de IL-1B en el grupo [MIF (-/-) con STZ] fue baja durante todo
el experimento, incluso, la produccion fue casi nula en la semana 6; ademas la
diferencia del grupo en cuestion fueron significativas con respecto a los ratones [STAT -
6 (-/-) con STZ] y controles [WT (+/+) con STZ]. Estos dos ultimos grupos presentan, de
igual manera, diferencias significativas entre ellos excepto en las semanas 3 y 4, en
donde la produccién de IL-1B fue casi igual en ambos grupos; alrededor de 15000
pg/ml (Gréfica 4).
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Gréfica 4. Niveles de IL-1B en suero. Tendencia observada en 4 experimentos independientes
con un nimero de 5 ratones en cada grupo. p<0.05 “t” de Student (Graphpad Prism).

De nuevo observamos la tendencia de las citocinas anteriores, en la cual los
ratones con mayor concentracion sérica de IL-1p fueron los controles positivos [WT
(+/+) con STZ], seguidos por los ratones [STAT-6 (-/-) con STZ]; mientras que los

ratones [MIF (-/-) con STZ] presentaron la menor concentracion.

*IL-6. Considerada como potente inductor de la inflamacion aguda [42]. En
nuestros grupos experimentales observamos que se mantiene constante y sin
incrementos a lo largo del experimento, en menor concentracién en los ratones [MIF (-/-
) con STZ]. Sin embargo, durante la semana 6 se pudo observar una produccién mayor

sin diferencia significativa respecto a los otros grupos experimentales.



Para el caso de los ratones control [WT (+/+) con STZ], se pudo observar un
pico de produccién de IL-6 durante la primer semana post- induccion, a partir de la
segunda semana y hasta el final del experimento; los ratones [WT (+/+) con STZ] no

presentaron diferencias significativas con respecto a los deméas grupos experimentales.

El grupo experimental [STAT- 6 (-/-) con STZ] mantuvo una produccién

oscilante, por lo que no se observaron diferencias significativas (Grafica 5).
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Grafica 5. Concentracion de IL-6 en suero. Comportamiento observado en 4 experimentos
independientes con un nimero de 5 ratones en cada grupo por experimento. *p<0.05 “t” de Student
(Graphpad Prism).

*MIF. Como se mencion0, en estudios anteriores se ha relacionado a MIF con la
DMT-2. En nuestro experimento podemos observar que el grupo con mayor producciéon
de esta citocinas es el control [WT (+/+) con STZ] durante las semanas 1, 3y 4.

Los ratones deficientes para el gen STAT- 6 [STAT- 6 (-/-) con STZ] tuvieron una
mayor produccion de MIF durante la semana 2, a partir de la cual la concentracion de
esta citocina se estabilizaron sin que tuviera cambio en las semanas siguientes.

Evidentemente, la concentracion en sangre de MIF en los ratones [MIF (-/-)] con
STZ fue nula.
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Gréfica 6. Concentracion sistémica del Factor Inhibidor de la Migracion de Macrofagos. Los datos
representan 4 experimentos independientes con un nimero de 5 ratones en cada grupo por experimento.
*p<0.05 “t” de Student (Graphpad Prism).

sInsulina. En la DMT2 la accion de la insulina esta disminuida, esta alteracion
es detectada por las células B del pancreas, las cuales responden con una secrecion
mayor de insulina a la circulacion, produciendo el fendmeno de hiperinsulinemia para
forzar la captacion de la glucosa y la respuesta en el higado [50]. Entonces, si IL-1
modula la secrecion de la insulina podemos inferir que los ratones control positivo [WT
(+/+) con STZ] cuya produccion de IL-1p fue mayor, podrian tener niveles mas elevada
la insulina. Sin embargo, la produccién de insulina, en los diferentes grupos
experimentales, no presenté diferencias significativas durante el experimento. Excepto
en la semana 3 en donde encontramos diferencias significativas en el grupo [MIF (-/-)
con STZ], (Grafica 7).

Por otro lado, el hecho de que no haya diferencia entre los grupos en la
produccion de insulina también es indicativo de que no hubo dafio diferencial entre los

grupos a nivel de las células 3 pancreaticas por la administracion de la STZ.
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Gréfica 7. Insulina en suero. Tendencia observada en 4 experimentos independientes con un nimero de
5 ratones en cada grupo por experimento. *p<0.05 “t” de Student (Graphpad Prism).

» Resistina. Dentro de las adipocitocinas pro-inflamatorias se encuentra la
resistina (Grafica 8). La resistina es la adipocitocina mas relacionada con la resistencia
a la insulina y DMT-2. En nuestro experimento los ratones control positivos [WT (+/+)
con STZ] tuvieron resistina sérica por arriba de los demas grupos, las diferencias
fueron mayores durante las primeras 3 semanas. Los ratones [STAT-6 (-/-) con STZ] y

[MIF (-/-) con STZ] presentaron niveles menores a los controles positivos durante todo
el tiempo experimental.
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Gréfica 8. Concentracién en suero de resistina en los grupos experimentales. Patrén observado en 4

experimentos independientes con un nimero de 5 ratones en cada grupo por experimento. *p<0.05 “t” de
students (Graphpad Prism).



VII.5 Citocinas anti-inflamatorias.

Las citocinas anti-inflamatorias fungen como moléculas inhibidoras de la respuesta
inflamatoria, un mecanismo de autocontrol, ya que una inflamacion exacerbada
sostenida puede producir dafios al individuo. En el caso de la resistencia a la insulina
ocasionada por la obesidad e inflamacion, que deriva en DMT-2 es sabido que la IL-4

tiene una importante participacion en éste proceso regulatorio.

El factor de transcripcion STAT- 6 es el factor encargado de comenzar la
sefalizacion intracelular, que da como resultado final la transcripcion y por tanto
produccion de IL-4. Nosotros determinamos en el suero de los ratones tratados con

STZ y sus controles respectivos por medio de ELISA, IL-4 e IL-10.

*IL-4. En la grafica 9 se puede apreciar que la concentracion de IL-4 mayor se
encontro en los ratones [MIF (-/-) con STZ], con un pico de produccion en la semana 3;
mientras que la concentracion menor pertenecen al grupo control positivo [WT (+/+) con
STZ], en donde practicamente no hubo produccion de esta citocina durante el
experimento. Como se esperaba, el grupo [STAT- 6 (-/-) con STZ] presentdo una
produccion disminuida, con un pico en la semana 4 donde no hubo diferencias

significativas con respecto al control positivo.
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Gréfica 9. Produccion de IL-4. Patron observado en 4 experimentos independientes con un
ndmero de 5 ratones en cada grupo por experimento. *p<0.05 “t” de Student (Graphpad Prism).

* IL-10. La IL-10 fue, de igual manera, alta para los ratones control positivo [WT
(+/+) con STZ], en los cuales se observaron diferencias significativas durante las
semanas 4, 6 y 7 respecto a los otros dos grupos. Los ratones [MIF (-/-) con STZ]
presentaron una produccion baja, con diferencia significativa a partir de la semana 3
con respecto a los controles positivos [WT (+/+) con STZ] y hasta el término del
experimento; mientras que los valores correspondientes al grupo [STAT- 6 (-/-) con
STZ] fueron significativamente mayores, practicamente en todos los puntos a partir de
la segunda semana post induccion. Cabe hacer notar que aun cuando la IL-10 en éste
grupo fue mayor que los observados para [MIF (-/-) con STZ], fue menor que los del
grupo control positivo [WT (+/+) con STZ], siendo significativa esta diferencia en las

semanas 4 y 6 (Grafica 10).
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Gréfica 10. Concentracion sérica de IL-10. Comportamiento observado en 4 experimentos
independientes con un numero de 5 ratones en cada grupo por experimento. *p<0.05 “t” de Student
(Graphpad Prism).

VIIl.6 Proteina C- reactiva

La proteina C- reactiva (C-reactive protein; CRP) fue descubierta en 1930 por
Tillet y Francis, durante sus estudios con pacientes con neumonia [51]. La proteina C
reactiva es producida por el higado y se eleva cuando hay inflamacion sistémica. La

concentracion sistémica de CRP se relaciona con la IL-6 incrementada [52, 53].

Como una forma mas de corroborar la presencia de inflamacion en los diferentes
grupos experimentales, fue determinada la presencia de CRP en suero de los
diferentes grupos experimentales, semanalmente. De acuerdo con los datos obtenidos,
los ratones sanos de los diferentes grupos experimentales no presentaron reaccion
positiva a CRP. Por el contrario, los ratones silvestres control positivo [WT (+/+) con
STZ], fueron positivos en la prueba a partir de la segunda semana posterior a la
induccion de la enfermedad; los ratones [MIF (-/-) con STZ] resultaron positivos a partir
de la 4 semana mientras que los ratones [STAT-6 (-/-) con STZ] presentaron reaccién
positiva hasta la séptima semana del experimento, lo cual indica distintos grados de

inflamacion sistémica en cada grupo (Tabla 2).

Semana WT (+/+)sin  MIF (-/) STAT6 (-/-) WT (+/+)con MIF (-/-) con STAT 6 (-/-)
STZ sin STZ sin STZ STZ STZ con STZ

0 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
1 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo




2 Negativo Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo
3 Negativo Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo
4 Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo Negativo
3) Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo Negativo
6 Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo Negativo
7 Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo

Tabla 2. Determinacion de CRP en suero. Tabla representativa del patron observado en 4

experimentos independientes con un nimero de 5 ratones en cada grupo por experimento.

VII.7 Histologia de pancreas.

A continuacion se muestran cortes histolégicos de pancreas de los diferentes
grupos experimentales. Se puede observar en la figura 6) A, correspondiente a un
control sano [WT (+/+) sin STZ], que los islotes pancreaticos estan bien formados, sin
dafo. En la figura 6) B se muestra un control inducido [WT (+/+) con STZ], el cual
tampoco mostré un dafio aparente y, lo mas importante para nuestro modelo, no se
encontro infiltrado celular. En el grupo [MIF (-/-) con STZ] (figura 6) C), tampoco se
observé infiltrado celular; al igual que en el grupo [STAT- 6 (-/-) con STZ],
correspondiente al corte D. Todas éstas imagenes correspondientes a un modelo de
DMT-2 fueron comparadas con imagenes obtenidas de modelos en ratones Balb/c de
DMT-1, obtenidas en el mismo grupo de trabajo, cuya apariencia general corresponde
a la imagen mostrada en el corte E. Esto demuestra que en nuestro modelo de DMT-2
no hubo en ninguno de los casos destruccion de los islotes pancreaticos y que el

modelo de DMT-2 es viable.

C) MIF (-/-) con STZ D) STAT- 6 (-/-) con STZ



Figura 6. Fotos seleccionadas de cortes pancreaticos del total de 4 experimentos
independientes, vistos a un aumento de 40 X. Tincién Hematoxilina- Eosina (HE). Imagen proporcionada
por la M. en C. Arlett F. Espinoza.

VII.8 Curva de Tolerancia a la Glucosa

En la grafica 11 (A) se muestra el patron de tolerancia a la glucosa en los
ratones controles sanos, se puede observar que después de administrar por via oral
una solucion de 2 mg/kg de glucosa: la glucemia alcanzo un pico de 100 mg/dl después
de 30 minutos de la administracion de la solucion, posteriormente disminuyé
gradualmente con el transcurso del tiempo hasta que alcanzaron los valores iniciales,
pasados 120 minutos posteriores a la administracion.

Como se observa en la grafica 11 (B), en los grupos con STZ a las 3 semanas
posteriores a la induccién y bajo las mismas condiciones que los controles la glucosa
en sangre no es regulada de maneta total; asi en el transcurso de los 120 min la

concentracion de glucosa en sangre permanecio alta, comparado con los controles, en



los cuales pasados los 120 min posteriores a la administraciéon de la solucién de
glucosa (2 mg/gk) los valores de glucosa regresan a los niveles basales.
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Gréfica 11. Curva de tolerancia a la glucosa en ratones BALB/c sanos [WT sin STZ] y con DMT-2
en la semana 3 posterior a la induccion. Patron observado en 4 experimentos independientes con un
namero de 5 ratones en cada grupo por experimento. *p<0.05 “t” de Student (Graphpad Prism).

VII.9 Enzimas hepéaticas en suero.

En los procesos de andlisis clinicos que involucran directamente al tejido
hepatico, resulta de gran utilidad determinar los valores séricos de transaminasas;
como la alanina aminotransferasa (ALT o GTP) y la aspartato aminotransferasa (AST o

GOT), dos enzimas que se expresan cuando hay dafio en el higado.

En este trabajo se determinaron estas dos enzimas en los diferentes grupos
experimentales. En cuanto a la GTP (ALT), se observa que en las semanas 2y 3 el
grupo control positivo [WT (+/+) con STZ], presentaron una disminucién con respecto al

tiempo 0, correspondiente al basal de ALT en ratones sanos; grafica 12 A).
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Graficas 12. Enzimas hepéticas indicadoras de inflamacion. Patron observado en 4
experimentos independientes con un nimero de 5 ratones en cada grupo por experimento. *p<0.05 “t” de
Student (Graphpad Prism).

De acuerdo con la determinacion de la enzima GOT (AST), esta muestra
diferencias solo en la semanas 2 y 3 entre los grupos [MIF (-/-) con STZ] y [WT (+/+)
con STZ] con respecto al tiempo 0 correspondiente a los niveles basales de AST en
ratones sanos; (grafica 12 B).

VII.10 Bloqueo sistémico del factor inhibidor de la migracion de

macrofagos (MIF) por medio de inhibidores sintéticos viai.p.y oral.

Con base en los resultados anteriores, podemos establecer que la ausencia de
MIF aminora el impacto en el desarrollo de DMT-2. Con el propdsito de comprobar lo

anterior por otros medios, se usoé otra via para bloquear MIF probando cuatro diferentes



inhibidores sintéticos (156 S, 156 F, 155 S y 155F), administrados diariamente por una
semana y hasta 30 dias, segun el experimento via i.p. y oral a diferentes dosis.

*Glucosa en sangre.

De acuerdo a la grafica 13, con los 4 diferentes inhibidores observamos que a la
dosis de 25 mg/kg todos los grupos de ratones tratados presentan diferencias
significativas en la glucemia, en comparacién con los controles sanos a partir del
segundo dia post induccién, lo cual mostré que nuestro modelo es efectivo en ratones
ICR. En cuanto a la efectividad de los inhibidores, el identificado como 156 S sélo
produjo diferencias significativas en los dias 1 y 6; mientras que con el inhibidor 156 F
se obtuvieron diferencias significativas con respecto a los controles diabéticos, en los
dias 1, 2, 6 y 7. Los ratones tratados con el inhibidor 155 S, presentaron diferencias
con respecto a los controles en el dia 1,5,6y 7.

Gréfica 13. Glucosa en sangre en ratones ICR inducidos con 200 mg de STZ, tratados con los

primeros 4 tipos diferentes de inhibidor de MIF. Gréfica representativa de 3 experimentos
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independientes con un nimero de 5 ratones en cada grupo por experimento. *p<0.05 “t” de Student
(Graphpad Prism).

*TNF-a. El efecto hipoglucémico del inhibidor se vio reflejado en las citocinas
inflamatorias, tal es el caso de TNF-a, como se muestra en la gréfica 14 A, en donde se
observa que los ratones tratados con los inhibidores 156 S y 156 F tuvieron una
produccién menor con respecto a los controles diabéticos. Los otros inhibidores (155 F
y 155 S) no presentaron diferencias significativas respecto a los controles diabéticos en

la produccion de ésta citocina.



* IL-12. En cuanto a la produccion de IL-12, las diferencias se encontraron en los
ratones tratados con los inhibidores 156 S y F, en los cuales la produccién de ésta
citocina no presenta diferencias con los controles sanos pero si con los controles
diabéticos (Gréfica 14 B).

* IL-6. Como se ve en la gréfica, la produccion de ésta citocina no cambia

significativamente entre los diferentes grupos (Grafica 14 C).

* IL-10. La produccién de IL-10 se vio disminuida en comparacion con los
controles diabéticos (con una produccion de 400 pg/ml), en los grupos tratados con el
inhibidor 156 S y F, en los cuales se detectd una produccion alrededor de 200 pg/ml;
estos ultimos no muestran diferencias significativas con respecto a los controles sanos
(Grafica 14 D).
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Gréafica 14. Produccion de citocinas con inhibidores de MIF. Resultados obtenidos de 3

experimentos diferentes con una n de 5 ratones por grupo, *p<0.05 “t” de Student (Graphpad Prism).

El efecto de los inhibidores en el control de la hiperglucemia fue significativo
desde el segundo dia posterior a la administracion de STZ, lo que sugiere una accion
inmediata. Sin embargo, la mortalidad fue bastante alta (Grafica 15), incluso en el
grupo control diabético, por lo que se decidié buscar una dosis de STZ con la que se

pudiera obtener niveles glicemia entre 200 y 300 mg/dlI.
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Gréfica 15. Sobrevida. Experimento con inhibidores sintéticos anti-MIF y 200mg/kg de STZ.
Como se puede observar, la mortalidad es alta en un tiempo corto, incluso en el grupo control; lo que
sugiere que la dosis de STZ es bastante alta. Representativo de 2 experimentos independientes con un
namero de 5 ratones en cada grupo por experimento, *p<0.05 “t” de Student (Graphpad Prism).

Para ello, con base en el conocimiento de la glucemia alcanzada con las dosis
utilizadas anteriormente, se propusieron 5 nuevas dosis a probar: 125mg/dl, 100mg/dl,

90mg/dl, 75mg/dl y 50mg/dl; obteniéndose los resultados mostrados en la gréafica 16.
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Grafica 16. Glucemia obtenida con las diferentes dosis de STZ. Datos de 3 experimentos
independientes con un nimero de 5 ratones en cada grupo por experimento. *p<0.05 “t” de Student
(Graphpad Prism).

Mientras las dosis de 125 y 100 mg/kg alcanzaron glucemias de hasta 500 mg/dl, la
dosis de 90 mg/kg produjo glucemias entre 200 y 300 mg/kg. Con ésta dosis se probo
con la administracion de los inhibidores anti MIF 156 F y S via i.p., los cuales resultan

efectivos en disminuir la concentracién de glucosa sanguinea, con respecto a los



controles diabéticos a partir del tercer dia post-induccion y hasta la conclusion del
experimento. Por otro lado, comparando a los dos grupos tratados con los diferentes
inhibidores, el medicamento identificado como 156 F mostré mayor eficacia, reduciendo
la glucemia de manera significativa, respecto al grupo tratado con 156 S en los dias 7-
10,15, 19- 30; alcanzando glucemia por debajo de los 200mg (Grafica 17).
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Grafica 17. Glucosa en sangre determinada con una dosis de 90 mg/kg de STZ vy la
administracion de 10mg/kg de los inhibidores anti MIF 156 F y S. Ambos inhibidores logran controlar la
glucosa en sangre, en comparacion con el grupo control diabético. Esta grafica representa el promedio
de 3 experimentos con mas de 5 ratones en cada grupo. *p<0.05 “t” de Student (Graphpad Prism).

Con la administracion de los inhibidores anti-MIF, la produccion de citocinas

también se vio alterada.

* |L-12. Como se observa en la grafica 18 (A), la produccion de IL-12 disminuyo
en los grupos tratados con ambos inhibidores (con una produccion alrededor de los
1000 pg/ml), los cuales fueron significativamente diferentes con respecto a los
controles diabéticos, que alcanzaron la produccion al rededor de los 20 000 pg/ml. La
produccion de IL-12 bajo el efecto de los inhibidores Anti MIF 156 S y F no representa

valores significativamente diferentes, con respecto a los controles sanos.



* INF-y. Otra citocina importante dentro de la respuesta inflamatoria es INF-y, el
cual bajo una dosis de inhibidor Anti MIF 156 Sy F de 10mg/kg via i.p. disminuyo de
manera significativa con respecto a los controles diabéticos, con produccién menor a
los 2000 pg/ml en el grupo tratado con el inhibidor anti MIF 156 S y alrededor 3000
pg/ml para el grupo tratado con el inhibidor Anti MIF 156 F; contra una produccion

promedio de 8000 pg/ml registrada por el grupo control diabético (Grafica 18 B).

* TNF-a. A pesar de observarse una diferencia en produccion de TNF-a en el
grupo tratado con el inhibidor anti MIF 156 F con respecto al control, ésta no resultd
significativa; en cambio, el grupo tratado con el inhibidor 156 S si produjo
significativamente menos con respecto a los controles diabéticos, e inclusive menores

con respecto al control sano (Grafica 18 C).

*IL-10. A pesar de que MIF no parece estar implicado directamente con citocinas
anti- inflamatorias, al bloquear ésta citocina con los inhibidores Anti MIF 156 F y S, la
produccion de IL-10 disminuyo, alcanzando éstos ultimos grupos una produccion por
debajo de los controles (sanos y diabéticos) y resultando con un mayor efecto
inhibitorio el grupo tratado con el inhibidor 156 S (Gréfica 18 (D).
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Gréfica 18. Produccién de IL-12 (A), INF-y (B), TNF-a (C) e IL-10 (D) con la administracion del
inhibidor anti MIF a una dosis de 10 mg/kg. Promedio de 3 experimentos diferentes con 5 organismos por
grupo, *p<0.05 “t” de Student (Graphpad Prism).

Los inhibidores anti MIF 156 F y S mostraron mayor efectividad, via oral, con una dosis
de 25mg/kg, como se muestra en la grafica 19. El grupo tratado con el inhibidor anti
MIF 156 F presenta diferencias significativas con respecto a los controles diabéticos, a
partir del decimo dia post induccién; sin embargo, la diferencia es mayor en el grupo
tratado con el inhibidor 156 S con respecto a los controles diabéticos. Todos los grupos
desarrollaron glucemia mayor respecto a los controles sanos y el grupo control

diabético alcanz6 glucemia promedio de 500 mg/dl.
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Gréfica 19. Glucosa en sangre determinada con una dosis de 90 mg/kg y la administracion de 25mg/kg de
los inhibidores anti MIF 156 F y S. Promedio de 2 experimentos independientes con un nimero de 6 ratones en cada

grupo por experimento. *p<0.05 “t” de Student (Graphpad Prism).

I1.11 Blogueo Sistémico del p38 (Citocinas pro-inflamatorias) por medio de

inhibidores sintéticos.

La molécula p38 pertenece a la familia de las MAPK (mitogen activated protein
kinase) y tiene 4 isoformas conocidas (a,B,y y 6- 31). En células de mamiferos, las
isoformas de p38-MAPK estdn fuertemente activados por el estrés ambiental, por
citocinas inflamatorias y por otros estimulos [54]. Algunos estudios sugieren que p38 es
importante para una respuesta inflamatoria normal. p38 es activado en macrofagos,
neutrofilos y células T por numerosos mediadores intracelulares de inflamacion,
incluyendo quimo-atrayentes, citocinas, quimiocinas y lipopolisacaridos bacterianos
[55]. Participa en la funcién de macrofagos y neutréfilos mediante la produccion de INF-
y. En estudios donde se ha inhibido p38, se ha observado que, esta molécula regula la
expresion de muchas citocinas, factores de transcripcion y receptores en la membrana

celular [56].
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Figura 7. Factores de activacion y funciones generales de las diferentes isoformas de p38.
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[1.L11.1 Inhibidor p38i.p.

En nuestro estudio, la glucemia obtenida con dosis de 1mg/kg del inhibidor de
p38 fue menor en comparacion con el grupo control diabético a partir del dia 7 post
induccion excepto en el dia 11, a partir del cual las diferencias entre los dos grupos se
hacen mas evidentes hasta el dia 19 (Grafica 20).
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20. Glucosa en sangre determinada con una dosis de 90 mg/kg y la administracién del inhibidor de p38
a una dosis de 1 mg/kg i.p. Promedio de 2 experimentos independientes con un nimero de 6 ratones en
cada grupo por experimento. *p<0.05 “t” de Student (Graphpad Prism).

Como se menciond, la inhibicion de p38 produce cambios en la produccion de
citocinas, en nuestro estudio las citocinas también se vieron disminuidas al inhibir la

molécula p38 a una dosis de 1 mg/kg.

* INF-y. La produccién de esta citocina es reducida significativamente con
respecto a los controles diabéticos, no presenta diferencias con respecto a los

controles sanos (grafica 21 A).

*TNF-a, IL-12 e IL-6. La cuantificacion de estas citocinas (Grafica 21 B,C y D
respectivamente) revel6 que éstas no fueron producidas a niveles diferentes por parte

del grupo tratado con el inhibidor anti p38, con respecto a los controles diabéticos.

*IL-4 e IL-10. Contrariamente a lo que podria pensarse, la produccion de las
citocinas anti-inflamatorias se vieron reducidas significativamente con respecto a los

controles diabéticos, quedando por arriba de los controles sanos (Grafica 21 Ey F).

Estos valores corresponden a muestras tomadas antes de la induccion con STZ

y al término del experimento.
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Grafica 21. Produccién de INF-y (A), TNF-a (B), IL-12 (C), IL-6 (D), IL-4 (E) e IL-10 (F) en
el modelo de administracion del inhibidor de p38 en ratones inducidos con DMT-2 con 90 mg/kg de STZ.
Promedio de 3 experimentos diferentes con 5 organismos por grupo. *p<0.05 “t” de Student (Graphpad

Prism).

[1.11.2 Inhibidor de p38 via oral
Una vez que establecimos que la dosis de 1mg/kg i.p. del inhibidor de p38 era efectiva,
disminuyendo las citocinas pro- inflamatorias, probamos diferentes dosis con la
finalidad de establecer una dosis- minima efectiva, via oral. Observamos que el efecto

hipoglucémico del inhibidor de p38 fue mas evidente a partir del dia 15 post- induccién



en todas las dosis utilizadas. De acuerdo a la glucemia promedio, la dosis de inhibidor
anti p38 mas efectiva fue aquella de 0.1mg/kg de STZ (Grafica 22).
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Gréfica 22. Glucemia obtenida al administrar el inhibidor anti p38 a diferentes dosis, como se puede ver
todas las concentraciones ejercen un efecto positivo en la disminucion de la glucemia, en comparacion a los
controles diabéticos. Promedio de 2 experimentos independientes con un nimero de 6 ratones en cada grupo por
experimento. *p<0.05 “t” de Student (Graphpad Prism).

En cuanto a la produccion de citocinas (Gréfica 23), pudimos establecer que: la
administracion de 10 mg/kg de inhibidor anti p38 en ratones inducidos con 90mg/kg de
STZ, es la dosis con la que los efectos del inhibidor fueron mas notorios, ya que todas
las citocinas evaluadas presentan diferencias significativas con respecto a los controles
diabéticos. Por otro lado, la dosis de 1mg/kg de inhibidor, via oral, produjo niveles bajos
de TNF-q, INF-y, IL-4 e IL-10. Con la dosis de 0.1 mg/kg de inhibidor, solo se lograron
producciones menores de TNF- a IL-4 e IL-10 y en el caso de los ratones tratados con
la dosis de 0.01mg/kg solo se obtuvieron niveles reducidos de TNF-a, INF-y, IL-6, IL-4 e
IL-10. De acuerdo al nUmero de citocinas pro-inflamatorias que cada una de las dosis
fué capaz de disminuir con respecto al control, se podria decir que las dosis mas

efectivas son la mas alta (10 mg/kg) y la mas baja (0.01mg/kg).
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Grafica 23. Produccién de citocinas ante la inhibicion de p38 via oral. El efecto en las citocinas
pro inflamatorias A) TNF-a, B) INF-y, C) IL-12 y D) IL-6; es mayor a dosis més altas del inhibidor,

mientras que se obtuvieron las producciones mas bajas de citocinas anti-inflamatorias E) IL-4 y F) IL-10

en las dosis mas bajas del inhibidor. Promedio de 3 experimentos diferentes con 5 organismos por

grupo.



VIIIl. DISCUSION.

La enfermedad conocida como DMT-2 es la primera causa de muerte en México
[9] y es cada vez mas comun en el mundo [5, 7]. Esta enfermedad se caracteriza,
entre otras, cosas por la presencia de resistencia a la insulina (IR- i), la cual es causada
por una condicién inflamatoria crénica de bajo grado en tejido adiposo y células
pancredticas. Esto puede estar regulado por citocinas pro-inflamatorias como MIF,
TNF-a e IL-18 [29].

La principal caracteristica de la DMT-2 es la hiperglucemia cronica, la cual es un
sintoma cuantificable que indica anormalidades en el metabolismo de los lipidos y
carbohidratos [3]. De acuerdo con la evaluacion de la glucemia entre los diferentes
grupos experimentales en ratones con fondo genético Balb/c, ante la inactividad del
gen de MIF la concentracion de glucosa en la sangre no cambio significativamente
durante el experimento (Grafica 1). Este fendmeno fue igualmente observado en
ratones ICR con administracion de inhibidores sintéticos anti-MIF, a diferentes dosis
(Gréficas 13, 17, 19) y con la administracion de inhibidores anti p38 (Graficas 20 y 22).
Esta es la primera sefial que indica que, efectivamente, la diabetogénesis esta
estrechamente relacionada con una condicion inflamatoria, como es el caso de la
artritis reumatoide; enfermedad inflamatoria en la que se sabe MIF es altamente

expresado y representa una llave importante hacia la respuesta inflamatoria.

Por otro lado, en los ratones que no expresan el gen de MIF encontramos que
los sintomas clinicos caracteristicos de la DMT-2 son atenuados, tal es el caso de la
pérdida de peso (grafica 2), polidipsia, polifagia y poliuria (tabla 1); ademas de que
desarrollaron un dafio renal menor (valor de proteinas en orina de 1+, tabla 1)
comparado con los controles positivos [WT (+/+) con STZ] (valor de proteinas en orina

4+, tablal), sin dafio hepético aparente (grafica 12).



Ante condiciones inflamatorias como la presente en la DMT-2, uno de los signos
clinicos evaluados en el diagndstico de la enfermedad es la proteina C-reactiva, la cual
es indicativa de inflamacién no sélo para el diagnostico de DMT-2, sino para artritis y
otras enfermedades autoinmunes. De manera que el “test” de proteina C-reactiva
resulta positivo en ratones silvestres [WT (+/+) con STZ] desde la segunda semana;
por el contrario en ratones [MIF-/- con STZ] y STAT 6 -/- con STZ] esta positividad
aparece hasta semanas posteriores (4 y 7 semanas, respectivamente).
Comprobandose asi que ante la ausencia de estos dos genes la produccion de
Proteina C reactiva por condicion inflamatoria es retrasada en el higado.

MIF actia sobre los macrofagos y otras células estimulandolas para seguir con
la cascada inmune, promoviendo que otras citocinas pro-inflamatorias sean
expresadas, de manera que los niveles de citocinas como IL-6 (graficas 5, 14, 21 y 23),
IL- 12 e INF-y (Graficas 14, 18, 21 y 23) se vieron disminuidos ante la ausencia o
bloqueo de MIF y de la molécula p38. Ademas, probablemente MIF promueve de igual
manera la producciéon de resistina, ya que ante la ausencia de MIF la produccion de
resistina fue menor (Grafica 8). En cualquier caso, es evidente que ante la ausencia de

MIF la respuesta inflamatoria se ve disminuida.

De todas estas citocinas pro-inflamatorias IL-1 (grafica 4) y TNF-a (3, 14, 18, 21
y 23), son las de mayor importancia debido a que son las responsables que bloquear
los receptores de glucosa en el musculo (IR-1 e IR-2) debido a esto, la glucosa
circulante no es captada por las células y por tanto acumulada en la sangre (de ahi la
hiperglucemia); esta condicién, en la cual la glucosa no puede ser utilizada por las
células es llamada “tolerancia a la glucosa”, en cuya prueba se observé que ante la
ausencia de MIF la homeostasis de la glucosa es mejor que cuando esta presente
(Gréfica 11). La insulina no puede actuar en las células debido a que los receptores de
insulina estan bloqueados y por tanto esta no puede ejercer su accion, provocando asi
una condicion de resistencia a la insulina. Asi, MIF es una citocina pro-inflamatoria

importante para esta condicion.



Un estudio reciente usando anticuerpos que bloguean MIF ha encontrado que el
bloqueo terapéutico de MIF reduce la ceveridad y progresion de la diabetes autoinmine.
Por tanto, usando un nuevo antagonista de MIF (inhibidor anti-MIF 156 S), nosotros
determinamos si MIF es el blanco terapéutico para la DMT-2 inducida por STZ.
Ademas, la administracion del inhibidor anti-MIF 156 S en dosis de 0.1 y 0.01mg/kg en
ratones ICR con STZ redujo la severidad de la DMT-2, la cual se asocié con una
reduccidn significativa en los niveles séricos de citocinas y de glucosa en sangre con
niveles menores de poliuria. Juntos, estos resultados demuestran que MIF es un nuevo

blanco terapéutico para tratar la DMT-2.

Por otro lado, STAT- 6 es un factor de transcripcion que promueve la
produccion de citocinas anti-inflamatorias como IL-4 (Grafica 9) e IL-10(Gréfica 10). En
la normalidad de la respuesta inmune, la respuesta pro-inflamatoria y la respuesta anti-
inflamatoria se presentan en un estado de equilibrio, en el cual son mutuamente
excluyentes, lo que significa que ante una respuesta pro-inflamatoria incrementada,
citocinas como IL-4 o IL-13 inhiben la accién de algunas citocinas pro-inflamatorias. Sin
embargo, estas dos condiciones opuestas (anti y pro-inflamatoria) estan estrechamente
ligadas, es por ello que ante la inhibicion de la respuesta Th2, mediante la delecion de
STAT- 6, se esperaba que se presentara una respuesta pro-inflamatoria exacerbada
indicada con hiperglucemia que se supuso seria semejante a los controles diabéticos;
sin embargo, los resultados obtenidos demuestran que aun cuando en el sistema vivo
se encuentra parcialmente ausente la respuesta anti-inflamatoria, la glucemia regulada
de cierta manera y no se dispara como los controles diabéticos. Tratando de buscar
una explicacion a esto en la literatura se encontré que la resistina correspone a una
familia de citocinas llamada RELMs, la cual estd compuesta por varias proteinas
conservadas de mas o menos 12.5 KDa con 10 u 11 residuos de cisteinas que

promueven la formacién de especies oligoméricas de proteinas.

El primer miembro de la familia, resistina, encontrada en la zona inflamatoria 3

(FIZZ3), es una nueva adipocitocina que puede ser la unidon entre obesidad,



inflamacion y DMT-2. Molécula tipo Resistina (RELM)-a fue encontrada originalmente
en modelos animales en la zona designada como FIZZ1. La familia de citocinas RELM
fueron observadas, posteriormente, en otros tejidos como corazoén, pulmén, lengua,
intestino y tejido adiposo.

Recientemente RELM-y se ha visto que es sobre expresado en tejido
hematopoyético. Basado en un dato relativamente fuerte, emerge la union de los
RELMs con procesos inflamatorios, identificando a RELM-3 como un miembro de la
firma del Asma, o una citocina importante envuelto en la respuesta innata de la mucosa
[57]. En sintesis, la resistina pertenece a la familia de citocinas conocidas como
RELMs. Dentro de esta familia también se encuentra RELM-B y esta es inducida por
IL-4, IL-13 via STAT- 6. Por lo tanto, debido a que pertenecen a la misma familia, cabe
la posibilidad de que haya alguna conexion entre resistina y STAT- 6; de esta manera
podria explicarse el por qué ante la ausencia de ésta molécula, la glucemia es baja, no
tanto como en ratones [MIF (-/-) con STZ], pero no iguales que en los controles [WT
(+/+) con STZ, 58].

Esta es una hipétesis que queda como puerta de entrada hacia futuros

experimentos.






IX. CONCLUSIONES.

1. Ante la ausencia o bloqueo de MIF la glucosa en sangre es menor a los
controles diabéticos.

2. Ante la ausencia de MIF sintomas propios de una condicion diabética como la
pérdida de peso, poliuria, polidipsia, polifagia, produccién de proteina C-Reactiva
y dafio renal son disminuidos.

3. Ante la ausencia de MIF, citocinas pro-inflamatorias como TNF-a, IL-1p3, IL-6, IL-
12 y resistina se ven disminuidas y por tanto la inflamacion no es muy
desarrollada.

4. MIF es una citocina capaz de desatar la respuesta inflamatoria que conlleva a la
resistencia a la insulina y por lo tanto a la diabetogénesis.

5. Ante la ausencia del factor de transcripcion STAT- 6 la glucosa en sangre es
menor que en los controles.

6. La insulina no se ve alterada significativamente, lo que sugiere que la causa
principal del desarrollo del modelo es la resistencia a la insulina y no la falta de

produccion de insulina.
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Xl. GLOSARIO

Glucégeno

Glucogenolisis

Gluconeogénesis

Hiperglucemia

Homeostasis de
glucosa.

El glucdégeno es un polisacérido de reserva energética de los
animales, formado por cadenas ramificadas de glucosa; es
soluble en agua, en la que forma dispersiones coloidales.
Abunda en el higado y en el masculo.

Es un proceso catabdlico llevado a cabo en el citosol que
consiste en la remocion de un monémero de glucosa de un
glucégeno mediante fosforolisis para producir glucosa 1 fosfato,
gue después se convertira en glucosa 6 fosfato, el segundo
paso de la glucdlisis. Es antag6nica de la gluconeogénesis,
estimulada por el glucagon en el higado, epinefrina y adrenalina
en el musculo e inhibida por la insulina.

Es una ruta metabdlica anabdlica que permite la sintesis de
glucosa a partir de precursores no glucidicos. Incluye la
utilizacion de varios aminoacidos, lactato, piruvato, glicerol y
cualquiera de los intermediarios del ciclo de los &cidos
tricarboxilicos (0 CICLO de Krebs) como fuentes de carbono
para la via metabdlica. Todos los aminoacidos, excepto la
leucina y la lisina, pueden suministrar carbono para la sintesis
de glucosa. Algunos tejidos, como el cerebro, los eritrocitos, el
rifion, la cérnea del ojo y el musculo, cuando el individuo realiza
actividad extenuante, requieren de un aporte continuo de
glucosa, obteniéndola a partir del glucégeno proveniente del
higado, el cual solo puede satisfacer estas necesidades de 10 a
18 horas. Después de este periodo, el glucégeno almacenado
en el higado disminuye drasticamente. Debido a ello comienza
la formaciéon de glucosa a partir de sustratos diferentes al
glucdgeno. La gluconeogénesis ocurre casi exclusivamente en
el higado (10% en los rifiones). Es un proceso muy importante,
ya que en estados metabdélicos como el ayuno los organismos
superiores son capaces de sintetizar glucosa a partir de otras
sustancias.

La hiperglucemia es el término técnico que utilizamos para
referirnos a los altos niveles de azlcar en la sangre. El alto nivel
de glucemia aparece cuando el organismo no cuenta con la
suficiente cantidad de insulina o cuando la cantidad de insulina
es muy escasa. La hiperglucemia también se presenta cuando
el organismo no puede utilizar la insulina adecuadamente.

Comprende todos los procesos metabdlicas por medio de los
cuales la concentracidon de la glucosa en sangre es regulada
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Obesidad

Resistencia a la
insulina

debido, principalmente, al equilibrio entre la liberacion de
insulina, por un lado, y la accion de otras hormonas
contrarreguladoras, por otro.

Es una enfermedad cronica originada por muchas causas y con
numerosas complicaciones, la obesidad se caracteriza por el
exceso de grasa en el organismo y se presenta cuando el indice
de masa corporal en el adulto es mayor de 30 kg/m? segun la
OMS (Organizacion Mundial para la Salud).

Es una disminucién en la accion de la insulina que puede
producirse como consecuencia de una alteracién a nivel de
receptores, o post-receptor, disminucion del flujo sanguineo
tisular, alteracion del transporte celular de glucosa o defectos
intracelulares del metabolismo (principalmente en masculo
esquelético). La toxicidad de la glucosa en la hiperglucemia
cronica puede alterar la secrecion de insulina e inducir la
resistencia a la insulina. Por eso, una vez que se ha establecido
la hiperglucemia, el papel relativo de la resistencia a la insulina
y de la deficiencia de insulina en la perpetuacion de la
hiperglucemia, puede ser dificil de diferenciar.
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