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RESUMEN 

La morbimortalidad a causa de la diabetes tipo 2 (DT2) representa el principal 

problema de salud en México. La DT2 y la obesidad son estados de inflamación crónica, 

como lo indica el incremento de marcadores de inflamación como son la proteína C reactiva 

(PCR), la interleucina (IL-6) y el inhibidor del activador de plasminógeno (PN-1) cuya última 

consecuencia es el desarrollo las complicaciones micro y macro vasculares. 

La glicina es un aminoácido con propiedades antiinflamatorias, se ha demostrado que 

disminuye la expresión de los mensajeros de las citocina IL-6 y factor de necrosis tumoral alfa 

(TNF-a) y aumenta la ZL- 10 en células de linaje inrnunitario. 

Este proyecto tuvo como propósitos fundamentales evaluar el efecto de la glicina sobre 

la expresión de adipocitocinas pro inflamatorias de ratón: resistina e IL-6 y antiinflamatoria 

como adiponectina; así como evaluar el efecto protector en un modelo de diabetes 

experimental. 

En los experimentos in vitro se empleó Ia línea celular de ratón 3T3-LI diferenciada a 

adipocitos. Se evaluó el efecto de glicina bajo condiciones de resistencia a la insulina 

(tratamiento agudo) y después del tratamiento crónico. En los experimentos in vivo se 

emplearon ratones de la cepa CD-1 a los que se les indujo diabetes experimental mediante el 

tratamiento con estreptozotocina (STZ). 

Los resultados mostraron que la glicina disminuye la expresión de los RNAm de IL-6 

30% con el tratamiento agudo, además la expresión de resistina y adiponectina tienden a 

disminuir después del tratamiento crónico. También aumentó la sobrevida de los ratones 

tratados con STZ hasta un 80 %. En síntesis los efectos de la glicina tanto en el modelo 

animal como en los cultivos celulares sugieren que este aminoácido tiene un papel 

antiinflamatorio en el adipocito y protector. 



ABSTRACT 

Type 2 diabetes has become the main problem in Mexican health and it is the first 

cause of morbi-mortality in México. Obesity and Type 2 diabetes are characterized by 

inflammatory state with high levels of C reactive protein (CRP), interleukin 6 (E-6), 

plasminogen inhibitor activator 1 (PAI-1) that promote micro and macro vascular 

complications. 

Glycine has anti-inflammatory properties, in immune cells it represses the mRNA of 

pro inflammatory cytokines interleukin (IL-6) and tumor nuclear factor alpha (TNF-a) and 

stimulates anti inflammatory interleukin 10 (IL-1 O). 

In this study, the effect of glycine in the mRNA expression of inflammatory 

adipocytokines resistin, IL-6 and anti-inflammatory adiponectin and also the protective effect 

were evaluated. 

Izl vitro experiments were performed in 3T3-Ll cell line differentiated to adipocytes 

under chronic glycine (10 mM) exposure and in an insulin resistance model with or without 

glycine (IOmM) and for in vivo experiments streptozotocin treated CD-1 mice with a daily 

oral dose of glycine were included. 

In acute treatment, glycine repressed IL-6 mRNA 30% and after chronic treatment this 

amino acid showed a tendency to decrease resistin and adiponectin mRNA expression. 

Therefore this research suggests that glycine has anti-inflammatory effects in adipocytes. 



En México, las enfermedades asoci adas con la obesidad han aumentado 

dramáticamente. Esta condición predispone y se correlaciona con el incremento de la diabetes 

tipo 2 @T2), la cual se ha convertido en el padecimiento de mayor incidencia y es la primera 

causa de muerte en personas de 55-64 años de edad (Rivera et al., 2002). En el año 2000 se 

calculó que existían 3.6 millories de casos con diabetes (2002). Actualmente la 

morbimortalidad de esta enfermedad representa el principal problema de salud en México. 

Además, en México durante los últimos 20 años se ha observado el incremento en la 

mortalidad por DT2 a edades más jóvenes (Barquera et al., 2003), debido al aumento en la 

obesidad y a la pérdida de sensibilidad en la insulina denominada resistencia a la insulina 

(Rivera et al., 2002). 

DT2 y sus complicaciones 

Durante el curso de la DT2 la hiperglucemia genera glucotoxicidad y afecta diversas 

vías de señalización por: activación de la cinasa C de proteínas (PKC), la activación de la vía 

del diacilglicerol, el aumento del metabolismo de las hexosas, aumento en la formación de 

productos avanzados de glucosilación (AGE) no enzimática y la activación de la vía de los 

polioles. Todos estos mecanismos coinciden con la formación de especies reactivas del 

oxígeno (ERO) producidos principalmente en la cadena respiratoria (Reusch, 2003). Además, 

la glucotoxicidad desencadena procesos proinflamatofios que culminan con las 

complicaciones microvasculares y macrovasculares, donde, las primeras ocurren en pequeños 

vasos y dan origen a la nefropatía, retinopatía y neuropatía diabética (40% de todos los casos 

reportados). Cabe señdar que hasta 70% de los diabéticos sufren en el curso de la enfermedad de 

alguna forma clínica de neuropatía (Singleton et al., 2003). Las complicaciones macrovasculares 

ocurren en las venas y arterias que se asocian con un aumento en el riesgo de padecer 



arteriosclerosis, misma que está estrechamente relacionada con la hipertensión arteria1 y algunas 

dislipidemias (Aronson y Rayfíeld, 2002). 

Obesidad, resistencia a la insulina, inflamación y DT2 

En la actualidad se observa un aumento en el peso corporal promedio incrementándose 

el número de casos de obesidad en la población mundial. Los factores ambientales- 

nutricionales y genéticos, participan en el desarrollo esta pandemia. Aunado a la obesidad se 

genera un estado de inflamación crónica que correlaciona con el desarrollo de enfermedades 

como la hipertensión, el síndrome metabólico y la DT2. Previo a la DT2, la obesidad se 

asocia con el incremento en la resistencia a la insulina; que es una falla en la sensibilidad a la 

misma a pesar de que se secreta mayor cantidad de esta hormona para tratar de disminuir los 

niveles de glucosa en sangre. Así, la hiperisulinemia y el incremento de glucosa pueden 

promover la inflamación, como se ha reportado en la obesidad y la diabetes, la cual se 

caracteriza por el incremento en las concentraciones plasmáticas de la proteína C reactiva 

(PCR), interleucina 6 (IL-6) y el inhibidor del activador de plasminógeno tipo 1 (PAI-1), 

entre otros reactantes de fase aguda (Dandona et al., 2004). 

Para el manejo del paciente diabético se han tomado varias alternativas de tratamiento, 

dependiendo de los niveles de glucosa y el grado de obesidad. En general se prescriben 

medicamentos hipoglucemiantes, se cambia el régimen alimenticio (mayor consumo de 

vegetales y menor de carbohidratos) y se recomienda aumentar la actividad fisica (1998; 

Nathan, 1998). El principal objetivo del tratamiento es disminuir o controlar la concentración 

de glucosa, sin embargo, la mayoria de los pacientes desarrollan complicaciones durante la 



evolución de la enfermedad, motivo por el cual muchas de las investigaciones se han enfocado 

a desarrollar terapias que además de corregir la hipergIucemia y modificar el metabolismo de 

los lípidos, también disminuyan el estrés oxidativo asociado con la generación del proceso 

inflamatorio en la DT2, la misma inflamación y/o la resistencia a la insulina (Haffner, 1998). 

Glicina y su papel en la DT2 

En diferentes modelos experimentales y pacientes con DT2, se ha observado que la 

glicina mejora la sensibilidad a la insulina, disminuye los niveles de HbAlc y protege contra 

la nefropatía diabética, aparentemente por sus propiedades antioxidantes (Zhong et al., 1999a). 

Con base eii estos efectos, la glicina podría ser una alternativa para reducir los efectos 

colaterales debidos a las complicaciones de la diabetes como el estrés oxidativo o el estado 

proinflamatorio (Yin et al., 2002). 

Estreptozdocim como Modelo de estudio de diabdes 

La estreptozotocina es un fiumaco altamente utilizado para inducir diabetes 

experimental. Los mecanismos de acción en las células $ del páncreas se han investigado 

intensamente y actualmente están bien entendidos. La acción citotóxica de la estreptozotocina 

es mediada por la formación de agentes reactivos del oxígeno. La hiperglucemia inducida por 

la estreptozotocina se ha descrito como un modelo útil para estudiar la actividad de agentes 

antidiabéticos con o sin refuerzos de insulina. La estreptozotocina es un derivado 2 desoxi-D- 

glucosa de la N-metil-N-ditrosourea, denominado químicamente como N- 

( metilnitrocarbamoil3 -D-glucosamina (Kamtchouing et al., 1998). La estreptozotocina entra a 

las células $ vía el transportador de glucosa (GLUT2) y causa alquilación del DNA. El daño al 

DNA activa la poli-ribosilación de ADP, un proceso que es más importante para la 

diabetogenicidad de la estreptozotocina que el daño al ADN. La poli-ribosilación lleva a la 



depleción del NAD+ celular y del ATP. La defosforilación aumentada del ATP, después del 

tratamiento con estreptozotocina, suministra un sustrato para la xantina oxidasa y resultando 

en la formación de radicales superóxido. Como consecuencia de esto, también se generan 

peróxido de hidrógeno y radicales hidroxilo. Además, la estreptozotocina libera cantidades 

tóxicas de óxido nítrico, el cual inhibe la actividad de la aconitasa y participa en el daño al 

ADN. Como resultado de esta acción, la célula P presenta destrucción por necrosis 

(Szkudelski, 2001). Por tal motivo, la estreptozotocina es considerada un potente agente 

alquilante del ADN que actiia como donador de óxido nítrico en las células pancreáticas, 

principalmente debido a que las células beta son particularmente sensibles al daño por el NO y 

por radicales libres a causa de los bajos niveles de enzimas que Ios atrapan (Singh et al., 

2001). 

Se ha determinado también que la administración de superóxido dismutasa a ratas 10 ó 

15 minutos antes de la administración de estreptozotocina previene o atenúa 

significativamente los efectos de esta última (Diaz-Flores et al., 2005). Otros trabajos han 

reportado la pérdida de la acción diabetogénica de la estreptozotocina en ratas cuando éstas 

son tratadas previamente con nicotinamida, glucosa o epicatequina lo cual indica que agentes 

antioxidantes pueden prevenir su efecto (Kamtchouing et al., 1998). 



Glicina 

La Glicina es el aminoácido más sencillo, se encuentra dentro del grupo de los 

aminoácidos no esenciales y está compuesto por un molécula de carbono enlazada a un grupo 

amino y a un grupo carboxilo. La glicina puede actuar como neurotransmisor inhibitorio en el 

sistema nervioso central, y recientemente se le ha atribuido, en diversos modelos 

experimentales, un efecto protector de lesiones isquémicas, transplante, hepatitis alcohólica, 

fibrosis hepática, artritis y por toxicidad medicamentosa. Los mecanismos por los cuales la 

glicina protege permanecen sin comprenderse del todo. Los mecanismos propuestos incluyen 

la supresión de la señalización por calcio, la disminución en la formación de radicales libres y 

el bloqueo de la perrneabilización de la membrana plasmática que precede a la necrosis 

oncótica. En este sentido, recientes evidencias han mostrado que la glicina es un agente 

antiinflamatorio, inmunomodulador y citoprotector (Zhong et al., 2003). 

Aciivacidn de los canales de cloro dependientes de glicina y la 

modulación de los canales de calcio 

La activación de los canales de cloro dependientes de glicina es uno de los mecanismos 

postulados para los efectos de la glicina. La glicina es un neurotransmisor inhibitorio en el 

sistema nervioso central, teniendo su efecto inhibitorio al unirse a sus receptores (GlyR) que 

están localizados en la membrana celular de las neuronas postsinápticas neuronales de la 

espina dorsal. La activación de los GlyR lleva a un incremento en la conductancia por cloro 

(Werman et al., 1967), que hiperpolariza las membranas postsinápticas y contrarresta la acción 

despolarizante de los nerotransmisores excitatorios. La estricnina, un alcaloide vegetal, a 

bajas concentraciones bloquea de manera selectiva el efecto de la glicina sobre su receptor, 

pero puede actuar como un agonista parcial en altas concentraciones. El GlyR se expresa en 

una amplia variedad de células que participan en repuestas inflamatorias e inmunes como los 

macrófagos, monocitos, neutrófilos y linfocitos (Ikejima et al., 1996; Wheeler et al., 2000b); 



(Stachlewitz et al., 2000). También se expresa en otras células como hepatocitos, células 

endoteliales y células de los túbulos proximales (Miller y Schnellmann, 1994; Qu et al., 2002; 

Yamashina et al., 2001; Zhang et al., 2000). El GlyR está compuesto por subunidades: la a, 

que es la subunidad de unión a ligando; la $ o subunidad estructural y Ia gefiina, subunidad de 

anclaje al citoplasma. Se organizan como un pentámero constituido por subunidades a o 

combibaciones de a y p que se unen a gefiina (Pfeiffer y Betz, 1981). La glicina tiene una 

constante de afinidad a su receptor (ECso) de 20 a 50 pM. Otros agonistas pueden unirse al 

GlyR como el glutation reducido (Ki= 10 C1M) y el dipéptido cisteinil-glicina. La glicina 

bloquea el incremento intracelular de iones de calcio en respuesta a diferentes estímulos, como 

las endotoxinas, los polisacáridos como el peptidoglicano (PG-PS) y el péptido bacteriano 

formilmetionina-leucina-fenilalanina (FMLP), ácidos biliares, D-galactosamina, proliferadores 

peroxisomales, ciclosporina 4 prostaglandina Ez (PGE2), fenil epinefrina, factor de 

crecimiento vascular del endotelio, concanavalina A y anticuerpo anti-CD3 (Ikejima et al., 

1996; Li et al., 2001; Stachlewitz et al., 2000; Stachlewitz et al., 1999; Wheeler et al., 2000a; 

Wheeler et al., 2000b). El incremento de calcio intracelular induce la señalización para varios 

eventos intracelulares, entre los que se encuentran la producción de citocinas y de mediadores 

de la inflamación, la activación de enzimas tipo proteasas y la fosfolipasa A (PLA), que 

inducen proliferación y muerte celular. La activación de macrófagos lleva a la producción de 

especies reactivas de oxígeno y de nitrógeno. La activación del GlyR suprime estos eventos 

dependientes de calcio, al inducir el influjo de cloro y, consecuentemente, la hiperpolarización 

de las membranas celulares y la inhibición de la apertura de los canales de calcio dependiente 

de voltaje (Figura 1). 
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Figura l. Mecanismo de acción de la glicina. Lipopolisacarido (LPS), Fosfolipasa c 
(PLC), inositol trifosfato (IP,), Calcio caN, Cloro (CI), potencial parcial (67, Glicina (Gly), Receptor de 
glicina (GlyR). Fosfolipasa 2 (PLAZ), Oxigeno mdecular 02, Factor nuclear k B (NF-kB), factor de necrosis 
tumoral (TNF-a), interleucina 1 (IL-1), interieucina 6 (IL-6). 

Efectos de la glicina sobre los radicales libres y la inflamación 

La glicina disminuye el estrés oxidativo en varios modelos y estados de enfermedad 

(Mauriz et al., 2001; Yin et al., 2002; Zhong et al., 1999a; Zhong et al., T999b). Las especies 

reactivas de oxígeno (ERO) pueden dañar varias moléculas que son importantes en la 

actividad biológica de todas las células, como son: los lípidos, el DNA y las proteínas 

(Hensley et al., 2000; Ryan y Aust, 1992). Las ERO activan a la fosfolipasa A2, la cual 

aumenta la producción de mediadores lipídicos quimioatrayentes y vasoactivos como son los 

eicosanoides y el factor activador de plaquetas (Goldman et al., 1997). 



La glicina ejerce varios efectos para prevenir la formación de ERO. En la 

nefiotoxicidad por ciclosporina, la glicina inhibe la vasoconstricción y la repercusión posterior 

a la isquemia (Zhong et al., 1999a). La glicina previene el shock hemorrágico inducido por la 

activación de las células Kupffer del hígado al mejorar el estres oxidativo y minimizar la 

desregulación de enzimas antioxidantes como la superóxido dismutasa dependiente de 

manganeso, la glutatión peroxidasa y la catalasa (Deters et al., 1997; Mauriz et al., 2001; Yin 

et al., 2002; Zhong et al., 1999a; Zhong et al., 1999b). Otra acción demostrada en los 

macrófagos es inhibir su activación por la vía de factores de transcripción y la síntesis de 

citocinas. La glicina también disminuye la formación de superóxidos en macrófagos activados 

por PG-PS, neutrófilos por FMLP y macrófagos alveolares por lipopolisacárido (Li et al., 

2001; Wheeler et al., 2000b). También inhibe la activación de NF-KB en varios modelos 

incluyendo a los de shock hemorrágico en ratas (Mauriz et al., 2001), macrófagos del bazo 

expuestos a PG-PS (Li et al., 2001) y células Kupffer de higados expuestos al proliferador 

peroxisomal WY-14,643 o a ácidos grasos poliinsaturados (Rusyn et al., 1999; Rusyn et al., 

2000). En estos modelos, la glicina por ende inhibe el aumento sistémico de las citocinas pro 

inflamatorias T N F a  e IL-6, y promueve la secreción de la citocina antiinfí amatoria IL-10 

(Grotz et al., 2001). Se ha encontrado que disminuye la expresión de IL-1 y TNF-a pero 

aumenta la expresión de IL-10 en monocitos y la secreción de TNF-a, en células Kupffer 

(Rose et al., 1999; Spittler et al., 1999). 

Las adipocinas y su drgano secreior el tejido adiposo 

En años recientes se ha reconocido que el tejido adiposo secreta varias moléculas 

bioactivas Ilarnadas adipocinas o "adipocitocinas". Estas provienen principalmente del tejido 

adiposo blanco (TAB) y tienen un papel primordial en la homeostasis de varios procesos 

fisiológicos, entre los que se incluyen; la ingesta de alimentos, la regulación del balance 

energético, la acción de la insulina, el metabolismo de la glucosa (por ejemplo, la proteína 

estimuladora de acilación (ASP), el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), la interleucina 6 



(E-6), la resistina, la leptina y la adiponectina); también participan en la remodelación de la 

vascularización, la regulación de la presión arteria1 y la coagulación (como el 

angiotensinógeno y el inhibidor del activador de plasminógeno (PAI-1) (Bays et al., 2004). 

En el humano el tejido adiposo se divide en: tejido adiposo marrón (TAM), que es el 

encargado de la termogénesis, y el TAB, encargado del almacenamiento de la grasa y la 

secreción de citocinas. Como tejido secretar, el TAB presenta varias características inusuales: 

i) no está confinado en una sola región, se encuentra distribuido a través de todo el organismo 

en depósitos individuales que no están conectados físicamente y no es clara la regulación de la 

secreción de moléculas por los depósitos ni cómo se regula su conexión a través de estímulos 

humorales y nerviosos; zi) está constituido por diferentes tipos celulares, que incluyen 

fibroblastos, preadipocitos, adipocitos maduros y macrófagos, los cuales contribuyen y 

además participan, en mayor o menor grado, en la función secretora del TAB; iii) el tejido 

adiposo es sumamente heterogéneo en término de sus capacidades metabólicas, de acuerdo 

con su localización visceral o subcutánea (Dusserre et al., 2000; Fried et al., 1998); iv) algunas 

adipocinas también son secretadas por tejidos diferentes al adiposo y no se puede determinar 

con exactitud cuál es la contribución de este tejido a las concentraciones de adipocinas 

circulantes. Además, es poco lo que se conoce con respecto a los mecanismos moleculares 

involucrados en la biosíntesis y la exocitosis de las adipocinas, aunque existe evidencia de 

algunos mecanismos de regulación en las vías de secreción en los adipocitos (Mora y Pessin, 

2002). 

La síntesis de las adipocinas se encuentra desregulada en respuesta a las alteraciones de 

la masa del TAB. Se ha observado que la obesidad y las patologías asociadas a la misma 

presentan una respuesta inflamatoria crónica caracterizada por: producción anormal de 

citocinas, aumento de los reactantes de fase aguda y activación de vías de señalización 

relacionadas con las respuestas inflamatorias (Wellen y Hotamisligil, 2003). Una característica 

muy interesante es que la inflamación crónica interrelaciona con la obesidad, la diabetes tipo 2 

(DTZ), la enfermedad cardiovascular y el síndrome metabólico. 



En la actualidad es importante visualizar, a través de un panorama general, la expresión 

de las adipocinas en el tejido adiposo y el de aquellas asociadas al aumento en la masa del 

TAB, la relación de este tejido con células del sistema inmune y el por qué de las similitudes 

entre los diferentes tipos celulares que componen al tejido adiposo desde los puntos de vista 

evolutivo y funcional. 

Uno de los principales efectos de las adipocinas es la homeostasis metabólica, ya sea a 

través de la sensibilización o desensibilización de la acción de la insulina en los diferentes 

tejidos blanco (resistencia a la insulina). La obesidad se caracteriza clínicamente por un 

índice de masa corporal (IMC) mayor a 30 kg/m2, donde ocurre un aumento desmesurado de 

la adiposidad, principalmente la del TAB visceral. En estos tejidos se ha demostrado un 

incremento de las adípocinas pro infíamatorias (TNF-a, IL-6, ASP, resistina) y un decremento 

de las adipocinas antiinflamatorias (adiponectina), las cuales modifican la sensibilidad a la 

insulina (resistencia a la insulina), desencadenando la arteriosclerosis y otras complicaciones 

microvasculares (Pittas et al., 2004) (Figura. 2). 



Sensibilidad a la insulina 
* 

lnqesta @T 
Ang iogénesis 

Resistencia 1 . Ateroesclerosis y complicaciones 
a la insulina microvasculares 

Figura 2. Efecto de las adipocitocinas sobre la sensibilidad a la insulina, la ingesta de alimento, la 
inflamación y el sistema vascular. Los signos indican el tipo de regulación que ejercen las adipocitocinas 
después de ser secretadas por el tejido adiposo. 
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El TAB produce varias proteínas de la vía alterna del complemento, entre las que se 

encuentra la adipsina que es una proteasa de serinas idéntica al factor D de esta vía (Cook et 

al., 1987). En este sentido, el TAl3 del humano libera gran cantidad de ASP, que es una 

proteína derivada del factor C3 que es conocido también como C3desArg (Cianflone et al., 

2003). En el plasma de sujetos obesos se presentan aumentos substanciales de ASP 

acompañados de una sobre expresión moderada del RNAm de C3 en el TAB. No se sabe sí el 

incremento en la concentración plasmática de ASP produce un aumento en su actividad o una 

resistencia. La resistencia a ASP podría promover la redirección del flujo de ácidos grasos 

libres del TAl3 al hígado (Cianflone et al., 2003). En el hepatocito, la ASP estimula el 

almacenamiento de triglicéridos a través de la estimulación del transporte de glucosa, el 

aumento de la reesterificación de ácidos grasos libres y la inhibición de la lipólisis (Cianflone 



et al., 1999; Van Harmelen et al., 1999). Sin embargo, su receptor y la vía de señalización no 

se han caracterizado. Los estudios en ratones muestran que la ausencia de ASP da como 

resultado un decremento en el almacenamiento de triglicéridos y la reducción moderada de la 

masa del TAB, tanto en una dieta normal como en una alta en grasas; además, el ratón 

deficiente de ASP es más sensible a insulina (Murray et al., 2000). 

Factor de necrosis tumoral alja (TNFa) 

TNF-a fiie el primero de los productos del tejido adiposo que a nivel molecular se 

encontró incrementado en la obesidad y que contribuye a la resistencia a la insulina (Cheung 

et al., 1998; Xu et al., 2002). El TNF-a es una proteína que se expresa como un péptido de 26 

kDa en la membrana celular y sufre un corte que da lugar a su forma soluble de 17 kDa 

(Moller, 2000). A pesar de que en humanos los niveles del RNAm y de la proteína de TNF-a 

son bajos, en el TAB correlacionan positivamente con la adiposidad y disminuyen en sujetos 

obesos después de la pérdida de peso, mejorando la sensibilidad a la insulina (Kern et al., 

2001). Un artículo reciente reporta que en individuos obesos la mayor parte de la liberación 

de TNF-a en el tejido adiposo se presenta en las células no adiposas (Fain et al., 2004). A 

nivel molecular, TNFix induce la lipólisis, activa las isoformas inflamatorias de las MAPK 

cinasas: la cinasa N-terminal de c-Jun y la de p38 MAPK (Hotamisligil et al., 1993) y 

disminuye tanto la actividad de IRS-1 al inducir su fosforilación en residuos de serina, como la 

expresión del transportador de glucosa (GLUT-4) (Stephens et al., 1997). En la obesidad se 

han observado aumentos de la forma de TNF-a unida a la membrana (26 kDa) y esta forma 

puede actuar de manera autócrina alterando profiindamente la biología del TAB (Xu et al., 

2002). De manera local, el TNF-a aumenta la expresión de los genes de PAI-1 y C3 y 

disminuye la de adiponectina en el TAB (Ruan et al., 2002). En síntesis, en la obesidad el 

TNF-a regula vías en el TAE3 mediando, al menos en parte, las alteraciones en los niveles 

plasmáticos de otras adipocinas (Fasshauer y Paschke, 2003). 



La IL-6 es secretada por varios tipos celulares entre los que se encuentran las células 

de1 sistema inmune, fibroblastos, células endoteliales, músculo esquelético y por supuesto el 

tejido adiposo. Esta proteína es secretada en forma glucosilada cuyo peso molecular es de 22 

a 27 küa y se une a su receptor transmembranal (Mohamed-Ali et al., 1998). El TAB humano 

produce grandes cantidades de IL-6 (10 al 30 % del total de la proteína circulante) (Mohamed- 

Ali et al., 1998). La 1.-6 es secretada principalmente por el tejido adiposo visceral y no por el 

subcutáneo (Fried et al., 1998); sin embargo, es posible que la mayor liberación de esta 

cítocína se deba a las células del estrorna vascular (Fain et d., 2004). La E-6 plasmática 

correlaciona positivamente con la adiposidad y negativamente con la sensibilidad a la insulina. 

La 1L-6 tiene un efecto directo sobre la sensibilidad a la insulina por varios mecanismos ya 

que es secretada por el TAB en 10s depósitos viscerales, llega al hígado y puede estimular la 

secreción hepática de triglicéridos y la gluconeogénesis (Nonogaki et al., 1995). Se sugiere 

también que E-6 participa en la resistencia a la insulina alterando la señalización en los 

hepatocitos por la inducción de la proteína SOCS-3 (siglas en inglés Supresor of Cytokine 

Signaling-3), inhibiendo la autofosforilación del receptor de la insulina dependiente de 

insulina (Senn et al., 2002). Aunado a esto, en adipocitos de ratón disminuye también la 

activación del LRS-1 y la PI-3 cinasa por lo que induce resistencia a la insulina (Senn et al., 

2002). En modelos de roedores con diabetes, la IL-6 induce también resistencia a la insulina 

en el músculo y apoptosis en las células /3 (Sandler et al., 1990; Shimabukuro et al., 1998). En 

conclusión, IL-6 puede actuar a varios niveles, tanto de forma parácrina y autócrina en el 

tejido adiposo, como de manera endocrina, en los tejidos periféricos alterando el peso 

corporal, la homeostasis energética y la sensibilidad a la insulina. 



Una nueva proteína secretada en el TAB, también conocida como ADSF (siglas en 

inglés Adipose Tissue Specific Secretory Factor) es la resistina (Han et al., 2001; Steppan et 

al., 2001). Esta adipocitocina pertenece a una familia de proteínas de secreción ricas en 

cisteína llamadas FIZZ (siglas en inglés Found Inflammatory Zone), ahora conocida como 

Retn. El RNAm de la resistina codifica para un polipéptido de 114 aminoácidos, con 20 de 

ellos como péptido señal, que es secretado en forma de dímero (Steppan y Lazar, 2002). La 

resistina también se expresa en células inrnunocompetentes (Milan et al., 2002; Savage et al., 

2001). La proteína humana presenta 59% de homología con el ratón, su expresión en el TAB 

humano es menor a la de los ratones y no está del todo claro cuál es su papel en el desarrollo 

de la resistencia a la insulina en humanos (Savage et al., 2001). En ellos, la principaI fuente de 

resistina parecen ser los macrófagos (Nagaev y Smith, 2001; Savage et al., 2001) y su 

expresión correlaciona con la resistencia a la insulina (Gustafson et al., 2003; McTernan et al., 

2002). Estudios recientes han reportado que tanto la expresión de la resistina en el TAB como 

sus concentraciones séricas se encuentran aumentadas en individuos obesos y con DT2 

(Combs et al., 2002; McTernan et al., 2002; Savage et al., 2001). La resistina recombinante 

promueve la resistencia a la insulina a nivel sistérnico cuando es administrada a ratones y 

disminuye el transporte de glucosa por células del tejido adiposo, mientras que el anticuerpo 

para resistina produce el efecto contrario (Steppan et al., 2001). La infusión de resistina en 

ratas induce la resistencia a la insulina en el hígado y aumenta la producción de glucosa 

(Combs et al., 2003). Lo anterior correlaciona con los datos en humanos en donde también se 

ha asociado con resistencia a la insulina a nivel hepático, pero no en el músculo (Bays et al., 

2004; Gustafson et al., 2003). 



La leptina es una proteína de 167 aminoácidos que es secretada por los adipocitos. La 

cantidad es directamente proporcional a la masa del tejido adiposo, aunque también puede ser 

secretada por células inmunocompetentes y endoteliales (Considine et al., 1996). La leptina 

circula junto con la forma soluble de su receptor y ejerce su función al unirse con sus 

receptores (Ob-R), siendo el mejor caracterizado el Ob-Rb que activa la vía de señalización 

del sistema de Jak-Stat (Pitías et al., 2004). La leptina participa en la regdación normal a 

largo plazo de la ingesta de alimentos, el peso corporal, el gasto energético y las funciones 

neuroendocrinas. Sin embargo, es paradójico el hecho de que la leptina se encuentra 

sobreexpresada en el TAB en la mayoría de los obesos, lo que ha llevado al desarrollo del 

concepto de la resistencia a la leptina. A nivel fisiológico, la leptina induce un efecto 

sensibilizador de insulina, al promover la oxidación de ácidos grasos libres y la reducción de 

la acumulación de grasa ectópica en tejidos no adiposos (Muoio et al., 1997; Shimabukuro et 

al., 1997). A nivel molecular, este efecto se encuentra mediado directamente por leptina a 

través de la activación de AMPK en el músculo esquelético e indirectamente en el eje del 

sistema nervioso simpático hipotalámico (Minokoshi et al., 2002). Lo anterior favorece la 

inhibición de la entrada de ácidos grasos a la mitocondria por malonil COA y la oxidación de 

ácidos grasos (Ebihara et al., 2001; Shimomura et al., 1999). Un mecanismo planteado de la 

resistencia a leptina puede ser la inducción del supresor de la señalización de citocinas 3 

(SOCS-3), que puede inhibir la señalización intracelular de leptina (Bjorbaek et al., 1999). 

En la inflamación la leptina actúa directamente sobre los macrófagos para aumentar su 

actividad fagocítica y la producción de citocinas pro inflamatorias (Chandra, 1980; Fernandes 

et al., 1978; Gainsford et al., 1996). También se ha involucrado a la Ieptina en la inflamación 

asociada con la arteriosclerosis y el síndrome metabólico (Pickup y Crook, 1998). La leptina 

actúa como una señal en la regulación de la sensibilidad a la insulina a nivel de todo el 

organismo. De manera más puntual, la resistencia a la leptina es en si uno de los factores 

causales de las complicaciones cardiovasculares en la obesidad. 
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A diponectina 

La adiponectina, que también es conocida por los nombres adipoQ, ACRp30, apM1, 

GBP28, está compuesta por una cola de colágeno y una cabeza globular, que forma dímeros y 

tnmeros; estos complejos de alto peso molecular se encuentran en la circulación, aunque no se 

ha determinado cuál es la forma bioactiva (Pajvani et al., 2003). Hoy en día, las únicas células 

que se conoce que secretan adipíinectina son los adipocitos del TAB y del TAM 

(Viengchareun et al., 2002). La adiponectina ejerce su función al unirse a sus receptores 

Adipo R1 y Adipo R2  (Yamauchi et al., 2003). 

De manera contrastante con las otras adipocinas, la expresión de adiponectina y sus 

concentraciones en el plasma no se encuentran aumentadas sino más bien disminuidas en una 

amplia variedad de enfermedades que presentan resistencia a la insulina y obesidad. Se 

sugiere que los individuos con altas concentraciones de adiponectina son menos propensos a 

desarrollar diabetes tipo 2 que aquellos con concentraciones bajas, razón por la cual se le 

considera un importante marcador tanto de resistencia a la insulina como de riesgo de 

enfermedad cardiovascular (Lindsay et al., 2002; Spranger et al., 2003). Un estudio con niños 

obesos realizado en nuestro laboratorio mostró que las concentraciones de adiponectina 

plasmáticas pueden encontrarse disminuidas de manera previa al desarrollo de la DT2 (Cruz et 

al., 2004). Tanto los tratamientos nutricionales como farmacológicos para mejorar Ia 

sensibilidad a la insulina, que implican la pérdida de peso por la restricción calórica y el 

tratamiento con tiazolidinedionas (TZD), aumentan la expresión del gene de adiponectina en 

el TA33 y aumentan los niveles plasmáticos de la proteína (Bruun et al., 2003; Combs et al., 

2003; Combs et al., 2002; Maeda et al., 2001). El efecto estimulante de las TZD es regulado 

vía la activación del heterodímero PPARylreceptor retinoico X y por la subsecuente unión de 

éste al elemento de respuesta al PPAR (PPRE), que se encuentra en el promotor del gene 

humano de adiponectina (Iwaki et al., 2003). El TNF-a y la E-6 son potentes inhibidores de 

la expresión y secreción de adiponectina en las biopsias de TAB humano y en células en 

cultivo (Bruun et al., 2003; Fasshauer et al., 2003b). Esto sugiere que la inducción de la 
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resistencia a la insulina por TNF-a e E-6  puede también ejercer una inhibición autócrina 

parácrina de la liberación de adiponectina. Estudios recientes, revelan que la administración 

de adiponectina recombinante, ya sea en su forma completa o en la forma aislada (cabeza 

globular), ejerce efectos hipoglucémicos y disminuye la resistencia a la insulina en modelos de 

ratones con obesidad o diabetes (Berg et al., 2002; Tsao et al., 2002). También, la 

adiponectina tiene propiedades antiaterogénicas al inhibir la adhesión de los monocitos a las 

células endoteliales y la transformación de macrófagos a células espumosas in vitro (Ouchi et 

al., 1999; Ouchi et al., 2001). Ei fenotipo del ratón knockout para adiponectina confirmó que 

existe un efecto protector mediado por adiponectina contra la aterosclerosis y la inducción de 

la resistencia a la insulina (Kubota et al., 2002; Maeda et al., 2001). El efecto sensibilizador 

de insulina por adiponectina es mediado en parte por un incremento en la oxidación de ácidos 

grasos a través de la activación de AMPK en el músculo esquelético (Tomas et al., 2002; 

Yamauchi et al., 2002); de manera similar a la acción de la leptina, la adiponectina activa a la 

AMFK en el hígado y como resultado, disminuye la síntesis de glucosa por el tejido hepático 

(Combs et al., 2001; Yamauchi et al., 2002). 



Adipocinas y la homeostasis vascular 

La regulación de la homeostasis vascular juega un papel primordial en el incremento 

del tejido adiposo. Cuando este tejido se expande, participan varios factores tróficos que 

pueden desencadenar complicaciones a nivel sistémico, ya sea por sí mismos o por el aumento 

en la obesidad. Un ejemplo de esto es la hipertensión relacionada con el síndrome metabólico. 

Entre las citocinas que participan en dichos procesos se encuentra el angiotensinógeno (AGE) 

y el inhibidor del activador de plasminógeno (PAI-l)(Bays et al., 2004) (Figura 2). 

Angiotednógeno (AGE) 

Estudios epidemiológicos han mostrado que los niveles circulantes del AGE, que es el 

precursor del péptido vasoactivo angiotensina 11, correlacionan positivamente con la presión 

arterial. El hígado es la fuente principal de AGE, aunque el TAB es considerado como una de 

las principales fuentes extrahepáticas en sujetos obesos. En los estudios con ratones, cuando 

se introduce el gene de AGE tejido específico en el TAB se sobreexpresa el RNAm de AGE 

en el tejido adiposo y se observa un aumento de esta proteína en el plasma, acompañado de 

hipertensión y crecimiento del TAB. La reexpresión de AGE en el tejido adiposo en el ratón 

nulo para AGE, animal que es hipotenso y delgado, es suficiente para reestablecer el volumen 

del tejido adiposo blanco y normalizar la presión arteria1 (Massiera et al., 2001a),(Massiera et 

al., 2001b). En conclusión, la producción de AGE por el TAB aumenta los niveles circulantes 

de la proteína en sujetos obesos, favoreciendo la hipertensión (Ailhaud et al., 2000). El 

incremento en la síntesis de AGE puede contribuir al aumento del TAB, atribuible al hecho de 

que la angiotensina 11 actúa localmente como factor trófico para la formación de nuevas 

células adiposas (Saint-Marc et al., 2001). 



Inhibidor del activador de plasminógeno (PAI-1) 

En d o s  recientes se ha observado que en la obesidad el deterioro del sistema 

fibrinolítico participa en las complicaciones cardiovasculares, defecto asociado con la 

presencia de altas concentraciones del PAI-1, el cual es principal inhibidor de la fibrinólisis. 

El PAI-1 es una proteasa de serinas que inhibe al activador de plasminógeno, cuya función es 

dar origen a la plasmina para activar la cascada fibrinolítica. El TAB, las células del estroma 

vascular y los preadipocitos de la grasa visceral, son la principal fuente de PAI-1 plasmático 

(Bastelica et al., 2002; Mavri et al., 2001; Mavri et al., 1999). En el TAB y otros tejidos, el 

PAI- 1 afecta la migración celular y la angiogénesis mediante la competencia con vitronectina 

por el sitio de unión para integrina en la matriz extracelular, efecto observado in vitro para la 

migración de los preadipocitos (Crandall et al., 2000). Es a través de esta función que PAI-1 

puede afectar el crecimiento del TAB. También se ha observado que la sobreexpresión del 

RNAm de PAI-1 en el TAB disminuye la hipertrofia en ratones sometidos a una dieta rica en 

grasa (Lijnen et al., 2003). En ratones genéticamente obesos la inhibición del gene de PAI-1 

reduce la adiposidad (Schafer et al., 2001) pero no tiene ningún efecto significativo sobre la 

masa del TAB en el modelo de inducción de obesidad por dieta (Morange et al., 2000). En 

conjunto estas observaciones sugieren que en la obesidad el aumento en la secreción de PAI-1 

por el TAB, aunque inhibe la fibrinólisis, ejerce un efecto protector contra el crecimiento 

excesivo del TAB. Por último, en la resistencia a la insulina, la secreción de PAI-1 por el 

TAB se encuentra aumentada (Alessi et al., 1997; Birgel et al., 2000), ligando a la enfermedad 

vascular con la resistencia a la insulina, la obesidad y la DT2 (Bays et al., 2004). 

Tejido Ad@oso y Sistema Inmune 

- I 

La mayoría de los estudios han examinado al tejido adiposo y a los adipocitos para la 

búsqueda de los mecanismos subyacentes de la obesidad, síndrome metabólico, diabetes tipo 2 

y la arteriosclerosis, que presentan defectos tanto en las vías metabólicas como en las 



infiamatorias. Mientras que se conoce bastante acerca del papel de los adipocitos en el 

metabolismo energético, es poco lo que se sabe de su papel en la inflamación. Se ha 

observado que los adípocitos y varias células del sistema inmune, tales como las células T y 

los rnacrófagos, poseen caracteristicas similares en cuanto a la producción de citocinas pro 

inflamatorias y a las vías de señalización (Hotamisligil et al., 1993; Rosen et al., 1989). Por 

ejemplo, las células precursoras de los adipocitos (preadipocitos) poseen potente actividad 

fagocitaria (Charriere et al., 2003). Aunado a esto, muchos genes críticos para los adipocitos, 

incluyendo aquellos que codifican para factores de trascripción, citocinas, moléculas 

inflamatorias, transportadores de ácidos grasos y receptores basureros (scavenger) también son 

expresados en los macrófagos y tienen un papel importante en la biología del macrófago 

(Makowski et al., 2001; Tontonoz et al., 1998). Sin embargo, se encuentran pocas 

excepciones a esta redundancia funcional y molecular entre los preadipocitos y los 

macrófagos. En este sentido, se ha observado que los preadipocitos pueden sufrir una 

transdiferenciación y adquirir la capacidad fagocítica al ser introducidas en el peritoneo 

expresando F4/80, Mac-1 y CD45, pero este fenómeno es dependiente de la presencia de 

macrófagos (Ron et al., 1992). 

Macrófagos en la obesidad 

A partir de la comparación de patrones de expresión de genes entre muestras de tejidos 

adiposos humanos y de ratones obesos contra controles delgados, así como de estudios que 

correlacionan los patrones de expresión genética en sujetos con diferentes grados de obesidad 

(Weisberg et al., 2003), se ha encontrado que la infiltración de macrófagos al tejido adiposo en 

la obesidad puede ser parte integral de los cambios inflamatorios en el TAB (Weisberg et al., 

2003; Xu et al., 2003). Esto sugiere que una gran cantidad de genes que se regulan en la 

obesidad proviene de la expresión de genes de los macrófagos infiltrados en el TAB y de las 

células reticuloendoteliales y no solamente de los preadipocitos o adipocitos (Weisberg et al., 

2003; Xu et al., 2003) (Figura 3). Recientemente se llegó a la conclusión de que algunas 



adipocinas, principalmente leptina, provenientes de los adipocitos maduros activan células 

endoteliales y por ende la estimulación de la diapédesis de los rnonocitos y la acumulación de 

macrófagos en el TAB. Bajo estas condiciones, el incremento en la masa TAB y el 

subsecuente aumento de la expresión de las adipocinas inflamatorias y la disminución de 

adiponectina contribuyen al estado de inflamación crónica característico de la obesidad y el 

síndrome metabólico (Curat et al., 2004). 

Tejido adiposo Linaje celular Condición 

Normal Obesidad 

PAI-1 ++u 
IL-á ++++ 

ASP ++ ASP ++++ 

iL-6 ++ I IL6 ++++ 
M F a  + TNFa  ++ 

tL-6 ++ 
M F a  + 
Resistina + 
Leptina ++ 

IL-6 ++++ 
T N F a  ++ 
Resistina +++ 
Leptina ++++ 

L-6 ++ 
W F a  + 
Resistina + 
Leptina++ 
4GE ++ 
4diwnectina ++++ 

IL-6 ++++ 
TNF-a ++ 
Resistina +++ 
Leptina *++ 
AGE++++ 
Adiponectina + 

Figura 3. Expresión de adipocitocinas por los diferentes linajes celulares que componen al tejido adiposo. 
La figura muesira el aumento o disminución de la expresión relativa de las adipocitocinas con respecto al 
incremento de la adipocidad (bajo condiciones de obesidad, resistencia a la insulina, DT2 o síndrome 
metabolico y en condiciones normales en los diferentes linajes celulares. Las cruces indica el cambio de 
expresión relativa. 



Teoria evolutiva como explicación del proceso infamatorio en el 

TA B 

Existen varias propuestas con respecto a la relación estrecha que ocurre entre las 

respuestas metabólicas y las respuestas de tipo inmunológico. Una de las maneras de 

explicarlo es la evolutiva. De acuerdo con ésta, las estructuras que controlan funciones 

metabólicas e inmunológicas claves han evolucionado de ancestros evolutivos comunes. El 

mejor ejemplo de esto es el cuerpo graso que se encuentra en el dorso de la mosca de la fruta 

Drosophila melanogaster, el cual posee funciones que son homólogas a las células del hígado 

del sistema hematopoyético y del sistema inmune del humano. Se observó que 

evolutivamente este sitio corresponde al tejido adiposo humano ya que para ambas especies es 

ahí donde se lleva un control estricto de la adipogénesis (Tong et al., 2000). En éste escenario 

es posible deducir qué moléculas y vías en común pueden regular tanto las funciones 

metabólicas como las inmunológicas. Aunado a esto, el factor de transcripción NF-KB y el 

sistema JAKISTAT en humanos regulan la expresión de citocinas, primero bajo el estimulo de 

nutrientes (e.g. glucosa y ácidos grasos) y después por la retroalimentación de las adipocinas 

producidas en los diferentes tipos celulares que componen al TAB (adípocitos, preadipocitos, 

macrófagos y células retículo endoteliales) y en la resistencia a la insulina (Figura 4), el 

mecanismo es similar a sus homólogos expresados en el cuerpo graso de Drosophila (Tong et 

al., 2000). 

Además, esta cercanía entre la regulación de las funciones metabólicas e 

inmunológicas parece ser ventajosa, ya que el organismo necesita organizar y redistribuir sus 

reservas metabólicas durante el desarrollo de una respuesta inmune o inflarnatoria. De hecho, 

las respuestas más primitivas integran tanto las vías sensibles a patógenos como a nutrientes. 

Es así que los nutrientes pueden evocar respuestas inmunes y los patógenos pueden regular 

respuestas metabólicas (Wellen y Hotamisligil, 2003). 



1. ?' Glucosa 

Estrés oxidativo JaWSTAT 
Resistencia a la insuiina 

T 
Inflamación 

FIGURA 4. Mecanismos de la regulación de expresión de las adipocitocinas que comparten los linajes 
;eldares que componen al tejido adiposo. 1. Altas concentraciones de glucosa y ácidos grasos estimulan 
el estrés oxidativo y activan factores de transcripción que a su vez regulan la expresión de citocinas pro 
y antünflamatorias. 2. Como consecuencia se establece un ciclo en el que las adipocitocinas y la 
inflamación causada por las mismas estimulan su propia expresión, aumentando la resistencia a la 
Uisulina. 



Actualmente la morbimortalidad a causa de la DT2 representa el principal problema de salud 

en México. En los Últimos 20 años se ha observado que el incremento en la mortalidad por 

DT2 a edades más jóvenes está íntimamente relacionado con la obesidad donde se generan 

estados de inflamación crónica en los diferentes tejidos. 

Con los antecedentes sobre e1 efecto de la glicina que disminuye la expresión de los 

mensajeros y la proteína de.IL-6 y TNF-a y que aumenta el de IL-10 en células del sistema 

inmune, se propone conocer si la glicina modifica el perfil de citocinas proinflamatorias (E-6, 

resistina) y antiinflamtoria (adiponectina) en un modelo in vitro de adipocitos de ratón, donde 

se induce la resistencia a la acción de la insulina y se conoce cómo se expresan los genes que 

codifican para las citocinas inflamatonas. Además, tomando en cuenta que la glicina mejora la 

sensibilidad a la insulina, disminuye los niveles de HbAlc y protege contra la nefiopatía 

diabética, es probable que este aminoacido sea una alternativa para reducir los efectos 

colaterales debidos a las complicaciones de la diabetes originados por estrés oxidativo o 

estados inflamatorios. 

Esta investigación tiene como propósito conocer los efectos de la glicina a nivel básico 

para sustentar su aplicación y posibles efectos para controlar las acciones deletereas de la 

hiperglucemia en el paciente diabético, particularmente para disminuir su proceso inflamatorio 

y las complicaciones micro- y macrovasculares. 



OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

Determinar el efecto de la glicina, sobre la expresión de adipocitocinas 

proinflamatorías y antinfiamatorias en un modelo in vifro (adipocitos 3T3-L1) y sobre 

parámetros asociados a la DT2 en un modelo de diabetes experimental inducida en ratones. 

OBJETIVOS PARTICULARES 
1. Establecer un modelo de resistencia a la insulina en adipocitos 3T3-L1. 

2. Cuantificar la expresión del RNAm que codifica para las adipocitocinas durante el 

proceso de diferenciación de los adipocitos 3T3-L1. 

3. Determinar el efecto de la administración de glicina sobre la expresión del RNAm de 

adipocitocinas durante la diferenciación y bajo condiciones de resistencia a la insulina 

en células 3T3-LI. 

4. Determinar el efecto de la glicina sobre las concentraciones de de glucosa, HbAlc, 

colesterol, triglicéridos, TGO y TGP, así como los parámetros de peso corporal, 

consumo de agua y alimento, y sobrevida en ratones sanos y diabéticos. 



Si la glicina tiene un efecto benéfico en los procesos infiamatorios y en el estrés 

oxidativo, entonces actuará inhibiendo la expresión de las adípocitocinas proinflamatorías IL- 

6 y Resistina e incrementafido la expresión de la adipocitocina antiinflamatoria, adiponectina 

en adipocitos 3T3-L1, así como la diminución de la HbAlc y aumentando la sobrevida de 

ratones tratados con STZ. 



Reactivos 

- Medio de cultivo DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Médium de GIBCO) 

- Placas de cultivo CORNING de seis pozos. 

- Suero fetal bovino (SFB) qualified (GDCO) 

- Metilhidroxibutilxantina (SIGMA, St. Louis, MO) 

- Dexametasona (marca SIGMq St. Louis, MO) 

- Insulina bovina (marca SIGMA, St. Louis, MO) 

- MEM (GIBCO 61 100) 

- 2 Desoxi- (2,6-3~)glucosa (Amersham,) 

- Reactivo de Lowry (BioRad) 

- TriPure (Roche) 

- Cloroformo (MERK) 

- Agua libre de RNasas (Promega) 

- Kit DNAsaQ (Promega) 

- Bromuro de &dio (Biorad) 

- Buffer de carga (1 0X Biorad) 

- Kit DNA Master SYBR Green 1 (Roche) 

- Kit DNA TaqMan Master (Roche) 

- Estándar de DNA 100 pb (Roche) 



Cultivo celular 

Los fibroblastos de la línea 3T3-L1 se cultivaron en botellas de 75 cm2, durante 5 días, 

posteriormente las células se resembraron en placas de cultivo de 6 pozos (aproximadamente 

80 a 90 mil células por pozo) y se proliferaron hasta confluencia con medio DMEM, 

conteniendo 10% de suero fetal bovino más glutamina 2 mM, aminoácidos no esenciales, 

piruvato de sodio y gentamicina con una concentración de glucosa de 25.5 mM, en una 

incubadora a 37" C, con atmósfera de Coz al 5%. Dos días después de la confluencia (día O, 

con aproximadamente 700 mil células por pozo) se indujo la diferenciación con 

metilhidroxibutilxantina (0.5 mM), dexametasona (0.25 pM) e insulina (0.8 ph4 o 5 pg/rnl) en 

DMEM con 10% de suero fetal bovino. Después de dos días se cambió el medio 

suplementado solamente con insulina (5 pg/ml). A partir del cuarto día el medio se cambio 

cada dos días sin la adición de insulina. Las células fueron usadas para inducir resistencia a la 

insulina entre los días 8 y 12 de diferenciación, en donde 90% de las células expresaron el 

fenotipo de adipocitos, caracterizado por la acumulación de gotas de grasa (Gregoire et al., 

1998), en otros casos las células se utilizaron en los dias de diferenciación que se indicarán 

mas adelante. 

Inducción de resistencia a la insulina en adipocitos 3T3-L1 

Las células 3T3-L1 completamente diferenciadas se incubaron en medio de cultivo 

MEM suplementado o no con glicina 10 mM. Para la inducción de la resistencia a la insulina 

(R), al cultivo se le adicionó insulina 10 nM y se incubaron durante 8 horas en las condiciones 

que ya se indicaron; el medio más la hormona se cambió cada 2 horas y el efecto del 

tratamiento se verificó midiendo la incorporación de 2-~esoxi-(2,6-~~) glucosa dependiente 



de insulina 100 nM, comparando con la incorporación de glucosa en células control sin 

inducción de resistencia a insulina (C) (Thomson et al., 1997). 

Después de la incubación por 8 horas, las células se lavaron 3 veces con 2 m1 de Krebs 

Ringer Fosfatos (KRP) + glucosa 20 rnM y albúmina de suero bovino (ASB) al 1%, incubando 

20 minutos cada vez, a 37" C, en una cámara Boekel. Posteriormente se lavaron 3 veces con 

KRP (2 ml) sin glucosa y sin ASB, dejando a las células en 1 m1 de esta misma solución. 

Para determinar la incorporación de glucosa radioactiva, las células se estimularon con 

insulina 100 nM por 20 minutos a 37" C y se incluyeron células sin insulina para calcular la 

incorporación debida a la adición de hormona exógena. Después se adicionó 2-desoxi-glucosa 
3 10 m .  fria, que contenía 2- desoxi- H glucosa (0.5 pCilml final) y se incubó 20 minutos 

más. Al final de la incubación las placas se colocaron sobre hielo y se lavaron tres veces con 

PBS fi-ío. La solución se eliminó y las células se lisaron con 1 m1 de tritón X 100 al 1 % en 

PBS. Se tomó una alícuota de 700 p1 sobre 5 m1 de líquido de centelleo para medir la 2- 

desoxL3~ glucosa incorporada y otra de 30 pl para cuantificar proteínas mediante el método 

de L o w ;  la absorción a 690 nm del compuesto colorido se determinó en un lector de ELISA 

(Lab Systems). Se calculó el porcentaje de la glucosa incorporada y se expresó en relación a 

los mg de proteína de la muestra. 

Extraccidn del RNA 

Otros lotes del cultivo se utilizaron para extraer el RNA total. En algunos 

experimentos, las células se crecieron induciendo la diferenciación en presencia y en ausencia 

de glicina 10 mM; en este caso, las células se lisaron a los 0, 2, 4 y 8 días de diferenciación. 



En otros experimentos las células se crecieron y diferenciaron únicamente en ausencia de 

glicina y se indujo la resistencia a la insulina tanto en presencia como en ausencia de glicina, 

como ya se indicó. Al final del tratamiento las células se Iisaron. En todos los casos la 

extracción del RNA total se realizó utilizando el reactivo TriPure. El método se basa en una 

extracción acuosa mediante isotiocianato de guanidina y fenol descrita por Chomsinsky y 

Sachi. Las células se lisaron con 0.5 m1 del reactivo Tripure por cada pozo, se usaron 2 pozos 

de cada tratamientos (el procedimiento se realizó en campana de flujo laminar), la suspensión 

de células se pasó a tubos conieos Ependorf de 1.5 ml. Se incubó por 3 minutos a 4" C, las 

muestras se centrifugaron a 12,000 x g (Centrífuga Beckman Avanti 30) durante 10 minutos 

a 4" C, el sobrenadante se recuperó y se transfirió a tubos nuevos. Posteriormente se 

agregaron 200 pl  de cloroformo por m1 de Tripure, se agitó vigorosamente con la mano por 1 

minuto y se dejó en reposo 3 minutos a 4" C. Se centrifugaron de nuevo a 14,000 x g por 15 

minutos a 4" C y la fase acuosa se recuperó. Se agregaron 500 p1 de isopropanol, se mezcló 

por inversión y se incubó en hielo por 20 minutos; se centrifugó a 12,000 x g por 10 min a 4" 

C y posteriormente el sobrenadante se eliminó. El precipitado se lavó con 1 m1 etanol al 75% 

y se centrifugó a 10,000 x g por 5 min a 4" C ;  el sobrenadante se eliminó y el precipitado se 

dejó secar en la campana. Por último se resuspendió en 40 p1 de agua libre de RNasas y se 

calentó a 55 "C por 10 minutos. 

Posteriormente el RNA se trató con DNAsaQ agregando 5 p1 de Buffer 5X y 5 pl de la 

DNasa y se incubó a 37" C por 10 min. La reacción se detuvo agregando 150 pl de agua libre 

de RNAsas y 500 pl de Tripure, se dejó reposar 3 minutos y se continuó con la extracción del 

RNA como se describió anteriormente pero con la mitad de los volúmenes. Posteriormente el 

RNA se resuspendió en 35 p1 y se guardó en alícuotas de 7 pl a -70" C. 

Para la cuantificación y determinación de pureza del RNA se midió la absorción a 260 

y 280 nm (RNA y proteínas, respectivamente) en un espectrofotómetro (Perkin Elmer). Para 

que se conciderara adecuada la muestra de RNA, la relación A260/A280 debió ser superior a 

1.7 y para la cuantificación se usó la relación: 1U&?60-=40 pg/ml de RNA. La integridad Cel 

RNA se analizó en minigeles de agarosa al 1% teñidos con bromuro de etidio, e1 gel se como 



a 75-80 V por 45 minutos, se observó en un transiluminador (BioRad) bajo luz W y se 

capturó la imagen como la que se muestra en la figura 5. 

1 2 3  

Figura 5. Ejemplo de RNA total extraído por el método de 
isotiocianato de guanidina con el reactivo Tripure. Se muestra la 
extracción de tres muestras. 

Reaccidn de transcripción reversa 

La transcripción reversa (RT), para sintetizar DNA complementario (cDNA) a partir de 

RNA, se realizó mediante la reacción catalizada por la enzima transcriptasa reversa MMLV a 

partir de 1 pg de RNA total; también se utilizaron iniciadores al azar (random primers) que 

están formados por seis nucleótidos, éstos se unen aleatoriamente al RNA total para su 

retrotranscripción. Posteriormente se amplificó el cDNA para los protocolos con SYBR Green 

y con sondas TaqMan. 



Se amplifid el cDNA mediante la enzima DNA polimerasa del kit de "DNA master 

plus SYBR & e a  1" para las dipocinas: adiponectina, mistina, el factor & tmm@kk 

PPARq y Pactina QlaBfkU. El proceso se llevó a cabo empleando la tecnología SYBR 

Green con el equipo LightCycler 2.0 (Roche Molecular Biochemicals Mannheim Germany), 

que mide contínuamente h amplificación de productos & PCR en cada ciclo, usando 

iniciadofes de PCR y el thmrocrom0 SYBR Gma que se intercala en el surco menor & las 

hebras de doble cadena de DNA emitiendo fluorescencia ( F i i .  La mezcla de reaccibn 

& 10 pl contenía 0.5 m M  & iniciadores de los genes y la mezcla de reacción 1X que umtiene 

la enzima Fast S t a  amortigdw para PCR, SYBR Green y MgCl2 3.5 mM. 

Figura 6. Mecanismo de emisión & Bwmscencia por ei SYBB Green. En la 

d e s m ó n  el S W R  Green no emite fluorescencia al enconitrarse libre (A); en el 

ahearnieato la fluorescencia que se emite &lo es proporcid a los iniciadofe8 y las copias 

del ciclo dar (B); en la elorigación la fluomcencia detectable aumenta debido al aumento 

del númem de wucos menores por el aumento de la cadena sintt3tiutda (C); al ñnal de la 

elongaci6n la f l u o r d a  es msxima para el total de ampliificado por ciclo (D)(Bwtlli et al., 

2005). 



Tamaño l (al!) Gene 

Adiponectina 

Resistim 

No. Geneban k Oligonuleotidos 

Tabla l.  Secuencia & los oliaonucleotidos específicos para los penes amplificados por 

5'- CAAAAGCCACCCCCACTCCTAAGA 24 pb 
3'5'- GCCCTGGCTGCCTCAACACCTC 22 pb 

SYBR Green. 

23 O 

PCR en tiempo red para SYBR Green 

Las muestras se amplificaron en el LightCycler 2.0 de Roche utilizando capilares de 

borosilicato de 20 p1. Se siguió un programa de amplificación para SY3R Green con un 

primer segmento de 10 min a 95" C para la preincubación de la enzima, un segundo segmento 

de amplificación constituido por 35 ciclos y cada ciclo constituido por una desnaturalización 

de 95" C por O seg a una rampa térmica de 20" C por seg; un alineamiento a 61" C por 7 seg 

a una rampa térmica de 20" C por seg; una amplificación a 72" C por 10 seg a una rampa 

térmica de 20" C por seg. La adquisición de la fluorescencia se realizó de manera sencilla al 

terminar este ciclo de PCR. 

Especifcidad de los productos de PCR para los ensayos con SYBR 

Green 



Se realizó un programa por el análisis de temperatura de fusión (melting) para verificar 

la amplificaci0n especifica, que consiste en el seguimiento de la desnaturalización lenta del 

producto final de amplificación, donde se obtiene el punto en el que la pérdida de la 

fluorescencia refleja la Tm del producto específico de amplificación. El programa consistió de 

una desnaturalización a 95" C con una rampa térmica de 20" C por seg, un realineamiento a 

65" C durante 15 seg, a una rampa térmica de 20" C por seg; y por último, una 

desnaturalización lenta hasta 95" C a una rampa térmica de O. 1" C por seg y se cuantificó la 

fluorescencia de manera continua (Fasshauer et al., 200 la; Fasshauer et al., 200 lb; Fasshauer 

et al., 2002; Fasshauer et al., 2003b) Posteriormente se verificó la especificidad de los 

productos del PCR mediante el commiento de los productos de amplificación por 

electroforesis en geles de agarosa al 2 % teñidos mediante bromuro de etidio. 

Ensayos con sondas TaqMan para I L 6 y  18s 

Para los ensayos de IL-6 y 18s se emplearon sondas de hidrólisis (TaqMan assay on 

demand, Applied Biosystems, marcados IL-6 con FAM y 18s con VE),  que son sondas con 

una secuencia específica, marcadas de manera dual: en el extremo 5' contienen una molécula 

reportera de fluorescencia (FAM o VIC) y en el 3 ' una molécula apagadora. El principio de la 

liberación de la fluorescencia consiste en que durante el paso de extensión de la PCR se lleva a 

cabo una reacción de hidrólisis que libera al fluorocromo reportero y lo aleja fisicamente del 

apagador, emitiendo fluorescencia (Firrura 7). Para lo anterior, se utilizo el kit de Roche 

TaqMan Master en un volumen de 10 y1 que contiene: la mezcla 1X de la sonda que contiene 

oligonucleótidos y las sondas de los genes 18s e IL-6, más la mezcla de reacción 1X que 

contiene enzima Fast start, buffer y MgC12 3.5 mM. 





por seg. La adquisición de la fluorescencia se realizó en este ciclo de manera sencilla a 530 nm 

para IL-6 y a 560 nm para 18s. 

Ensayos para evaluar la linearidad de la reacción de TaqMan 

Para analizar la linealidad de la reacción de amplificación, se realizaron curvas de 

amplificación que fberon desde 1 p1 de cDNA sin diluir y diluciones de 1 : 1000 y 1 : 10000 para 

18s. La cuantificación de la expresión para las curvas se realizó mediante el uso del software 

del LightCycler utilizado el análisis de la máxima de la segunda derivada que determina el 

punto de cruce de cada una de las muestras de manera individual mediante un algoritmo que 

identifica el primer punto de inflexión en la reacción de PCR representado por la ganancia en 

la fluorescencia. Este punto corresponde a una relación que es inversamente proporcional al 

logaritmo de la concentración inicial de templado. 

Análisis de cuantJicacidn relativa 

Para el análisis de la expresión de las muestras se utilizó el método del MCt debido a 

que la eficiencia de amplificación para cada primer fue muy similar 1.91 +- 0.01 

ACt = Cp blanco - Cp referencia 

MCt = ACp tratamientos experimentales - ACt tratamiento calibrador 
-MCt Resultado final 2 . 



Animales de experimentaciún 

Se trabajó con ratones Mus musculus, cepa CD-1, machos (30-4Og) criados en el 

Bioterio de la Universidad Autónoma Metropolitana Iztapalapa. Los animales se mantuvieron 

en una dieta básica para roedores y con libre acceso a agua y alimento. Con 20 animales se 

formaron dos grupos control con 10 ratones cada uno: un grupo control sano (GCSI) recibió el 

vehículo (amortiguador de citratos 0.1 M pH 5); el segundo grupo fue el control diabético 

(tratado únicamente con STZ, GCD2). A otros dos grupos de 10 animales cada uno se les dió 

glicina y pioglitazona (tiazolidinediona empleada en el tratamiento de la DT2) diariamente por 

vía oral durante 15 días, antes de la inyección de STZ y durante el tiempo que vivieron. La 

STZ se disolvió en el vehículo antes de su uso. Los animales recibieron STZ a razón de 200 

mgkg por vía intraperitoneal. 

Al inicio y a los días 14, 23, 32, 35, 37 y 45 se determinaron peso corporal (PC), 

consumo de alimento (CA), consumo de agua (CW) y glucemia de las muestras obtenidas de 

la vena caudal. Al inicio y los días 23 y 36 se tomaron las muestras sanguíneas del seno orbital 

del ojo de animales seleccionados al azar para determinar, hemoglobina glucosilada HbAlc, 

transaminasa glutámico oxálica (TGO), transaminasa glutámico pinívica (TGP), colesterol y 

triglicéridos. 

Determinaciún de pardmetros bioquCmicos 

Se tomaron muestras sanguíneas del seno orbital del ojo antes de la administración de 

la primera dosis de vehículo, STZ o glicina y cada 15 días durante 3 meses para determinar: 

peso corporal, el consumo de alimento y agua, gucemia, HbAlc, TGO, TGP, trigIicéridos y 

colesterol. La glucosa en sangre se determinó usando un glucómetro Accutrend Sensor 

Comfort (Roche), la Hbalc en el aparato DCA 2000 (Bayer), TGP, TGO, colesterol, 



triglicéridos, ácido úrico y creatinina se midieron usando tiras reactivas para Reflotrón Plus 

(Roche). 

Análisis estadístico 

Se realizaron comparaciones de las medias individuales k suma de los errores estandar, 

las diferencias estadísticas para cada tratamiento se evaluaron mediante la prueba de t-student. 



RESULTADOS 

La línea celular 3T3-L1 se diferencio de fibroblastos a adipocitos mediante un "# 

de diferenciacibn que incluye i m u h ,  acefato de de~~metasom y metil-imbutil xantina. Los 

adipocitos 3T3-L1 se caracterizaron por tener acumulación & grasa en múltiples vesiculas lo 

que se denomina mult i i lar .  Las vesículas son visibles al microscopio de luz. La 

diferenciación se consideró exha cuando más del 90% de las células adquirieron el fenatipo 

de adipocitos 8). 

Figura 8. La línea celular de ratón 3T3-L1 en estado a) fibroólasto y b) adipocito con 
acumulación & gotas & grasa. 



El tratamiento con insulina 10 nMpor 8 horas disminuye la 

incorporacidn de glucosa en adipocitos 3T3-LI 

Se cuantificó la cantidad de Z-DO-~H glucosa que incorporaron los adipocitos 3T3-L1 

en cuatro experimentos independientes, entre los días de diferenciación 8 y 10 en presencia de 

insulina 100 nM durante 20 minutos. Se presentó una disminución del transporte de la glucosa 

dependiente de insulina del 40 % al comparar el tratamiento control normal (C)  contra el 

tratamiento de inducción de resistencia a la insulina (R) y fue de 52% al compararlo contra el 

de la resistencia más glicina 10 mM (R+ Gly) p < 0.01. La glicina 10 mM por 8 horas no 

mostró efecto significativo sobre el transporte de la glucosa (Gly) (Figura 9). 

Figura 9. La incorporación de 2- DO % glucosa disminuye con el tratamiento de insuiina. Adipocitos 
3T3-L1 entre el 8 y 10 día de diferenciación fueron tratados con 10 n M  de insuiina (R), 10 mM de Glicina 
(Gly), 10 nM de insulina más 10 mM de glicina (R+Gly) y un tratamiento control sin estimular (C). Los 
resultados son las medias de cuatro experimentos independientes más los errores estándar. P > a 0.05 al 
comparar C con R, R + Gly y Gly con R + Gly. 



Linearidady especificidad en los ensayos de PCR en tiempo Real 

Se evaluó la Iinearidad de los ensayos para cuantificar la expresión del RNAm de las 

diferentes adipocitocinas mediante reacciones de PCR en tiempo real, los experimentos se 

realizaron por duplicado y al menos en dos corridas y con dos cDNA independientes y con 

diluciones seriales del cDNA de adipocitos 3T3-L 1 sin tratamiento (1, 1 : 10, 1 : 100, 1 : 1000) 

para los genes de adiponeciina, resistiíia, PPAR-y y p-actina empleado SYBR Green como 

reportero de fluorescencia. La especificidad se evaluó al determinar el tamaño de los 

productos de amplificación en geles de agarosa y al analizar la temperatura de disociación 

mediante el análisis melting observándose un solo pico para cada uno de los protocolos de 

amplificación de SYBR Green GFiauras 10-12). 

Resistina 

Figura 10. Curvas para el establecimiento del rango dinámico de los ensayos con SYBR 
Green. Se utilizó el de cDNA obtenido a partir de 1 pg de RNA total que incluyen 
muestras sin dilución y las diluciones : 1 : 1 0, 1 : 1 00 y 1 : 1000. 





La linearidad de los ensayos de cuantificación del RNAm de IL-6 y del RNA 

ribosomal 18s se evaluó con diluciones seriales del cDNA de adipocitos 3T3-Ll sin 

tratamiento (50, 5, 0.5,0.05, 0.005 ng de cDNA) (Fipura 13). 

-1 o 1 
11-6 error: 0.0293 Loa Concentrrrtion 
eficiencia: 1 .84 

Figura 13. Curvas para evaluar la lineridad y el establecimiento del rango dinámico 
para los protocolos realizados con sondas de hidrólisis (TaqMan) para los genes IL-6 
y 18s. 



La expresidn del RNAm de adiponectina y resist'na se estimula 

durante la d#7erenciacitíre de las cPluIas 3T3-LI 

Se analizó la expresión del RNArn adiponectina y resistina durante la diferenciación en 

cuatro RNAs provenientes de dos experimentos independientes. Al comparar la expresión de 

adiponectina de preadipocitos 3T3-L1 confluentes en el día O de diferenciación (TO) con el día 

2 (T2) la síntesis del RNAm aumenté 66 veces, 500 el día 4 (T4) y hasta 1000 veces el día 8 

(T8) p > 0.01; TO y también T2 vs T4 y T8 (Figura 14). Al comparar la expresión de resistina 

de preadipocitos 3T3-L1 confluentes en el dia O de diferenciación (TO), la síntesis del RNAm 

de resistina aumentó 30 veces el día 2 (TZ), 100 el día 4 (T4) y hasta 250 veces en el día 8 

Tigura 14. La expresión de adiponectina y resistina dependen del grado de la 
iiferenciación. Preadipocitos 3T3-L1 a confluencia fueron diferenciados y el RNA 
otal de los días O (TO), 2 (T2) ,4 (T4) y 8 (T8) se empleó para cuantificar la expresión 
le los genes de adiponectina y resistina por RT-PCR en tiempo real, normalizando con 
3-actina. Los resultados son las medias de cuatro experimentos más los errores 
stándar. P > a 0.01 al comparar TO y T2 con T4 y T8. 



La expresidn de PPAR-ycomo m~rcador de diferenciación se 

estimula durante la dverenciacidn 

Se analizó la expresión del RNAm PPAR-y durante la diferenciación en cuatro RNAs 

provenientes de dos experimentos independientes. Al comparar la expresión de PPAR-y. de 

preadipocitos 3T3-Ll confluentes en el día O de diferenciación TO, la sintesis del RNAm de 

PPAR-y aumentó considerablemente hasta 13 veces el día 2 (T2), 17 el día 4 (T4) y 33 veces 

en el día 8 (T8) con p < 0.01 TO vs T4 y TS y T2 y T4 vs T8 (Fi~ura 151. 

Figura 15. La expresión de PPAR-y depende del grado de la diferenciación. Preadipocitos 3T3-L1 
a confiuencia fueron diferenciados y el RNA totai de los días O (TO), 2 (T2), 4 (T4) y 8 (T8) se empleó 
para cuaníifícar la expresión del gene de PPAR-y por RT-PCR en tiempo real, normalizando con j3- 
actina. Los resultados son las medias de cuatro experimentos más los errores estándar P > a 0.01 al 
comparar TO con T4 y T8 y T2 con T8. 



La expresidn de IL-6 se inhibe durante la diferenciación 

Se analizó la expresión del RNAm IL-6 durante la diferenciación. Al comparar la 

expresión de preadipocitos 3T3-L1 confluentes en el dia O de diferenciación TO, la síntesis de 

IL-6 disminuyó 0.5 el día 2 (T2), 4 el día 4 (T4) y hasta 10 veces en el día 8 (T8) p < 0.01 TO 

vs T4 y TS y T2 y T4 vs T8 (Fivura 161. 

Figura 16. La expresión de IL6 disminuye al aumentar el grado de la diferenciación. Preadipocitos 
3T3-L1 a confiuencia fueron diferenciados y el RNA total de los días O (TO), 2 (T2) ,4 (T4) y 8 (T8) se 
empleó para cuantificar la e'qresión del gene de E-6 por RT-PCR en tiempo real, normalizando con 
18s. Los resultados son las medias de cuatro experimentos más los errores estándar. P > a 0.01 al 
comparar TO con T4 y T8 y T2 con TS. 



La insuüna 10 nM inhibe la expresión de adiponectina y resistina 

Se ha reportado previamente que la insulina en una dosis de 100 nM durante 16 horas 

disminuye la expresión de los RNAm tanto de adiponectina como de resistina en adipocitos 

3T3-L1. En el presente trabajo, para evaluar la expresión de estas dos adipocinas se uso una 

dosis de insulina más cercana a la fisiológica que es de 10 nM durante 8 horas. M comparar la 

expresión del RNA de cuatro experimentos independientes del tratamiento contra el control 

(C) se observó que la insulina 10 nM (R) disminuyó la expresión de adiponectina 50% y 

resistina 30 % p <0.05, también al compararlo con insulina más glicina (R + Gly) 

adiponectina disminuyoc52 %, pero no resistina (p <0.01). El tratamiento con glicina no 

produjo ningún efecto significativo para ninguno de los RNAm de las dos adipocitocinas 

Figura 17. La expresión de los mRNA de adiponectina y resistina disminuyen por efecto 
de la insulina. Adipocitos 3T3-L1 se trataron con insulina 10 nM 8 hrs. (R), glicina 10 mM (Gly), 
insuiina 10 nM más glicina 10 m M  (R + Gly) y un testigo sin tratar (C). El RNA total se emple6 para 
cuantificar la expresión de los genes de adiponectina y resistina por RT-PCR en tiempo real, normalizando 
con B-actina. Los resultados son las medias de cuatro experimentos más los errores estándar. P > a 0.05 al 
comparar C contra R para ambas (A) y (B) y C contra R+ Gly de adiponectina (A). 



La expresión de IL-6 disminuye por efecto de la glicina 

Al comparar el RNA de tres experimentos independientes contra el control normal (C) 

se observó que glicina 10 rnM (Gly) disminuyó la expresión de IL-6 3 1% (p<0.05), se observo 

tambien una disminución en el tratamiento de resistencia a la insulina (R) (pC0.05). (Fipura 

C R GLY R+GLY 

Figura 18. La expresión del mRNA de 1L-ó disminuye por efecto de la insulina. Adipocitos 3T3-L1 
se trataron con insulina 10 nM 8 hrs. (R), ghcina 10 mM (Gly), insulina 10 nM más glicina 10 mM (R + 
Gly) y un testigo sin tratar (C). El RNA total se empleó para -car la expresión de IL-6 por RT- 
PCR en tiempo real, normalizando con 18s. Los resultados son las medias de tres experimentos más la 
desviación estándar. p > a 0.05 al comparar C y Gly. 



La expresión de adiponectina y resistina con tratamiento crónico de 

glicina 

El cultivo de la línea celular 3T3-L1 se mantuvo en condiciones estándares (C) y más 

glicina 10 rnM (GLY) durante todo el proceso de crecimiento y diferenciación. Aunque no se 

obtuvieron diferencias significativas en términos de la síntesis del RNAm, se observaron 

ligeros cambios en al comparar la expresión del RNAm de resistina y adiponectina en las 

células diferenciadas en condiciones estándar (C) contra las muestras tratadas con glicina 10 

m M  (GLY) (Fi~ura 19). 

F C GLY C GLY 

Figura 19. La expresión de resistina y adiponectina tienden a disminuir en e1 tratamiento crónico con glicina 
La línea celular 3T3-L1 se mantuvo en medio DMEM (C) y más glicina 10 mM (GLY) durante todo el proceso de 
:recimiento y diferenciación. El RNA total se empleó para cuantificar la expresión de los genes de adiponectina y 
resistina por RT-PCR cuantitativa en tiempo real, nomializando con p-actina. (noy hay diferencias estadísticamente 
sigmíicativas. 



La glicina no modifió el consumo de agua y de alimento en los 

animales tratados con STZ 

En el grupo control sano, el CA (6.4 danimal) y CW (9.1 miíanimal) permanecieron 

sin cambios durante toda la prueba; en el grupo control diabético el CA y el CW 

incrementaron de manera significativa con respecto al control sano (p<0.05); en el caso del 

grupo tratado con pioglitazona (Pio) se observó un comportamiento similar al control 

diabético en cuanto al PC, a la glucemia y al CW. Sin embargo, el CA permaneció similar al 

control sano. Por último, el grupo tratado con glicina no mostró cambios importantes en el 

CW ni en el CA (Tabla 2) 

Tiempo C0nh.d saw 

Tabla 2. Consumo de agua (mi) y alimento (g) durante el tratamiento con giicina. 



La administración diaria de glicina no modzficn los niveles de 

glucosa, HbAlc, colesterol, tri'glicdridos, TGO y TGP. 

En el gmpo sano, La HbAlc se mantuvo en alrededor de 4%, que corresponde a 

valores normales, en los animales del grupo control sano;en el control diabético la HbAlc y 

los niveles de TGO se incrementaron a 7.05+0.55% y 121 U/{, respectivamente; mientras que 

los demás parámetros permanecieron sin cambios. En el caso del grupo tratado con 

pioglitazona (Pio) La HbAlc y los triglicéridos experimentaron un incremento a 7.8+0.55 y 

105.4 mgídl, respectivamente. Por último, en el grupo tratado con glicina, la HbAlc se 

mantuvo 1.4 % por debajo de los valores del control diabético, aunque por arriba de los 

valores del grupo control sano, no mostrando diferencias estadísticamente significativas en 

ninguno de los casos. Así mismo, no hubo cambios importantes en los demás parámetros con 

respecto ai control diabético (Tabla 3). 

Control 
Diabético 

(sk) 

más 
Piogütazona 

Diabético 
(sk) más 
Glicina 

Control 
sano 

% Hemoglobina 1 Trigliceridos 

- 
Día 

O - 
4.4 * 
0.2 
n=3 

- 
4.4 * 
0.2 
n=3 

- 
4.4 * 
0.2 
n=3 

4.4 * 
0.2 
n=3 

Día 
23 

79.0 
* 

14.5 
n=3 

79.0 
*14. 

5 
n=3 

87.5 
* 

16.7 
n=3 

79.6 
f 

18.3 
n=4 

- 
Día 

O - 
24.1 
* 3.5 
n=2 

- 
24.1 
* 3.5 
n=2 

- 
35.1 
i 6.8 
n=2 

- 
35.1 
* 6.8 
n=2 

- 

TGP (UII) 

Dia 
36 

%.O 
* 

36.7 
n=2 

76.9 
* 9.8 
n=2 

105. 
4* 
22.2 
n=3 

88.7 
* 

15.8 
n=4 

TGO (un) 

- 
Dia 
23 - 

27.7 
* 

25.3 
n=3 

- 
27.7 
* 

25.3 
n=3 

- 
85.9 
* 

47.8 
n=3 

- 
36.9 
* 

20.8 
n=4 

Dia 
36 

74.7 
* 17 
s 2  

27.5 
3 .  
n=2 

32.0 
* 4.5 
n=3 

31.6 
* 5.9 
n=4 

- 
Dia 
36 - 
100 
* 

67.0 
s 2  

- 
121. 
2 * 
49.7 
n=2 

- 
103. 
6 * 
13.7 
n=3 

- 
88.6 
* 

37.3 
n=4 

Día 
O 

44.6 
* 1.4 
n=2 

44.6 
* 1.4 
n=2 

83.5 
* 

37.4 
n=2 

83.5 
* 

37.4 
n=2 

Colesterol 

- 
Día 
36 - 
115. 
o * 
7.0 
n=2 

- 
119 

- 
117. 
5 * 
2.8 
n=3 

- 
124. 
o * 
4.3 
n=4 

m g w  

Tabla 3. Parámetros bioquímicos del experimento in vivo 

Día 
O 

138.0 
*13 
n=2 

138* 
13.0 
n=2 

129.5 
5 2.5 
n=2 

129.5 
*2.5 
n=2 

Día 
23 

109. 
3* 
6.6 
n=3 

109. 
3* 
6.6 
n=3 

109. 
5 1 
8.9 
n=3 

117. 
71: 
13.8 
n=4 



La glicina causó un aumento en la sobrevida de ratones tratados con 

STZ 

En el grupo control sano, la glucosa en sangre (95.5 mgldl) y el PC permanecieron sin 

cambios durante toda la prueba y la sobrevida se mantuvo estable en 90 % de los animales. 

En los animales del grupo diabéticos se observó un decremento en el PC al final de la prueba y 

un aumento progresivo de la glucemia después de la administración de la STZ, alcanzando 

valores de 466.5+37.5 mgtdl. durante el transcurso del experimento y después de la 

administración de STZ los animales empezaron a morir, quedando, al final del estudio (día 

49 ,  únicamente 40% de los animales vivos. Se dió seguimiento hastael día 58 en el que 

ningun animal del grupo con STZ y con Pio quedaron con vida. En el caso del gmpo tratado 

con pioglitazona @%o) se observó un comportamiento similar al control diabético en cuanto a 

la glucemia. Se observo la muerte de todos los animales después del día 35. Por último, el 

grupo tratado con glicina no mostró cambios importantes ni la glucemia, A diferencia de los 

otros grupos tratados con agua y la tiazolidinediona, sólo un animal tratado con gíicina murió 

durante todo el experimento y hasta después de los 58 días de tratamiento. 

- - 

Sobretida de los ratones h atados con giicina A 

Figura 20. La glicina taumenta la sobrevida de los ratones tratados con 
STZ (A). Se muestran tambien Glucosa (B) y el peso corporal (C) 



En la presente investigación se evaluó la glicina como agente antiinflamatono 

protector en la sobrevida, empleando un modelo zn vztro (células en cultivo de adipocitos 

3T3-L1) y uno in vivo (animales tratados con STZ). Ambos modelos se estudiaron en 

condiciones que tratan de simular la diabetes tipo 2 que se presenta en el humano, con la 

finalidad de contribuir al conocimiento de la enfermedad y su relación con otros 

padecimientos, tal como la obesidad, así como continuar con la búsqueda de nuevas 

alternativas para su control. Hoy sabemos que existe gran similitud entre los linajes celulares 

de tipo inmune con los que forman parte del tejido adiposo; que condiciones como la 

obesidad, la DT2 y la resistencia a la insulina son enfermedades que prensentan un perfil 

inflamatorio común y que estas condiciones son las principales causas de morbimortalidad en 

México. 

Las células 3T3-Ll son un modelo de tejido adiposo blanco, de fenotipo de fibroblasto, 

estas células se diferenciaron a un fenotipo de adipocito, observándose los cambios 

caracteristicos del mismo, entre los que se observo la acumulación de gotas de grasa, 

congruente con la información que existe sobre esta línea celular (Gregoire et al., 1998). En la 

presente investigación se determinó aumento en los niveles de expresión de PPAR-7, cambios 

fenotípicos en las células y un aumento en la expresión de adiponectina y resistina, 

confirmando lo reportado anteriormente sobre la regulación de la expresión de adiponectina 

por PPAR-y (Gustafson et al., 2003). En este sentido, existe amplia evidencia de que PPAR-y, 

junto con otros factores de transcripción como CEBP y SRBP-1, juegan un papel fundamental 

sobre la regulación de la diferenciación de los adipocitos, teniendo como principal función el 

arresto de la división celular (Gregoire et al., 1998). 

Además de lo anterior, este es el primer trabajo en el que se caracteriza por PCR en 

tiempo real el perfil de expresión de IL-6 durante la diferenciación, de ahí que se pueda 

concluir que a pesar de que resulta importante la caracterización de dicha expresión en los 



adipocitos totalmente diferenciados, no se debe descartar la reievancia de la expresión de esta 

adipocitocina en otros linajes que se encuentran presentes en el tejido adiposo. 

En el presente trabajo se empleó en un modelo de resistencia a la insulina con y sin 

&cina para evaluar la expresión de los genes de las adipocitocinas. Las células se incubaron 

con una dosis de insulina cercana a la fisiológica 10 nM durante 8 horas y se obtuvo una 

disminución del transporte del glucosa, conforme a lo reportado (Thomson et al., 1997). Por 

otro lado, en este modelo se disminuyó la expresión del RNAm de adiponectina y resistina, 

demostrándose por primera vez que una dosis más cercana a la fisiológica tiene el mismo 

efecto que la reportada en la literatura con 100 nM de insulina por 16 horas, confirmándose el 

efecto que la hiperinsulinemia induce la disminución de la expresión de las adiponectina 

(Fasshauer et al., 2002; Haugen et al., 2001). En cuanto a la glicina, no se encontró que 

aumentara la expresión de adiponectina, a pesar de ser una citocina con efectos 

antiiflamatorios como es el caso de IL-10; esto podría deberse a que la vía de señalización por 

la que la insuiina induce la disminución en la expresión de adiponectina, no tenga el paso 

donde la glicina inhibe la movilización de calcio por al interior de la célula (Spittler et al., 

1999) y también debido a que no existiera suficiente tiempo de incubación para inducir un 

efecto indirecto. Se sabe que la resistina se comporta como una adipocitocina proinflamatoria, 

el hecho de que el tratamiento con glicina no modificara la expresión de su RNAm en el 

modelo de resistencia a la insulina empleado, no descarta del todo un posible efecto de la 

glicina, debido a que el tiempo de incubación con este aminoácido pudo ser insuficiente 

(Fasshauer y Paschke, 2003). 

El hecho de que la insulina no mostró un aumento significativo de la expresión de IL-6 

a las 8 horas en los experimentos de resistencia a la insulina, tambien podría deberse al tiempo 

de incubación ya que Fassahuer había reportado un aumento de la expresión en un tiempo de 

16 horas; sin embargo, la glicina disminuyó la expresión de E-6 en los adipocitos control mas 

glicina (sin insulina), que podna estar mediado por la disminución de la activación de NF-kB 

(Fasshauer et al., 2003a; Fasshauer et al., 2003b). Si en el futuro se encuentran mayores 

evidencias de que la glicina disminuye las concentraciones séricas de IL-6, como lo observado 



en paciente con DT2 tratados con glicina en dosis orales (manuscrito en preparación), 

entonces, el incluir este aminoácido en la dieta de personas con patologías asociadas con 

inflamación, como la obesidad y la DT2, seria de gran beneficio. 

Se realizó también un esquema de tratamiento crónico con glicina 10 mM, aunque no 

se observaron cambios significativos en los niveles de expresión de adiponectina y resistina, 

sin embargo, se observó cierta tendencia a la disminuir la expresión de ambas. Hecho quizá 

debido a una modificación en ei programa de diferenciación al alterar la composición de 

aminoácidos en el medio, ya que estos activan la fosforilación de la proteína ribosomal S6 vía 

mTOR, dándose así un desbalance en las vías de señalización tanto dependiente de Akt como 

de S6 (Gregoire, 2001). Por otro lado, en el caso de la resistina, el tiempo de incubación de 8 

horas al parecer no fue suficiente para que se modificara su expresión en presencia de gIicina, 

mientras que en el tratamiento crónico si se observó cierta tendencia a disminuírla, pudiendo 

darse este efecto de manera similar al demostrado para las citocinas proinflamatorias en los 

linajes celulares de tipo inmune, dependiente de la dismunición de la activación de NF-KB 

(Fasshauer et al., 2001 b). 

En los animales tratados con STZ se presentó hiperglucemia conforme a lo reportado 

previamente por (Singh et al., 2001). La administración diaria de glicina no modificó los 

niveles de glucosa, a, colesterol, triglicéridos, TGO y TGP aunque para HbAlc se mostró 

cierta tendencia a disminuir pero no fue significativ en este modelo. Un dato interesante fue 

que la glicina aumentó la sobrevida de los animales, siendo la primera vez en la que se 

encuentra este efecto bajo estas condiciones, cabe señalar que un efecto protector similar se ha 

reportado previamente en animales tratados con LPS (Ikejima et al., 1996). Aunque en el caso 

de la glicina este resultado es interesante, pudiendo ser un reflejo de sus propiedades 

antioxidantes las cuales deben ser estudiadas más detenidamente y se considera necesario 

confirmar dicha protección en un mayor número de animales. 

Debido a que los modelos in vitro no necesariamente reflejan lo que podría ocurrir en 

un organismo completo y ya que en los modelos in vivo no siempre se pueden reproducir 

exactamente las características de las enfermedades, es necesario que, en estudios posteriores, 



se considere analizar ambos modelos: si la glicina disminuye la expresión de IL-6 y de 

resistina, la cuantificación de la expresión de sus RNAm deben correlacionar con las 

concentraciones respectivas de la proteína circulante. Además, si la glicina tiene efecto sobre 

la expresión de IL-6 deberá realizarse un esquema experimental en el que se considere trabajar 

con agentes proinflamatorios y antiinflamatorios, tanto con preadipocitos y como en 

adipocitos, en modelos in vitro e in vivo y diseñar experimentos con intervalos de incubación 

que completen el presente trabajo. 

A nivel práctico, las perspectivas con el modelo de celulas 3T3-Ll se muestran en la 

Figura 21. 

? Glucosa 1 - Detección de la presencia del 
GlyR. 

? Ac. -OS libres -USO de agonistas y antagonistas 
del GlvR. 

2 - Evaluación de activación de 
NF-kB por de la fosforilación 
de las subunidades de Ik-b. 

3- Evaluación de la expresión 
de otros genes como TNF-a y 
MCP-l. 

FIGURA 21. Para completar la evaluación del efecto de la glicina como antiiflamatoría en condiciones 
asociadas a la obesidad y a la DT2, se sugiere evaluar tanto en adipocitos, preadipocitos y células del 
&roma vascular del TAB, lo que se observa en las cajas 1,2 y 3. 



CONCLUSIONES 

1 .  El tratamiento con glicina durante 8 horas disminuye la expresión del RNAm de IL-6 

en adipocitos 3T3-L1. 

2. La glicina tiende a disminir la expresión del RNAm de resistina y adiponectina en 

adipocitos 3 T3-L 1 tratadas crónicamente. 

3. La glicina no modifica la expresión del RNAm de adiponectina y resistina e IL-6 bajo 

el esquema de resistencia a la insulina. 

4. La administración diaria de glicina no modifica los niveles de glucosa, colesterol, 

trigliceridos, T W  y TGP aunque se observo cierta tendencia a disminuir HbAlc sin 

significacia estadística. 

5. La administración diaria de glicina aumenta la sobrevida de los ratones diabéticos. 
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