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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 inflamacion cronica,
como lo indica el incremento de marcadores de inflamacion como son la proteina C reactiva
(PCR), la interleucina (IL-6) y el inhibidor del activador de plasminogeno (PAI-1) cuya uitima
consecuencia es el desarrollo las complicaciones micro y macro vasculares.

La glicina es un aminoacido con propiedades antiinflamatorias, se ha demostrado que
disminuye la expresion de los mensajeros de las citocina IL-6 y factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-at) y aumenta la IL-10 en células de linaje inmunitario.

Este proyecto tuvo como propésitos fundamentales evaluar el efecto de la glicina sobre
la expresion de adipocitocinas pro inflamatorias de raton: resistina e IL-6 y antiinflamatoria
como adiponectina; asi como evaluar el efecto protector en un modelo de diabetes
experimental.

En los experimentos in vitro se empled la linea celular de raton 3T3-L1 diferenciada a
adipocitos. Se evalué el efecto de glicina bajo condiciones de resistencia a la insulina
(tratamiento agudo) y después del tratamiento cronico. 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 expresion de los RNAm de IL-6
30% con el tratamiento agudo, ademas la expresion de resistina y adiponectina tienden a
disminuir después del tratamiento cronico. También aumenté la sobrevida de los ratones
tratados con STZ hasta un 80 %. En sintesis los efectos de la glicina tanto en el modelo
animal como en los cultivos celulares sugieren que este aminodcido 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 (IL-6),
plasminogen inhibitor activator 1 (PAI-1) that promote micto 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-ar) and
stimulates anti inflammatory interleukin 10 (IL-10).

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.

In vitro experiments were performed in 3T3-L1 cell line differentiated to adipocytes
under chronic glycine (10 mM) exposure and in an insulin reéistance model with or without
glycine (10mM) 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.



INTRODUCCION

En Meéxico, las enfermedades asociadas con la obesidad han aumentado
dramaticamente. Esta condicion predispone y se correlaciona con el incremento de la diabetes
tipo 2 (DT2), la cual se ha convertido en el padecimiento de mayor incidencia y es la primera
causa de muerte en personas de 55-64 afios de edad (Rivera et al., 2002). En el afio 2000 se
calculd que existian 3.6 millones de casos con diabetes (2002). Actualmente la
morbimortalidad de esta enfermedad representa el principal problema de salud en México.
Ademés, en México durante los ultimos 20 afios se ha observado el incremento en la
mortalidad por DT2 a edades mas jovenes (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).

DT?2 y sus complicaciones

Durante el curso de la DT2 la hiperglucemia genera glucotoxicidad y afecta diversas
vias de sefializacion por: activacion de la cinasa C de proteinas (PKC), la activacion de la via
del diacilglicerol, el aumento del metabolismo de las hexosas, aumento en la formacion de
productos avanzados de glucosilacion (AGE) no enzimética y la activacion de la via de los
polioles. Todos estos mecanismos coinciden con la formacién de especies reactivas del
oxigeno (ERO) producidos principalmente en la cadena respiratoria (Reusch, 2003). Ademas,
la glucotoxicidad desencadena procesos proinflamatorios que culminan con las
complicaciones microvasculares y macrovasculares, donde, las primeras ocurren en pequefios
vasos vy dan origen a la nefropatia, retinopatia y neuropatia diabética (40% de todos los casos
reportados). Cabe sefialar que hasta 70% de los diabéticos sufren en el curso de la enfermedad de
alguna forma clinica de neuropatia (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 esté estrechamente relacionada con la hipertension arterial y algunas

dislipidemias (Aronson y Rayfield, 2002).

Obesidad, resistencia a la insulina, inflamaciony DT2

En la actualidad se observa un aumento en el peso corporal promedio incrementandose
el nimero de casos de obesidad en la poblacion mundial. Los factores ambientales-
nutricionales y genéticos, participan en el desarrollo esta pandemia. Aunado a la obesidad se
genera un estado de inflamacién cronica que correlaciona con el desarrollo de enfermedades
como la hipertension, el sindrome metabélico 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. Asi, la hiperisulinemia y el incremento de glucosa pueden
promover la inflamaciéon, como se ha reportado en la obesidad y la diabetes, 1a cual se
caracteriza por el incremento en las concentraciones plasmaticas de la proteina C reactiva
(PCR), interleucina 6 (IL-6) y el inhibidor del activador de plasminégeno tipo 1 (PAI-1),

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

Tratamiento de la DT2

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 concentracién

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



evolucion de la enfermedad, motivo por el cual muchas de las investigaciones se han enfocado
a desarrollar terapias que ademas de corregir la hiperglucemia y modificar el metabolismo de
los lipidos, también disminuyan el estrés oxidativo asociado con la generacion del proceso

inflamatorio en la DT2, la misma inflamacion 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 nefropatia diabética, aparentemente por sus propiedades antioxidantes (Zhong et al., 1999a).
" Con base en estos efectos, la glicina podria 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).

Estreptozotocina como Modelo de estudio de diabetes

La estreptozotocina es un farmaco altamente utilizado para inducir diabetes
experimental. Los mecanismos de accion en las células B del pancreas se han investigado
intensamente y actualmente estan bien entendidos. La accion citotdxica de la estreptozotocina
es mediada por la formacion de agentes reactivos del oxigeno. La hiperglucemia inducida por
la estreptozotocina se ha descrito como un modelo util 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 quimicamente como N-
{ metilnitrocarbamoil }-D-glucosamina (Kamtchouing et al., 1998). La estreptozotocina entra a
las células B via el transportador de glucosa (GLUT2) y causa alquilacion del DNA. El dafio al
DNA activa la poli-ribosilacion de ADP, un proceso que es mis importante para la

diabetogenicidad de la estreptozotocina que el dafio al ADN. La poli-ribosilacion lleva a la



deplecion del NAD+ celular y del ATP. La defosforilacion aumentada del ATP, después del
tratamiento con estreptozotocina, suministra un sustrato para la xantina oxidasa y resultando
en la formacion de radicales superdxido. Como consecuencia de esto, también se generan
peroxido de hidrogeno y radicales hidroxilo. Ademas, la estreptozotocina libera cantidades
toxicas de Oxido nitrico, el cual inhibe la actividad de la aconitasa y participa en el dafio al
ADN. Como resultado de esta accion, la célula P presenta destruccion por necrosis
(Szkudelski, 2001). Por tal motivo, la estreptozotocina es considerada un potente agente
alquilante del ADN que actiia como donador de o6xido nitrico en las células pancredticas,
principalmente debido a que las células beta son particularmente sensibles al dafio por el NO y
por radicales libres a causa de los bajos niveles de enzimas que los atrapan (Singh et al,,
2001).

Se ha determinado también que la administracion de superoxido dismutasa a ratas 10 6
15 minutos antes de la administracion de estreptozotocina previene o atenua
significativamente los efectos de esta Gltima (Diaz-Flores et al.,, 2005). Otros trabajos han
reportado la pérdida de la accion 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 aminodcido mas sencillo, se encuentra dentro del grupo de los
aminoacidos no esenciales y est 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 alcohélica,
fibrosis hepatica, artritis y por toxicidad medicamentosa. Los mecanismos por los cuales la
glicina protege permanecen sin comprenderse del todo. Los mecanismos propuestos incluyen
la supresion de la sefializacion por calcio, la disminucion en la formacion de radicales libres y
el bloqueo de la permeabilizaciéon de la membrana plasmatica que precede a la necrosis
oncotica. En este sentido, recientes evidencias han mostrado que la glicina es un agente

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

Activacion de los canales de cloro dependientes de glicina y la

modulacion de los canales de calcio

La activacion 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
estan localizados en la membrana celular de las neuronas postsinapticas neuronales de la
espina dorsal. La activacion de los GlyR lleva a un incremento en la conductancia por cloro
(Werman et al., 1967), que hiperpolariza las membranas postsinapticas y contrarresta la accion
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 ¢ inmunes como los

macréfagos, monocitos, neutrofilos 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 tabulos proximales (Miller y Schnellmann, 1994; Qu et al., 2002;
Yamashina et al., 2001; Zhang et al., 2000). El GlyR estd compuesto por subunidades: bla a,
que es la subunidad de union a ligando; la B o subunidad estructural y la gefrina, subunidad de |
anclaje al citoplasma. Se organizan como un pentamero constituido por subunidades a o
combinaciones de a y B que se unen a gefrina (Pfeiffer y Betz, 1981). La glicina tiene una
constante de afinidad a su receptor (ECsp) de 20 a SO uM. Otros agonistas pueden unirse al
GlyR como el glutation reducido (Ki= 10 uM) y el dipéptido cisteinil-glicina. La glicina
bloquea el incremento intracelular de iones de calcio en respuesta a diferentes estimulos, como
las endotoxinas, los polisacaridos como el peptidoglicano (PG-PS) y el péptido bacteriano
formilmetionina-leucina-fenilalanina (FMLP), acidos biliares, D-galactosamina, proliferadores
peroxisomales, ciclosporina A, prostaglandina E; (PGE;), 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 sefializacion para varios
eventos intracelulares, entre los que se encuentran la produccion de citocinas y de mediadores
de la inflamacion, la activacion de enzimas tipo proteasas y la fosfolipasa A (PLA), que
inducen proliferacion y muerte celular. La activacion de macrofagos lleva a la produccion de
especies reactivas de oxigeno y de nitrogeno. La activacion del GlyR suprime estos eventos
dependientes de calcio, al inducir el influjo de cloro y, consecuentemente, la hiperpolarizacion
de las membranas celulares y la inhibicion de la apertura de los canales de calcio dependiente

de voltaje (Figura 1).
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Figura 1. Mecanismo de accion de la glicina. Lipopolisacarido (LPS), Fosfolipasa C
(PLC), inositol trifosfato (IP3), Calcio ca™, Cloro (Cl), potencial parcial (57, Glicina (Gly), Receptor de
glicina (GlyR), Fosfolipasa 2 (PLA2), Oxigeno molecular 0,, Factor nuclear k B (NF-kB), factor de necrosis
tumoral (TNF-a), interleucina 1 (IL.-1), interleucina 6 (IL-6).

Efectos de la glicina sobre los radicales libres y la inflamacion

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., 1999b). Las especies
reactivas de oxigeno (ERO) pueden dafiar varias moléculas que son importantes en la
actividad biologica de todas las células, como son: los lipidos, el DNA y las proteinas
(Hensley et al, 2000; Ryan y Aust, 1992). Las ERO activan a la fosfolipasa Az, la cual
aumenta la produccion de mediadores lipidicos 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 formacion de ERO. En la
nefrotoxicidad por ciclosporina, la glicina inhibe la vasoconstriccion y la repercusion posterior
a la isquemia (Zhong et al., 1999a). La glicina previene el shock hemorragico inducido por la
activacion de las células Kupffer del higado al mejorar el estrés oxidativo y minimizar la
desregulaciéon de enzimas antioxidantes como la superdxido dismutasa dependiente de
manganeso, la glutation 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 accién demostrada en los
macrofagos es inhibir su activacion por la via de factores de transcripcion y la sintesis de
citocinas. La glicina también disminuye la formacion de superdxidos en macrofagos activados
por PG-PS, neutrofilos por FMLP y macréfagos alveolares por lipopolisacarido (Li et al,
2001; Wheeler et al., 2000b). También inhibe la activacion de NF-xB en varios modelos
incluyendo a los de shock hemorragico en ratas (Mauriz et al., 2001), macréfagos del bazo
expuestos a PG-PS (Li et al., 2001) y células Kupffer de higados expuestos al proliferador
peroxisomal WY-14,643 o a acidos 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 TNF-a e IL-6, y promueve la secrecion de la citocina antiinflamatoria IL-10
(Grotz et al., 2001). Se ha encontrado que disminuye la expresion de IL-1 y TNF-a pero
aumenta la expresion de IL-10 en monocitos y la secrecion de TNF-a, en células Kupffer

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

Las adipocinas y su érgano secretor el tejido adiposo

En afios recientes se ha reconocido que el tejido adiposo secreta varias moléculas
bioactivas llamadas édipocinas o “adipocitocinas”. Estas provienen principalmente del tejido
adiposo blanco (TAB) y tienen un papel primordial en la homeostasis de varios procesos
fisiologicos, entre los que se incluyen; la ingesta de alimentos, la regulacion del balance
energético, la accion de la insulina, el metabolismo de la glucosa (por ejemplo, la proteina

estimuladora de acilacion (ASP), el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), la interleucina 6
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(IL-6), 1a resistina, la leptina y la adiponectina); también participan en la remodelacion de la
vascularizacion, la regulacion de la presion arterial y la coagulacion (como el

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

En el humano el tejido adiposo se divide en: tejido adiposo marron (TAM), que es el
encargado de la termogénesis, y el TAB, encargado del almacenamiento de la grasa y la
secrecion de citocinas. Como tejido secretor, el TAB presenta varias caracteristicas inusuales:
i) no esta confinado en una sola region, se encuentra distribuido a través de todo el organismo
en depositos individuales que no estan conectados fisicamente y no es clara la regulacion de la
secrecion de moléculas por los depdsitos ni como se regula su conexion a través de estimulos
humorales y nerviosos; ii) estid constituido por diferentes tipos celulares, que incluyen
- fibroblastos, preadipocitos, adipocitos maduros y macrofagos, los cuales contribuyen y
ademads participan, en mayor o menor grado, en la funcion secretora del TAB; /i) el tejido
adiposo es sumamente heterogéneo en término de sus capacidades metabdlicas, de acuerdo
con su localizacion visceral o subcutanea (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 cudl es la contribucién de este tejido a las concentraciones de adipocinas
circulantes. Ademas, es poco lo que se conoce con respecto a los mecanismos moleculares
involucrados en la biosintesis y la exocitosis de las adipocinas, aunque existe evidencia de
algunos mecanismos de regulacion en las vias de secrecion en los adipocitos (Mora y Pessin,

2002).

La sintesis de las adipocinas se encuentra desregulada en respuesta a las alteraciones de
la masa del TAB. Se ha observado que la obesidad y las patologias asociadas a la misma
presentan una respuesta inflamatoria crénica caracterizada por: produccion anormal de
citocinas, aumento de los reactantes de fase aguda y activacion de vias de sefializacion
relacionadas con las respuestas inflamatorias (Wellen y Hotamisligil, 2003). Una caracteristica
muy interesante es que la inflamacion cronica interrelaciona con la obesidad, la diabetes tipo 2

(DT2), 1a enfermedad cardiovascular y el sindrome metabélico.

11



En la actualidad es importante visualizar, a través de un panorama general, 1a expresion
de las adipocinas en el tejido adiposo y el de aquellas asociadas al aumento en la masa del
TAB, la relacion 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.

Adipocitocinas y la homeostasis metabdlica

Uno de los principales efectos de las adipocinas es la homeostasis metabolica, ya sea a
~ través de la sensibilizacién o desensibilizacién de la accion de la insulina en los diferentes
tejidos blanco (resistencia a la insulina). La obesidad se caracteriza clinicamente por un
indice de masa corporal (IMC) mayor a 30 kg/m®, donde ocurre un aumento desmesurado de
la adiposidad, principalmente la del TAB visceral. En estos tejidos se ha demostrado un
incremento de las adipocinas pro inflamatorias (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).
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Figura 2. Efecto de las adipocitocinas sobre la sensibilidad a la insulina, la ingesta de alimento, la
inflamacion y el sistema vascular. Los signos indican el tipo de regulacion que sjercen las adipocitocinas
después de ser secretadas por el tejido adiposo.

Proteina estimuladora de acilacion (ASP)

El TAB produce varias proteinas de la via alterna del complemento, entre las que se
encuentra la adipsina que es una proteasa de serinas idéntica al factor D de esta via (Cook et
al., 1987). En este sentido, el TAB del humano libera gran cantidad de ASP, que es una
proteina 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
acompaiiados de una sobre expresion moderada del RNAm de C3 en el TAB. No se sabe si el
incremento en la concentracion plasmética de ASP produce un aumento en su actividad o una
resistencia. La resistencia a ASP podria promover la redireccion del flujo de &cidos grasos
libres del TAB al higado (Cianflone et al., 2003). En el hepatocito, la ASP estimula el
almacenamiento de triglicéridos a través de la estimulacion del transporte de glucosa, el

aumento de la reesterificacion de acidos grasos libres y la inhibicion de la lipolisis (Cianflone
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et al,, 1999; Van Harmelen et al., 1999). Sin embargo, su receptor y la via de sefializacion 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 reducciéon moderada de la
masa del TAB, tanto en una dieta normal como en una alta en grasas; ademas, el raton

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

Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-c)

TNF-a fue el primero de los productos del tejido adiposo que a nivel molecular se
encontro 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 proteina 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 proteina de TNF-o
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 articulo reciente reporta que en individuos obesos la mayor parte de la liberacion
de TNF-a en el tejido adiposo se presenta en las células no adiposas (Fain et al., 2004), A
nivel molecular, TNF-a induce la lipolisis, 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 fosforilacién en residuos de serina, como la
expresion del transportador de glucosa (GLUT-4) (Stephens et al., 1997). En la obesidad se
han observado aumentos de la forma de TNF-o unida a la membrana (26 kDa) y esta forma
puede actuar de manera autOcrina alterando profundamente la biologia del TAB (Xu et al.,
2002). De manera local, el TNF-a aumenta la expresion de los genes de PAI-1 y C3 y
disminuye la de adiponectina en el TAB (Ruan et al., 2002). En sintesis, en la obesidad el
TNF-a regula vias en el TAB mediando, al menos en parte, las alteraciones en los niveles

plasmaticos de otras adipocinas (Fasshauer y Paschke, 2003).
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Interleucina 6 (IL-6)

La IL-6 es secretada por varios tipos celulares entre los que se encuentran las células
del sistema inmune, fibroblastos, células endoteliales, miisculo esquelético y por supuesto el
tejido adiposo. Esta proteina es secretada en forma glucosilada cuyo peso molecular es de 22
a 27 kDa 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 proteina circulante) (Mohamed-
Ali et al,, 1998). La IL-6 es secretada principalmente por el tejido adiposo visceral y no por el
subcutaneo (Fried et al., 1998); sin embargo, es posible que la mayor liberacién de esta
citocina se deba a las células del estroma vascular (Fain et al., 2004). La IL-6 plasmatica
correlaciona positivamente con la adiposidad y negativamente con la sensibilidad a la insulina.
La IL-6 tiene un efecto directo sobre la sensibilidad a la msulina por varios mecanismos ya
que es secretada por el TAB en los depositos viscerales, llega al higado y puede estimular la
secrecion hepatica de triglicéridos y la gluconeogénesis (Nonogaki et al., 1995). Se sugiere
también que IL-6 participa en la resistencia a la insulina alterando la sefializacion en los
hepatocitos por la induccion de la proteina SOCS-3 (siglas en inglés Supresor of Cytokine
Signaling-3), inhibiendo la autofosforilacion del receptor de la insulina dependiente de
insulina (Senn et al, 2002). Aunado a esto, en adipocitos de raton disminuye también la
activacion del IRS-1 y Ia 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 muasculo y apoptosis en las células f§ (Sandler et al., 1990; Shimabukuro et al., 1998). En
conclusion, IL-6 puede actuar a varios niveles, tanto de forma paracrina y autocrina 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.
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Resistina

Una nueva proteina secretada en el TAB, también conocida como ADSF (siglas en
inglés Adipose Tissue Specific Secrétory Factor) es la resistina (Han et al., 2001; Steppan et
al., 2001). Esta adipocitocina pertenece a una familia de proteinas de secrecion ricas en
cisteina llamadas FIZZ (siglas en inglés Found Inflammatory Zone), ahora conocida como
Retn. El RNAm de la resistina codifica para un polipéptido de 114 aminoacidos, con 20 de
ellos como péptido sefial, que es secretado en forma de dimero (Steppan y Lazar, 2002). La
resistina también se expresa en células inmunocompetentes (Milan et al., 2002; Savage et al,,
2001). La proteina humana presenta 59% de homologia con el raton, su expresion en el TAB
humano es menor a la de los ratones y no esta del todo claro cual es su papel en el desarrollo
de la resistencia a la insulina en humanos (Savage et al., 2001). En ellos, la principal fuente de
resistina parecen ser los macrofagos (Nagaev y Smith, 2001; Savage et al, 2001) y su
expresion correlaciona con la resistencia a la insulina (Gustafson et al., 2003; McTernan et al.,
2002). Estudios recientes han reportado que tanto la expresion 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 sistémico 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 infusioén de resistina en
ratas induce la resistencia a la insulina en el higado y aumenta la produccién 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 hepatico, pero no en el miasculo (Bays et al.,

2004; Gustafson et al., 2003).
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Leptina

La leptina es una proteina de 167 aminoacidos 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 funcidn al unirse con sus
receptores (Ob-R), siendo el mejor caracterizado el Ob-Rb que activa la via de sefializacion
del sistema de Jak-Stat (Pitias et al., 2004). La leptina participa en la regulacién normal a
largo plazo de la ingesta de alimentos, el peso corporal, el gasto energético y las funciones
neuroendocrinas. Sin embargo, es paradojico el hecho de que la leptina se encuentra
sobreexpresada en el TAB en la mayoria de los obesos, lo que ha llevado al desarrollo del
concepto de la resistencia a la leptina. A nivel fisiologico, la leptina induce un efecto
sensibilizador de insulina, al promover la oxidacion de acidos grasos libres y la reduccion de
la acumulacion de grasa ectopica 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 activacion de AMPK en el musculo esquelético e indirectamente en el eje del
sistema nervioso simpatico hipotalamico (Minokoshi et al., 2002). Lo anterior favorece la
inhibicion de la entrada de acidos grasos a la mitocondria por malonil CoA y la oxidacion de
acidos grasos (Ebihara et al., 2001; Shimomura et al, 1999). Un mecanismo planteado de la
resistencia a leptina puede ser la induccion del supresor de la sefializacion de citocinas 3

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

En la inflamacion la leptina actia directamente sobre los macrofagos para aumentar su
actividad fagocitica y la produccion de citocinas pro inflamatorias (Chandra, 1980; Fernandes
et al., 1978; Gainsford et al., 1996). También se ha involucrado a la leptina en la inflamacion
asociada con la arteriosclerosis y el sindrome metabodlico (Pickup y Crook, 1998). La leptina
actia como una sefial en la regulacion de la sensibilidad a la insulina a nivel de todo el
organismo. De manera mas 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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Adiponectina

La adiponectina, que también es conocida por los nombres adipoQ, ACRpSO, apM1,
GBP28, esta compuesta por una cola de colageno y una cabeza globular, que forma dimeros y
trimeros; estos complejos de alto peso molecular se encuentran en la ciréulacién, aunque no se
ha determinado cual es la forma bioactiva (Pajvani et al., 2003). Hoy en dia, las tnicas células
que se conoce que secretan adiponectina son los adipocitos del TAB y del TAM
(Viengchareun et al., 2002). La adiponectina ejerce su funcion al unirse a sus receptores

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

De manera contrastante con las otras adipocinas, la expresion de adiponectina y sus
concentraciones en el plasma no se encuentran aumentadas sino mas 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, razon 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 nifios
obesos realizado en nuestro laboratorio mostrd que las concentraciones de adiponectina
plasmaticas pueden encontrarse disminuidas de manera previa al desarrollo de 1a DT2 (Cruz et
al., 2004). Tanto los tratamientos nutricionales como farmacologicos para mejorar la
sensibilidad a la insulina, que implican la pérdida de peso por la restriccion calorica y el
tratamiento con tiazolidinedionas (TZD), aumentan la expresion del gene de adiponectina en
el TAB y aumentan los niveles plasmaticos de la proteina (Bruun et al., 2003; Combs et al,,
2003; Combs et al., 2002; Maeda et al., 2001). El efecto estimulante de las TZD es regulado
via la activacion del heterodimero PPARy/receptor retinoico X y por la subsecuente union 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 IL-6 son potentes inhibidores de
la expresion y secrecion 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 induccion de la
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resistencia a la insulina por TNF-o e IL-6 puede también ejercer una inhibicién autdcrina
paracrina de la liberacion de adiponectina. Estudios recientes, revelan que la administracion
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 adhesion de los monocitos a las
células endoteliales y la transformacion de macrofagos a células espumosas in vitro (Ouchi et
al., 1999; Ouchi et al., 2001). El fenotipo del raton knockout para adiponectina confirmoé que
existe un efecto protector mediado por adiponectina contra la aterosclerosis y la induccion 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 oxidacion de acidos
grasos a través de la activacion de AMPK en el musculo esquelético (Tomas et al., 2002;
Yamauchi et al., 2002); de manera similar a la accion de la leptina, la adiponectina activa a la
AMPK en el higado y como resultado, disminuye la sintesis de glucosa por el tejido hepatico

(Combs et al., 2001; Yamauchi et al., 2002).
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Adipocinas y la homeostasis vascular

La regulacion de la homeostasis vascular juega un papel primordial en el incremento
del tejido adiposo. Cuando este tejido se expande, participan varios factores troficos que
pueden desencadenar complicaciones a nivel sistémico, ya sea por si mismos o por el aumento
en la obesidad. Un ejemplo de esto es la hipertension relacionada con el sindrome metabolico.
Entre las citocinas que participan en dichos procesos se encuentra el angiotensinogeno (AGE)

y el inhibidor del activador de plasminogeno (PAI-1)(Bays et al., 2004) (Figura 2).

Angiotensinogeno (AGE)

Estudios epidemioldgicos han mostrado que los niveles circulantes del AGE, que es el
precursor del péptido vasoactivo angiotensina II, correlacionan positivamente con la presion
arterial. El higado es la fuente principal de AGE, aunque el TAB es considerado como una de
las principales fuentes extrahepaticas en sujetos obesos. En los estudios con ratones, cuando
se introduce el gene de AGE tejido especifico en el TAB se sobreexpresa el RNAm de AGE
en el tejido adiposo y se observa un aumento de esta proteina en el plasma, acompafiado de
hipertension y crecimiento del TAB. La reexpresion de AGE en el tejido adiposo en el raton
nulo para AGE, animal que es hipotenso y delgado, es suficiente para reestablecer el volumen
del tejido adiposo blanco y normalizar la presion arterial (Massiera et al., 2001a),(Massiera et
al., 2001b). En conclusion, la produccion de AGE por el TAB aumenta los niveles circulantes
de la proteina en sujetos obesos, favoreciendo la hipertension (Ailhaud et al., 2000). El
incremento en la sintesis de AGE puede contribuir al aumento del TAB, atribuible al hecho de
que la angiotensina II actGa localmente como factor tréfico para la formacion de nuevas

células adiposas (Saint-Marc et al., 2001).
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Inhibidor del activador de plasmindgeno (PAI-1)

En afios recientes se ha observado que en la obesidad el deterioro del sistema
fibrinolitico participa en las complicaciones cardiovasculares, defecto asociado con la
presencia de altas concentraciones del PAI-1, el cual es principal inhibidor de la fibrinolisis.
El PAI-1 es una proteasa de serinas que inhibe al activador de plasmindgeno, cuya funcion es
dar origen a la plasmina para activar la cascada fibrinolitica. El TAB, las células del estroma
vascular y los preadipocitos de la grasa visceral, son la principal fuente de PAI-1 plasmatico
(Bastelica et al., 2002; Mavri et al., 2001; Mavri et al., 1999). En el TAB y otros tejidos, el
PAI-1 afecta la migracion celular y la angiogénesis mediante la competencia con vitronectina
por el sitio de union para integrina en la matriz extracelular, efecto observado in vitro para la
| migracion de los preadipocitos (Crandall et al., 2000). Es a través de esta funcion que PAI-1
puede afectar el crecimiento del TAB. También se ha observado que la sobreexpresion 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 inhibicion del gene de PAI-1
reduce la adiposidad (Schafer et al., 2001) pero no tiene ningtn efecto significativo sobre la
masa del TAB en el modelo de induccion de obesidad por dieta (Morange et al., 2000). En
conjunto estas observaciones sugieren que en la obesidad el aumento en la secrecion de PAI-1
por el TAB, aunque inhibe la fibrindlisis, ejerce un efecto protector contra el crecimiento
excesivo del TAB. Por altimo, en la resistencia a la insulina, la secrecion 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 Adiposo y Sistema Inmune

La mayoria de los estudios han examinado al tejido adiposo y a los adipocitos para la
busqueda de los mecanismos subyacentes de la obesidad, sindrome metabdlico, diabetes tipo 2

y la arteriosclerosis, que presentan defectos tanto en las vias metabolicas como en las
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inflamatorias. 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 inflamacion. Se ha
observado que los adipocitos y varias células del sistema inmune, tales como las células T y
los macrofagos, poseen caracteristicas similares en cuanto a la produccién de citocinas pro
inflamatorias y a las vias de sefializacion (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 criticos para los adipocitos,
incluyendo aquellos que codifican para factores de trascripcion, citocinas, moléculas
inflamatorias, transportadores de acidos grasos y receptores basureros (scavenger) también son
expresados en los macrofagos y tienen un papel importante en la biologia del macrofago
(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
macrofagos. En este sentido, se ha observado que los preadipocitos pueden sufrir una
transdiferenciacion y adquirir la capacidad fagocitica al ser introducidas en el peritoneo
expresando F4/80, Mac-1 y CD45, pero este fenomeno es dependiente de la presencia de

macrofagos (Ron et al., 1992).

Macrofagos en la obesidad

A partir de la comparacion de patrones de expresion de genes entre muestras de tejidos
adiposos humanos y de ratones obesos contra controles delgados, asi como de estudios que
correlacionan los patrones de expresion genética en sujetos con diferentes grados de obesidad
(Weisberg et al., 2003), se ha encontrado que la infiltracién de macréfagos 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 expresion de genes de los macréfagos 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 llego a la conclusion de que algunas
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adipocinas, principalmente leptina, provenientes de los adipocitos maduros activan células
endoteliales y por ende la estimulacion de la diapédesis de los monocitos y la acumulacion de
macrofagos en el TAB. Bajo estas condiciones, el incremento en la masa TAB y el
subsecuente aumento de la expresion de las adipocinas inflamatorias y la disminucion de
adiponectina contribuyen al estado de inflamacion crénica caracteristico de la obesidad y el

sindrome metabolico (Curat et al., 2004).

Tejido adiposo Linaje celular Condiciéon
Normal Obesidad
PAL-1 ++ PAL-l ++++

Reticuloendotelial — L6+ IL6 ++++

ASP ++ ASP ++++

- . IL-6 ++ IL-6 ++++

— Preadipocito —> | e TNF 4+

IL-6 ++ IL-6 ++++

i+ : TNF-a + TNF-0 ++
(/ “i.’ D Macrofago » | Resistina + Resistina +++
Leptina ++ Leptina ++++

™ Adipocito ——»|mire- TNF 1t

Resistina + Resistina +++
Leptina++ Leptina ++++
AGE ++ AGE++++

Adiponectina ++++ | Adiponectina +

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

expresion relativa.

23



Teoria evolutiva como explicacion del proceso inflamatorio en el

TAB

Existen varias propuestas con respecto a la relacion estrecha que ocurre entre las
respuestas metabolicas y las respuestas de tipo inmunologico. Una de las maneras de
explicarlo es la evolutiva. De acuerdo con ésta, las estructuras que controlan funciones
metabdlicas e inmunoldgicas 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 homologas a las células del higado
del sistema hematopoyético y del sistema inmune del humano. Se observé que
~ evolutivamente este sitio corresponde al tejido adiposo humano ya que para ambas especies es
ahi donde se lleva un control estricto de la adipogénesis (Tong et al., 2000). En éste escenario
es posible deducir qué moléculas y vias en comin pueden regular tanto las funciones
metabolicas como las inmunologicas. Aunado a esto, el factor de transcripcion NF-xB y el
sistema JAK/STAT en humanos regulan la expresion de citocinas, primero bajo el estimulo de
nutrientes (e.g. glucosa y acidos grasos) y después por la retroalimentacion de las adipocinas
producidas en los diferentes tipos celulares que componen al TAB (adipocitos, preadipocitos,
macrofagos y células reticulo endoteliales) y en la resistencia a la insulina (Figura 4), el
mecanismo es similar a sus homologos expresados en el cuerpo graso de Drosophila (Tong et
al., 2000).

Ademas, esta cercania entre la regulacion de las funciones metabllicas e
inmunologicas parece ser ventajosa, ya que el organismo necesita organizar y redistribuir sus
reservas metabolicas durante el desarrollo de una respuesta inmune o inflamatoria. De hecho,
las respuestas mas primitivas integran tanto las vias sensibles a patogenos como a nutrientes.
Es asi que los nutrientes pueden evocar respuestas inmunes y los patégenos pueden regular

respuestas metabolicas (Wellen y Hotamisligil, 2003).
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FIGURA 4. Mecanismos de la regulacion de expresion de las adipocitocinas que comparten los linajes
celulares que componen al tejido adiposo. 1. Altas concentraciones de glucosa y dcidos grasos estimuian
el estrés oxidativo y activan factores de transcripcion que a su vez regulan la expresion de citocinas pro
y antiinflamatorias. 2. Como consecuencia se¢ establece un ciclo en el que las adipocitocinas y la
inflamacion causada por las mismas estimulan su propia expresién, aumentando la resistencia a la
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JUSTIFICACION

Actualmente la morbimortalidad a causa de la DT2 representa el principal problema de salud
en México. En los altimos 20 afios se ha observado que el incremento en la mortalidad por
DT2 a edades mas jOvenes estd intimamente relacionado con la obesidad donde se generan

estados de inflamacion cronica en los diferentes tejidos.

Con los antecedentes sobre el efecto de la glicina que disminuye la expresion de los
mensajeros y la proteina 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 (IL-6,
resistina) y antiinflamtoria (adiponectina) en un modelo in vitro de adipocitos de raton, donde
se induce la resistencia a la accion de la insulina y se conoce como se expresan los genes que
codifican para las citocinas inflamatorias. Ademas, tomando en cuenta que la glicina mejora la
sensibilidad a la insulina, disminuye los niveles de HbAlc y protege contra la nefropatia
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 investigacion tiene como propoésito conocer los efectos de la glicina a nivel basico
para sustentar su aplicacion 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.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de la glicina, sobre la expresion de adipocitocinas
proinflamatorias y antinflamatorias en un modelo in vifro (adipocitos 3T3-L1) y sobre

parametros 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 expresion del RNAm que codifica para las adipocitocinas durante el
proceso de diferenciacion de los adipocitos 3T3-L1.

3. Determinar el efecto de la administracion de glicina sobre la expresion del RNAm de
adipocitocinas durante la diferenciacion 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, asi como los parametros de peso corporal,

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

Si la glicina tiene un efecto benéfico en los procesos inflamatorios y en el estrés
oxidativo, entonces actuara inhibiendo la expresion de las adipocitocinas proinflamatorias IL-
6 y Resistina e incrementando la expresion de la adipocitocina antiinflamatoria, adiponectina
en adipocitos 3T3-L1, asi como la diminucion de la HbAlc y aumentando la sobrevida de

ratones tratados con STZ.
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MATERIALES Y METODOS

Reactivos

- Médio de cultivo DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Médium de GIBCO)
- Placas de cultivo CORNING de seis pozos. '
- Suero fetal bovino (SFB) qualified (GIBCO)

- Metilhidroxibutilxantina (SIGMA, St. Louis, MO)

- Dexametasona (marca SIGMA, St. Louis, MO)

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

- MEM (GIBCO 61100)

- 2 Desoxi- (2,6-°H )glucosa (Amersham,)

- Reactivo de Lowry (BioRad)

- TriPure (Roche)

- Cloroformo (MERK)

- Agua libre de RNasas (Promega)

- Kit DNAsaQ (Promega)

- Bromuro de etidio (Biorad)

- Buffer de carga (10X Biorad)

- Kit DNA Master SYBR Green I (Roche)

- Kit DNA TagMan Master (Roche)

- Estandar de DNA 100 pb (Roche)
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Cultivo celular

Diferenciacion de fibroblastos 3T3-L1 a adipocitos

Los fibroblastos de la linea 3T3-L1 se cultivaron en botellas de 75 cmz, durante 5 dias,
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 mas glutamina 2 mM, aminoacidos no esenciales,
piruvato de sodio y gentamicina con una concentracion de glucosa de 25.5 mM, en una
incubadora a 37° C, con atmésfera de CO; al 5%. Dos dias después de la confluencia (dia 0,
con aproximadamente 700 mil células por pozo) se indujo la diferenciacion con
metilhidroxibutilxantina (0.5 mM), dexametasona (0.25 uM) e insulina (0.8 uM o 5 ug/ml) en
DMEM con 10% de suero fetal bovino. Después de dos dias se cambié el medio
suplementado solamente con insulina (5 pg/ml). A partir del cuarto dia el medio se cambio
cada dos dias sin la adicion de insulina. Las células fueron usadas para inducir resistencia a la
insulina entre los dias 8 y 12 de diferenciacion, en donde 90% de las células expresaron el
fenotipo de adipocitos, caracterizado por la acumulacién de gotas de grasa (Gregoire et al.,
1998), en otros casos las células se utilizaron en los dias de diferenciacién que se indicaran

mas adelante.

Induccion de resistencia a la insulina en adipocitos 3713-L1

Las células 3T3-L1 completamente diferenciadas se incubaron en medio de cultivo
MEM suplementado o no con glicina 10 mM. Para la induccion de la resistencia a la insulina
(R), al cultivo se le adiciond insulina 10 nM y se incubaron durante 8 horas en las condiciones
que ya se indicaron; el medio mas la hormona se cambid cada 2 horas y el efecto del

tratamiento se verificé midiendo la incorporacion de 2-Desoxi-(2,6-’H) glucosa dependiente
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de insulina 100 nM, comparando con la incorporacién de glucosa en células control sin

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

Incorporacion de 2-desoxi-"H glucosa

Después de la incubacion por 8 horas, las células se lavaron 3 veces con 2 ml de Krebs
Ringer Fosfatos (KRP) + glucosa 20 mM y albumina de suero bovino (ASB) al 1%, incubando
20 minutos cada vez, a 37° C, en una camara Boekel. Posteriormente se lavaron 3 veces con
KRP (2 ml) sin glucosa y sin ASB, dejando a las células en 1 ml de esta misma solucién.
Para determinar la incorporacion 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
incorporacion debida a la adicion de hormona exdgena. Después se adiciond 2-desoxi-glucosa
10 mM fria, que contenia 2- desoxi- *H glucosa (0.5 uCi/ml final) y se incubd 20 minutos
mas. Al final de la incubacion las placas se colocaron sobre hielo y se lavaron tres veces con
PBS frio. La solucion se eliminé y las células se lisaron con 1 ml de tritén X 100 al 1 % en
PBS. Se tomé una alicuota de 700 pl sobre 5 ml de liquido de centelleo para medir la 2-
desoxi-"H glucosa incorporada y otra de 30 ul para cuantificar proteinas mediante el método
de Lowry; la absorcion a 690 nm del compuesto colorido se determiné en un lector de ELISA
(Lab Systems). Se calculo el porcentaje de la glucosa incorporada y se expreso en relacion a

los mg de proteina de la muestra.

Extraccion del RNA

Otros lotes del cultivo se utilizaron para extraer el RNA total. En algunos
experimentos, las céiulas se crecieron induciendo la diferenciacion en presencia y en ausencia

de glicina 10 mM; en este caso, las células se lisaron a los 0, 2, 4 y 8 dias de diferenciacion.
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En otros experimentos las células se crecieron y diferenciaron Gnicamente en ausencia de
glicina y se indujo la resistencia a la insulina tanto en presencia como en ausencia de glicina,
como ya se indicd. Al final del tratamiento las células se lisaron. En todos los casos la
extraccion del RNA total se realizo utilizando el reactivo TriPure. El método se basa en una
extraccion acuosa mediante isotiocianato de guanidina y fenol descrita por Chomsinsky y
Sachi. Las células se lisaron con 0.5 ml del reactivo Tripure por cada pozo, se usaron 2 pozos
de cada tratamientos (el procedimiento se realizo en campana de flujo laminar), la suspension
de células se paso a tubos conicos Ependorf de 1.5 ml. Se incub6 por 3 minutos a 4° C, las
muestras se centrifugaron a 12,000 x g (Centrifuga Beckman Avanti 30) durante 10 minutos
a 4° C, el sobrenadante se recuperé y se transfirio a tubos nuevos. Posteriormente se
agregaron 200 pl de cloroformo por ml de Tripure, se agit0 vigorosamente con la mano por 1
minuto y se dejo 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 recuperd. Se agregaron 500 ul de isopropanol, se mezcld
por inversion y se incubd en hielo por 20 minutos; se centrifugé a 12,000 x g por 10 min a 4°
C y posteriormente el sobrenadante se eliminé. El precipitado se lavé con 1 ml etanol al 75%
y se centrifug6 a 10,000 x g por 5 min a 4° C; el sobrenadante se elimind y el precipitado se
dejo secar en la campana. Por tltimo se resuspendio en 40 pl de agua libre de RNasas y se

calentd a 55 °C por 10 minutos.

Posteriormente el RNA se trat6 con DNAsaQ agregando 5 ul de Buffer 5Xy Syl dela
DNasa y se incubd a 37° C por 10 min. La reaccién se detuvo agregando 150 ul de agua libre
de RNAsas y 500 ul de Tripure, se dej6 reposar 3 minutos y se continud con la extraccion del
RNA como se describi0 anteriormente pero con la mitad de los voliimenes. Posteriormente el

RNA se resuspendié en 35 pl y se guard6 en alicuotas de 7 pl a —70° C.

Para la cuantificacion y determinacion de pureza del RNA se midio la absorcion a 260
y 280 nm (RNA vy proteinas, respectivamente) en un espectrofotometro (Perkin Elmer). Para
que se conciderara adecuada la muestra de RNA, la relacion A260/A280 debio ser superior a
1.7 y para la cuantificacion se usé la relacion: 1Uaz60nm=40 pg/ml de RNA. La integridad del

RNA se analizé en minigeles de agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio, el gel se corrio
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a 75-80 V por 45 minutos, se observé en un transiluminador (BioRad) bajo luz UV y se

capturd la imagen como la que se muestra en la figura S.

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

Reaccion de transcripcion reversa

La transcripcion reversa (RT), para sintetizar DNA complementario (¢cDNA) a partir de
RNA, se realiz6 mediante la reaccion catalizada por la enzima transcriptasa reversa MMLV a
partir de 1 pg de RNA total; también se utilizaron iniciadores al azar (random primers) que
estan formados por seis nuclebtidos, éstos se unen aleatoriamente al RNA total para su
retrotranscripcion. Posteriormente se amplifico el cDNA para los protocolos con SYBR Green

y con sondas TagMan.
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Cuantificacion de los genes de las adipocitocinas por RT-PCR
cuantitativa en tiempo real mediante SYBR Green

Se amplificd el cDNA mediante la enzima DNA polimerasa del kit de “DNA master
plus SYBR Green 17 para las adipocinas: adiponectina, resistina, el factor de trascripcion
PPAR-y y B-actina (Tabla 1). El proceso se llevo a cabo empleando la tecnologia SYBR
Green con el equipo LightCycler 2.0 (Roche Molecular Biochemicals Mannheim Germany),
que mide continuamente la amplificacion de productos de PCR en cada ciclo, usando
iniciadores de PCR y el fluorocromo SYBR Green que se intercala en el surco menor de las
hebras de doble cadena de DNA emitiendo fluorescencia (Figura 6). La mezcla de reaccion
de 10 ul contenia 0.5 mM de iniciadores de los genes y la mezcla de reacciéon 1X que contiene

la enzima Fast Start, amortiguador para PCR, SYBR Green y MgCl, 3.5 mM.
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Figura 6. Mecanismo de emision de fluorescencia por el SYBR Green. En la
desnaturalizacién el SYBR Green no emite fluorescencia al encontrarse libre (A); en el
alineamiento la fluorescencia que se emite s6lo es proporcional a los iniciadores y las copias
del ciclo anterior (B); en la elongacion la fluorescencia detectable aumenta debido al aumento
del nimero de surcos menores por el aumento de la cadena sintetizada (C); al final de la
elongacion la fluorescencia es maxima para el total de amplificado por ciclo (D)(Bustin et al.,
2005).
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Gene No. Genebank | Oligonuleotidos Tamario
(bp)
o - 5'-AGGACAAGGCCGTTCTCT 19pb
Adiponectina U37222 3’5" TATGGGTAGTTGCAGTCAGTTGG 23pb 209
- 5" -GTACCCACGGGATGAAGAACC 21pb
Resistina AF323080 3'5".GCAGAGCCACAGGAGCAG 18 pb 252
. 5. CAAAAGCCACCCCCACTCCTAAGA 24 pb
P-actina X03672 3'5"- GCCCTGGCTGCCTCAACACCTC 22 pb 230
5" -CCAGAGTCTGCTGATCTGCG 20 pb
PPAR-y NM_011146.1 3'5.GCCACCTCTTTGCTCTGCTC 21 pb 198

Tabla 1. Secuencia de los oligonucleotidos especificos para los genes amplificados por

SYBR Green.

PCR en tiempo real para SYBR Green

Las muestras se amplificaron en el LightCycler 2.0 de Roche utilizando capilares de
borosilicato de 20 pl. Se siguié un programa de amplificacion para SYBR Green con un
primer segmento de 10 min a 95° C para la preincubacion de la enzima, un segundo segmento
de amplificacion constituido por 35 ciclos y cada ciclo constituido por una desnaturalizacion
de 95° C por 0 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 amplificacion a 72° C por 10 seg a una rampa
térmica de 20° C por seg. La adquisicion de la fluorescencia se realizé de manera sencilla al

terminar este ciclo de PCR.

Especificidad de los productos de PCR para los ensayos con SYBR

Green
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Se realiz6 un programa por el analisis de temperatura de fusion (melting) para verificar
la amplificacion especifica, que consiste en el seguimiento de la desnaturalizacion lenta del
producto final de amplificacion, donde se obtiene el punto en el que la pérdida de la
fluorescencia refleja la Tm del producto especifico de amplificacion. El programa consistio de
una desnaturalizacion 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 ultimo, una
desnaturalizacion lenta hasta 95° C a una rampa térmica de 0.1° C por seg y se cuantifico la
fluorescencia de manera continua (Fasshauer et al., 2001a; Fasshauer et al., 2001b; Fasshauer
et al,, 2002; Fasshauer et al, 2003b) Posteriormente se verifico la especificidad de los
productos del PCR mediante el corrimiento de los productos de amplificacion por

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

Ensayos con sondas TagMan para IL-6 y 18§

Para los ensayos de IL-6 y 18S se emplearon sondas de hidrélisis (TagMan assay on
demand, Applied Biosystems, marcados IL-6 con FAM y 18S con VIC), que son sondas con
una secuencia especifica, 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
liberacion de la fluorescencia consiste en que durante el paso de extension de la PCR se lleva a
cabo una reaccion de hidrolisis que libera al fluorocromo reportero y lo aleja fisicamente del
apagador, emitiendo fluorescencia (Figura 7). Para lo anterior, se utilizo el kit de Roche
TagMan Master en un volumen de 10 pul que contiene: la mezcla 1X de la sonda que contiene
oligonucledtidos y las sondas de los genes 18S e IL-6, mas la mezcla de reaccién 1X que

contiene enzima Fast start, buffer y MgCl, 3.5 mM.
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Figura 7 Mecanismo de emisién de fluorescencia por las sondas TaqMan. Las sondas
TaqMan estan compuestas por un oligonucledtido marcado de manera dual: en el 5 tiene un
fluorocromo reportero y en el 3’ un fluorocromo que actua de apagador. La sonda reconoce de
manera especifica una secuencia dentro del amplificado de la secuencia a cuantificar. La
fluorescencia se libera cuando la polimerasa con su actividad 3’ exonucleasa hidroliza a la
sonda durante la elongacion (C), por lo que al final de la misma se obtiene la fluorescencia
correspondiente a cada ciclo de la amplificacion (D)(Bustin et al., 2005).

PCR en tiempo real para las sondas TagMan

Las muestras se amplificaron en el LightCycler 2.0 de Roche utilizando capilares de
borosilicato de 20 ul. Se siguié un programa de amplificacion con un primer segmento de 10
min a 95° C para la preincubacién de la enzima, un segundo segmento de amplificacion
constituido por 35 ciclos y cada ciclo constituido por una desnaturalizacion de 95° C por 10
seg. auna rampa térmica de 20° C por seg, un alineamiento a 60° C por 30 seg, a una rampa

térmica de 20° C por seg, una amplificacion a 72° C por 10 seg, a una rampa térmica de 20° C
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por seg. La adquisicion de la fluorescencia se realizo en este ciclo de manera sencilla a 530 nm

para IL-6 y a 560 nm para 188,

Ensayos para evaluar la linearidad de la reaccion de TaqgMan

Para analizar la linealidad de la reaccion de amplificacion, se realizaron curvas de
amplificacion que fueron desde 1 pl de cDNA sin diluir y diluciones de 1:1000 y 1:10000 para
18S. La cuantificacion de la expresion para las curvas se realizdo mediante el uso del software
del LightCycler utilizado el analisis de la maxima 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 inflexion en la reaccién de PCR representado por la ganancia en
la fluorescencia. Este punto corresponde a una relacion que es inversamente proporcional al

logaritmo de la concentracion inicial de templado.

Andlisis de cuantificacion relativa

Para el analisis de la expresion de las muestras se utilizd el método del AACt debido a
que la eficiencia de amplificacion para cada primer fue muy similar 1.91 +- 0.01
ACt = Cp blanco ~ Cp referencia
AACt = ACp tratamientos experimentales - ACt tratamiento calibrador
Resultado final 2 4% |
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Animales de experimentacion

Se trabajo con ratones Mus musculus, cepa CD-1, machos (30-40g) criados en el
Bioterio de la Universidad Autonoma Metropolitana Iztapalapa. Los animales se mantuvieron
en una dieta basica 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 (GCS1) recibio el
vehiculo (amortiguador de citratos 0.1 M pH 5); el segundo grupo fue el control diabético
(tratado unicamente con STZ, GCD2). A otros dos grupos de 10 animales cada uno se les di6
glicina y pioglitazona (tiazolidinediona empleada en el tratamiento de la DT2) diariamente por
via oral durante 15 dias, antes de la inyeccion de STZ y durante el tiempo que vivieron. La
STZ se disolvio en el vehiculo antes de su uso. Los animales recibieron STZ a razon de 200

mg/kg por via intraperitoneal.

Al inicio y a los dias 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 dias 23 y 36 se tomaron las muestras sanguineas del seno orbital
del ojo de animales seleccionados al azar para determinar, hemoglobina glucosilada HbAlc,
transaminasa glutdmico oxalica (TGO), transaminasa glutamico pirtivica (TGP), colesterol y

triglicéridos.

Determinacion de pardmetros bioquimicos

Se tomaron muestras sanguineas del seno orbital del ojo antes de la administracion de
la primera dosis de vehiculo, STZ o glicina y cada 15 dias durante 3 meses para determinar:
peso corporal, el consumo de alimento y agua, glucemia, HbAlc, TGO, TGP, triglicéridos y
colesterol. La glucosa en sangre se determind usando un glucOmetro Accutrend Sensor

Comfort (Roche), la Hbalc en el aparato DCA 2000 (Bayer), TGP, TGO, colesterol,
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triglicéridos, acido drrico y creatinina se midieron usando tiras reactivas para Reflotron Plus

(Roche).

Anadlisis estadistico

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

las diferencias estadisticas para cada tratamiento se evaluaron mediante la prueba de f-student.

40



RESULTADOS

Diferenciacion de los fibroblastos de la linea 3T3-L1 a adipocitos

La linea celular 3T3-L1 se diferencié de fibroblastos a adipocitos mediante un “coctel”
de diferenciacion que incluye insulina, acetato de dexametasona y metil-isobutil xantina. Los
adipocitos 3T3-L1 se caracterizaron por tener acumulacion de grasa en multiples vesiculas lo
que se denomina multilocular. Las vesiculas son visibles al microscopio de luz. La

diferenciacion se consideré exitosa cuando mas del 90% de las células adquirieron el fenotipo

de adipocitos (Figura 8).

Figura 8. La linea celular de raton 3T3-L1 en estado a) fibroblasto y b) adipocito con
acumulacion de gotas de grasa.
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El tratamiento con insulina 10 nM por 8 horas disminuye la

incorporacion de glucosa en adipocitos 3T3-L1

Se cuantific la cantidad de 2-DO-"H glucosa que incorporaron los adipocitos 3T3-L1
en cuatro experimentos independientes, entre los dias de diferenciacion 8 y 10 en presencia de
insulina 100 nM durante 20 minutos. Se presentd una disminucion del transporte de la glucosa
dependiente de insulina del 40 % al comparar el tratamiento control normal (C) contra el
tratamiento de induccion de resistencia a la insulina (R) y fue de 52% al compararlo contra el
de la resistencia mas glicina 10 mM (R+ Gly) p <0.01. La glicina 10 mM por 8 horas no
mostro efecto significativo sobre el transporte de la glucosa (Gly) (Figura 9).

g

= 100

= g 1001

? =

22 w0

53 %

- & 60 49

-

© .2

29 |

=g ¥

o &

2.8

s 27

b=

°\° O T i T 1}
C R Gy R+Qy

Figura 9. La incorporacién de 2- DO *H glucosa disminuye con el tratamiento de insulina. Adipocitos
3T3-L1 entre el 8 y 10 dia de diferenciacién fueron tratados con 10 nM de insulina (R), 10 mM de Glicina
(Gly), 10 nM de insulina mas 10 mM de glicina (R+Gly) y un tratamiento control sin estimular (C). Los
resultados son las medias de cuatro experimentos independientes mds los ermrores estindar. P > a 0.05 al
cornparar C con R, R+ Gly y Gly con R + Gly. '
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Linearidad y especificidad en los ensayos de PCR en tiempo Real

Se evalud la linearidad de los ensayos para cuantificar la expresion 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-L1 sin tratamiento (1, 1:10, 1:100, 1:1000)
para los genes de adiponectina, resistina, PPAR-y y B-actina empleado SYBR Green como
reportero de fluorescencia. La especificidad se evalu6 al determinar el tamafio de los
productos de amplificacion en geles de agarosa y al analizar la temperatura de disociacion
mediante el analisis melting observandose un solo pico para cada uno de los protocolos de

amplificacion de SYBR Green (Figuras 10-12).
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Figura 10. Curvas para el establecimiento del rango dinamico de los ensayos con SYBR
Green. Se utilizd el de cDNA obtenido a partir de 1 pug de RNA total que incluyen
muestras sin dilucion y las diluciones: 1:10, 1:100 y 1:1000.
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Figura 11 . Analisis de curvas de disociacion para las amplificaciones de los genes
de adiponectina (Adipo Q), B-actina, resistina y el activador del receptor peroxisomal

(PPAR-y).

Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de las amplificaciones de los genes de adiponectina
(Adipo Q), B-actina, resistina y el activador del receptor peroxisomal (PPAR-y). Se presentan los
resultados de dos amplificaciones y un control negativo (sin cDNA) de cada uno de los genes.
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La linearidad de los ensayos de cuantificacion del RNAm de IL-6 y del RNA

ribosomal 18S se evalué con diluciones seriales del cDNA de adipocitos 3T3-L1 sin

tratamiento (50, 5, 0.5, 0.05, 0.005 ng de cDNA) (Figura 13).
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Figura 13. Curvas para evaluar la lineridad y el establecimiento del rango dindmico
para los protocolos realizados con sondas de hidrélisis (TagMan) para los genes IL-6
y 18S.

45



La expresion del RNAm de adiponectina y resistina se estimula

durante la diferenciacion de las células 3T3-L1

Se analizd la expresion del RNAm adiponectina y resistina durante la diferenciacion en
cuatro RNAs provenientes de dos experimentos independientes. Al comparar la expresion de
adiponectina de preadipocitos 3T3-L1 confluentes en el dia O de diferenciacién (T0) con el dia
2 (T2) la sintesis del RNAm aument¢ 60 veces, 500 el dia 4 (T4) y hasta 1000 veces el dia 8
(T8) p>0.01; TO y también T2 vs T4 y T8 (Figura 14). Al comparar la expresion de resistina
de preadipocitos 3T3-L1 confluentes en el dia 0 de diferenciacion (T0), la sintesis del RNAm
de resistina aumentd 30 veces el dia 2 (T2), 100 el dia 4 (T4) y hasta 250 veces en el dia 8

(T8) p>0.01 (Figura 14).
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Figura 14. La expresion de adiponectina y resistina dependen del grado de la
diferenciaciéon. Preadipocitos 3T3-L1 a confluencia fueron diferenciados y el RNA
total de los dias 0 (TO), 2 (T2) ,4 (T4) y 8 (T8) se empled para cuantificar la expresion
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 mas los errores
estandar. P > a 0.01 al comparar TOy T2 con T4y T8.
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La expresion de PPAR-y como marcador de diferenciacion se

estimula durante la diferenciacion

Se analizé la expresion del RNAm PPAR-y durante la diferenciacion en cuatro RNAs
provenientes de dos experimentos independientes. Al comparar la expresion de PPAR-y de
preadipocitos 3T3-L1 confluentes en el dia 0 de diferenciacion TO, la sintesis del RNAm de
PPAR-y aument6 considerablemente hasta 13 veces el dia 2 (T2), 17 el dia 4 (T4) y 33 veces
eneldia 8 (T8)conp <0.01 TO vs T4y T8 y T2 y T4 vs T8 (Figura 15).

mRNA PPAR-g / b-actina
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Figura 15. Laexpresion de PPAR-y depende del grado de la diferenciaciéon. Preadipocitos 3T3-L1
a confluencia fueron diferenciados y el RNA total de los dias 0 (T0), 2 (T2), 4 (T4) y 8 (T8) se empled
para cuantificar la expresion del gene de PPAR-y por RT-PCR en tiempo real, normalizando con f-
actina. Los resultados son 1as medias de cuatro experimentos mas los errores estandar P > a 0,01 al

comparar T0O con T4y T8 y T2 con T8.
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La expresion de IL-6 se inhibe durante la diferenciacion

Se analizé la expresion del RNAm IL-6 durante la diferenciaciéon. Al comparar la
expresion de preadipocitos 3T3-L1 confluentes en el dia 0 de diferenciacion TO, la sintesis de
IL-6 disminuyd 0.5 el dia 2 (T2), 4 el dia 4 (T4) y hasta 10 veces en el dia 8 (T8) p <0.01 TO
vs T4y T8 y T2y T4 vs T8 (Figura 16).
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Figura 16. La expresién de IL-6 disminuye al aumentar el grado de la diferenciacion. Preadipocitos
3T3-L1 a confluencia fueron diferenciados y €l RNA total de los dias 0 (T0), 2 (T2) ,4 (T4) y 8 (T8) se
empled para cuantificar Ia expresion del gene de IL-6 por RT-PCR en tiempo real, normalizando con
18S. Los resultados son las medias de cuatro experimentos mas los errores estindar. P > a 0.01 al
comparar TO con T4y T8 y T2 con T8.
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La insulina 10 nM inhibe la expresion de adiponectina y resistina

Se ha reportado previamente que la insulina en una dosis de 100 nM durante 16 horas
disminuye la expresion de los RNAm tanto de adiponectina como de resistina en adipocitos
3T3-L1. En el presente trabajo, para evaluar la expresion de estas dos adipocinas se uso una
dosis de insulina mas cercana a la fisioldgica que es de 10 nM durante 8 horas. Al comparar la
expresion del RNA de cuatro experimentos independientes del tratamiento contra el control
(C) se observd que la insulina 10 nM (R) disminuy6 la expresion de adiponectina 50% y
resistina 30 % p <0.05, también al compararlo con insulina mas glicina (R + Gly)
adiponectina disminuyoc52 %, pero no resistina (p <0.01). El tratamiento con glicina no

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

(Figura 17).
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Figura17. La expresion de los mRNA de adiponectina y resistina disminuyen por efecto

de la insulina. Adipocitos 3T3-L1 se trataron con insulina 10 oM 8 hrs. (R), glicina 10 mM (Gly),
insulina 10 oM mas glicina 10 mM (R + Gly) y un testigo sin tratar (C). El RNA total se emple6 para
cuantificar la expresion 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 mas los errores estandar. P > a 0.05 al
comparar C contra R para ambas (A) y (B) y C contra R+ Gly de adiponectina (A).
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La expresion de IL-6 disminuye por efecto de la glicina

Al comparar el RNA de tres experimentos independientes contra el control normal (C)
se observo que glicina 10 mM (Gly) disminuyd la expresion de IL-6 31% (p<0.05), se observo

tambien una disminucion en el tratamiento de resistencia a la insulina (R) (p<0.05). (Figura

18).
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Figura 18. La expresion del mRNA de IL-6 disminuye por efecto de la insulina. Adipocitos 3T3-L1
se trataron con insulina 10 nM 8 hrs. (R), glicina 10 mM (Gly), insulina 10 nM mas glicina 10 mM (R +
Gly) y un testigo sin tratar (C). El RNA total se empled para cuantificar la expresién de IL-6 por RT-
PCR en tiempo real, normalizando con 18S. Los resultados son las medias de tres experimentos mas la
desviacion estidndar. p> a 0.05 al comparar Cy Gly.
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La expresion de adiponectina y resistina con tratamiento cronico de

glicina

El cultivo de la linea cetular 3T3-L1 se mantuvo en condiciones estandares (C) y mas
glicina 10 mM (GLY) durante todo el proceso de crecimiento y diferenciacion. Aunque no se
obtuvieron diferencias significativas en términos de la sintesis del RNAm, se observaron
ligeros cambios en al comparar la expresion del RNAm de resistina y adiponectina en las

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

mM (GLY) (Figurs 19).
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Figura 19. La expresion de resistina y adiponectina tienden a disminuir en el tratamiento crénico con glicina.
La linea celular 3T3-L1 se mantuvo en medio DMEM (C) y mds glicina 10 mM (GLY) durante todo el proceso de
crecimiento y diferenciacion. E1 RNA total s¢ emple6 para cuantificar la expresion de los genes de adiponectina y
resistina por RT-PCR cuantitativa en tiempo real, normalizando con B-actina. (noy hay diferencias estadisticamente
significativas.
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La glicina no modificé el consumo de agua y de alimento en los

animales tratados con STZ

En el grupo control sano, el CA (6.4 g/animal) y CW (9.1 ml/animal) 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 observd un comportamiento similar al control
diabético en cuanto al PC, a la glucemia y al CW. Sin embargo, el CA permaneci¢ similar al
control sano. Por tiltimo, el grupo tratado con glicina no mostré cambios importantes en el

CW ni en el CA (Tabla 2)

Tiempo Control sano Diabético mas Glicina 7 Diabético mis Diabético
Pioglitazona
(d ias) Alimento Agua Alimento Agua Alimento Agua Alimento Agua
CA cw CA cw (CA) {CW) (CA) (CW)

0 6.4+1.0 9.1+1.6 57+0.5 79+1.0 6.8+1.1 99+29 6306 82+1.0
{(n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (0=10) (n=10) (n=10)

14 58+0.5 7.7+0.9 48+03 47+0.5 57+0.5 67 + 1.0 5.5+06 6012
(n=8) (@=8) (0=10) (n=10) n=10) (n=10) (n=9) n=9)

23 68+14 9.8+0.8 39+1.0 6.5+12 6.7+1.4 89+13 58+16 77+£13
(0=7) ®=7) (n=6) (n=6) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)

32 6.4+0.7 9.1+1.1 7.1+£1.2 89+42 56+13 79+27 38+1.5 53+09
(n=6) (n=6) (n=5) (n=5) (n=8) (0=8) (n=7) (n=T)

35 6.1+03 89+£08 7.8+14 12.7+6.7 53+09 10.1 +4.8 6.6+2.6 11.7+5.7
(n=6) (n=6) (n=5) (n=5) (n=8) (n=8) (n=4) (n=4)

37 62+1.1 85+1.1 9.0+09 19.7+0.7 6.2+1.0 19.0:49 88x20 19.7+1.4
(n=6) (=6) (n=5) (n=5) (o=7) (n=7) n=4) (n=4)

45 61+1.1 10.7+1.7 85+27 27.6+74 6.6+2.0 22.0+6.0 84+32 27052
(n=6) (n=6) n=5) (n=5) (n=4) (n=4) {n=2) n=2)

Tabla 2. Consumo de agua (ml) y alimento (g) durante el tratamiento con glicina.
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La administracion diaria de glicina no modifica los niveles de

glucosa, HbAlc, colesterol, triglicéridos, TGO y TGP,

En el grupo 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 1a HbAlc y
los niveles de TGO se incrementaron a 7.05+0.55% y 121 U/l, respectivamente; mientras que
los demas parametros 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 mg/dl, respectivamente. Por Ultimo, 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 estadisticamente significativas en
ninguno de los casos. Asi mismo, no hubo cambios importantes en los demés parametros con

respecto al contro] diabético (Tabla 3).

% Hemoglobina | Trigliceridos TGP (UN) TGO {uh) Colesterol
glucosilada (mg/dl) {mg/dl)
Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia
0 23 36 0 23 36 0 23 36 0 23 36 0 23 36
Control | 44= | 43+ | 40= | 846 | 790 | 96.0 | 241 | 184 | 74.7 | 446 | 27.7 | 100 | 1380 | 109. | 113.
$ano 0.2 03 0.3 + + + +3383 | £27 | 217 | £14 #* + +13 RES (VE3
n=3 n=2 n=3 20.7 14.5 36.7 n=2 n=3 n=2 n= 253 | 67.0 n=2 6.6 7.0
n=2 n= n=2 n=3 =2 n=3 n=2
Control 44+ | 43+ | 7.1+ | 846 79.0 76.9 24.1 18.4 275 446 27.7 121. | 138+ 109. 119
Diabético 0.2 0.3 0.7 E +14. | £98 | £35 | £2.7 § £35 | 14 + 2+ 13.0 3+
7 n=3 n=2 n=2 20.7 5 n=2 n=2 n=3 n=2 n=2 253 | 49.7 n=2 6.6
(st2) n=2 n=3 n=3 n=2 n=3
(stz) 44 | 40§ 7.1z | 950 87.5 105. 35.1 31.7 320 83.5 85.9 | 103. | 129.5 109. 117.
mas 0.2 0.7 0.7 + % 4% £6.8 [ £33 | £4.5 & + 6 | £2.5 5% 5+
4 n= n=3 n=2 353 16.7 | 222 =2 n=3 n=3 374 | 47.8 | 13.7 n=2 89 2.8
Fioglitazans n=2 n=3 n= n=2 n= n=3 n=3 =3
Diabético | 44+ | 48+ | 5.7= | 950 | 796 | 88.7 | 351 | 17.1 | 316 | 835 | 369 | 88.6 | 1205 | 117. | 124
(stz) mas 0.2 0.1 2.7 & + + +68 | +89 | £59 + + + +2.5 T+ [ E3
Glidi n=3 n= n=4 353 18.3 15.8 n=2 n=4 n= 374 | 208 | 373 =2 13.8 43
cina = n=4 n=4 n=2 n=4 n=4 n=4 n=4

Tabla 3. Pariametros bioquimicos del experimento in vive

53



La glicina causo6 un aumento en la sobrevida de ratones tratados con
STZ

En el grupo control sano, la glucosa en sangre (95.5 mg/dl) 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 observo un decremento en el PC al final de la prueba y
un aumento progresivo de la glucemia después de la administracion de la STZ, alcanzando
valores de 466.5+37.5 mg/dl. durante el transcurso del experimento y después de la
administracion de STZ los animales empezaron a morir, quedando, al final del estudio (dia
45), anicamente 40% de los animales vivos. Se did seguimiento hastael dia 58 en el que
ningun animal del grupo con STZ y con Pio quedaron con vida. En el caso del grupo tratado
con pioglitazona (Pio) se observod un comportamiento similar al control diabético en cuanto a
la glucemia. Se observo la muerte de todos los animales después del dia 35. Por ultimo, el
grupo tratado con glicina no mostré cambios importantes ni la glucemia, A diferencia de los
otros grupos tratados con agua y la tiazolidinediona, solo un animal tratado con glicina murio

durante todo el experimento y hasta después de los 58 dias de tratamiento.
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Figura 20. La glicina taumenta la sobrevida de los ratones tratados con
STZ (A). Se muestran tambien Glucosa (B) y el peso corporal (C)
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DISCUSION

En la presente investigacion se evaluo la glicina como agente antiinflamatorio y
protector en la sobrevida, empleando un modelo in vitro (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 relacidon con otros
padecimientos, tal como la obesidad, asi como continuar con la basqueda 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 comtn y que estas condiciones son las principales causas de morbimortalidad en

Meéxico.

Las células 3T3-L1 son un modelo de tejido adiposo blanco, de fenotipo de fibroblasto,
estas células se diferenciaron a un fenotipo de adipocito, observandose los cambios
caracteristicos del mismo, entre los que se observo la acumulacién de gotas de grasa,
congruente con la informacion que existe sobre esta linea celular (Gregoire et al., 1998). En la
presente investigacion se determind aumento en los niveles de expresion de PPAR-y, cambios
fenotipicos en las células y un aumento en la expresion de adiponectina y resistina,
confirmando lo reportado anteriormente sobre la regulacion de la expresion de adiponectina
por PPAR-y (Gustafson et al., 2003). En este sentido, existe amplia evidencia de que PPAR-y,
junto con otros factores de transcripcion como CEBP y SRBP-1, juegan un papel fundamental
sobre la regulacion de la diferenciacion de los adipocitos, teniendo como principal funcion el

arresto de la division celular (Gregoire et al., 1998).
Ademas de lo anterior, este es el primer trabajo en el que se caracteriza por PCR en

tiempo real el perfil de expresion de IL-6 durante la diferenciacién, de ahi que se pueda

concluir que a pesar de que resulta importante la caracterizacion de dicha expresién en los
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adipocitos totalmente diferenciados, no se debe descartar la relevancia de la expresién de esta

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

En el presente trabajo se empled en un modelo de resistencia a la insulina con y sin
glicina para evaluar la expresion de los genes de las adipocitocinas. Las células se incubaron
con una dosis de insulina cercana a la fisiologica 10 nM durante 8 horas y se obtuvo una
disminucion del transporte del glucosa, conforme a lo reportado (Thomson et al., 1997). Por
otro lado, en este modelo se disminuyo la expresion del RNAm de adiponectina y resistina,
demostrandose por primera vez que una dosis mas cercana a la fisiologica tiene el mismo
efecto que la reportada en la literatura con 100 nM de insulina por 16 horas, confirméandose el
efecto que la hiperinsulinemia induce la disminucion de la expresion de las adiponectina
* (Fasshauer et al., 2002; Haugen et al., 2001). En cuanto a la glicina, no se encontré que
aumentara la expresion de adiponectina, a pesar de ser una citocina con efectos
antiiflamatorios como es el caso de IL-10; esto podria deberse a que la via de sefializacion por
la que la insulina induce la disminucion en la expresion de adiponectina, no tenga el paso
donde la glicina inhibe la movilizacion de calcio por al interior de la célula (Spittler et al.,
1999) y también debido a que no existiera suficiente tiempo de incubacion 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 expresion 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 incubacién con este aminoacido pudo ser insuficiente

(Fasshauer y Paschke, 2003).

El hecho de que la insulina no mostrd un aumento significativo de la expresion de IL-6
a las 8 horas en los experimentos de resistencia a la insulina, también podria deberse al tiempo
de incubacion ya que Fassahuer habia reportado un aumento de la expresion en un tiempo de
16 horas; sin embargo, la glicina disminuy0 la expresion de IL-6 en los adipocitos control mas
glicina (sin insulina), que podria estar mediado por la disminucion de la activacidon 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
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en paciente con DT2 tratados con glicina en dosis orales (manuscrito en preparacion),
entonces, el incluir este aminoacido en la dieta de personas con patologias asociadas con

inflamacion, como la obesidad y la DT2, seria de gran beneficio.

Se realiz6 también un esquema de tratamiento cronico con glicina 10 mM, aunque no
se observaron cambios significativos en los niveles de expresion de adiponectina y resistina,
sin embargo, se observo cierta tendencia a la disminuir la expresion de ambas. Hecho quiza
debido a una modificacion en el programa de diferenciacion al alterar la composicion de
aminoacidos en el medio, ya que estos activan la fosforilacion de la proteina ribosomal S6 via
mTOR, dandose asi un desbalance en las vias de sefializacion tanto dependiente de Akt como
de S6 (Gregoire, 2001). Por otro lado, en el caso de la resistina, el tiempo de incubacion de 8
" horas al parecer no fue suficiente para que se modificara su expresion en presencia de glicina,
mientras que en el tratamiento cronico si se observé cierta tendencia a disminuirla, pudiendo
darse este efecto de manera similar al demostrado para las citocinas proinflamatorias en los

linajes celulares de tipo inmune, dependiente de la dismunicion de la activacion de NF-xB

(Fasshauer et al., 2001b).

En los animales tratados con STZ se presento hiperglucemia conforme a lo reportado
previamente por (Singh et al,, 2001). La administracion diaria de glicina no modifico los
niveles de glucosa, a, colesterol, triglicéridos, TGO y TGP aunque para HbAlc se mostrd
cierta tendencia a disminuir pero no fue significativ en este modelo. Un dato interesante fue
que la glicina aumentd la sobrevida de los animales, siendo la primera vez en la que se
encuentra este efecto bajo estas condiciones, cabe sefialar 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 mas detenidamente y se considera necesario
confirmar dicha proteccion en un mayor numero de animales.

Debido a que los modelos in vitro no necesariamente reflejan lo que podria ocurrir en
un organismo completo y ya que en los modelos in vivo no siempre se pueden reproducir

exactamente las caracteristicas de las enfermedades, es necesario que, en estudios posteriores,
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se considere analizar ambos modelos: si la glicina disminuye la expresion de IL-6 y de
resistina, la cuantificacién de la expresion de sus RNAm deben correlacionar con las
concentraciones respectivas de la proteina circulante. Ademas, si la glicina tiene efecto sobre
la expresion de IL-6 debera 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 disefiar experimentos con intervalos de incubacién
que completen el presente trabajo.

A nivel practico, las perspectivas con el modelo de celulas 3T3-L1 se muestran en la

Figura 21.
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FIGURA 21. Para completar la evaluacion del efecto de la glicina como antiiflamatoria en condiciones
asociadas a la obesidad y a la DT2, se sugiere evaluar tanto en adipocitos, preadipocitos y células del
estroma vascular del TAB, lo que se observa en las cajas 1,2y 3.
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CONCLUSIONES

1. El tratamiento con glicina durante 8 horas disminuye la expresion del RNAm de IL-6

en adipocitos 3T3-L1.

2. La glicina tiende a disminir la expresion del RNAm de resistina y adiponectina en

adipocitos 3T3-L1 tratadas créonicamente.

3. La glicina no modifica la expresion del RNAm de adiponectina y resistina e IL-6 bajo

el esquema de resistencia a la insulina.

4. La administracion diaria de glicina no modifica los niveles de glucosa, colesterol,
triglicéridos, TGO y TGP aunque se observo cierta tendencia a disminuir HbAlc sin

significacia estadistica.

5. La administracion diaria de glicina aumenta la sobrevida de los ratones diabéticos.
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