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RESUMEN

Introduccion: El sindrome metabdlico (SM) es un desorden clinico conformado por
obesidad abdominal, hipertensién, dislipidemia e hiperglucemia por resistencia a
la insulina. Tiene alta prevalencia en México y es un factor predisponente de
enfermedades cardiovasculares y diabetes tipo 2 (DM2). El Sistema Inmune (SI)

genera respuestas nocivas en el SM debido a mediadores inflamatorios.

Objetivo: Comparar los valores de Th17 y Treg en ratas con sindrome metabdlico y

control sanas.

Métodos: Se reclutaron 6 ratas Wistar macho de 6 meses de edad, divididas en dos
poblaciones: 3 con SM inducido por dieta alta en grasa/fructosa durante 4 meses
y 3 controles sanas con dieta estandar. Se extrajeron mononucleares de sangre
cardiaca en cada poblaciéon y por citometria de flujo se determinaron las

poblaciones de Th17 y Treg.
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Resultados: Los niveles de Th17 y Treg-Th17 fueron estadisticamente mayores en
las ratas con SM vs sanas, mientras que los niveles de Treg fueron

estadisticamente menores en las ratas con SM vs sanas.

Conclusion: El sindrome metabdlico repercute en las propiedades del sistema
inmune, favorece un fenotipo con propiedades inflamatorias (Th17 y Treg-Th17), lo

cual acentua los trastornos presentes en esta patologia.

Palabras clave: Sindrome Metabdlico; Linfocitos TCD4+; Células Th17; Células

Treg.

ABSTRACT

Introduction: Metabolic syndrome (MS) is a clinical disorder consisting of
abdominal obesity, hypertension, dyslipidemia and hyperglycemia due to insulin
resistance. It has a high prevalence in Mexico and is a predisposing factor for
cardiovascular diseases and type 2 diabetes (DM2). The immune system (IS)

generates harmful responses in MS due to inflammatory mediators.

Objective: to compare Th17 and Treg values in rats with metabolic syndrome and

healthy controls.

Methods: Six male Wistar rats aged 6 months were recruited, divided into two
populations: 3 with MS induced by a high-fat/fructose diet for 4 months and 3
healthy controls with a standard diet. Cardiac blood mononuclear cells were
extracted from each population and Th17 and Treg populations were determined

by flow cytometry.
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Results: Th17 and Treg-Th17 cells levels were statistically higher in MS vs healthy

rats, while Treg cells levels were statistically lower in MS vs healthy rats.

Conclusions: that metabolic syndrome affects the properties of the immune
system, favoring a phenotype with inflammatory properties, which accentuates the

disorders present in this pathology.

Keywords: Metabolic Syndrome; TCD4+ Lymphocytes; Th17 Cells; Treg Cells.

Recibido: 27/07/2025

Aprobado: 19/09/2025

Introduccion

El sindrome metabdlico (SM) es un desorden que involucra obesidad abdominal,
hipertension, dislipidemia y resistencia a la insulina. No es una enfermedad
monolitica y estrictamente delimitada, sino un conjunto de factores que
predispone al desarrollo de enfermedades cardiovasculares y DM2, las cuales
representan las principales causas de muerte en México. El SM, es una condicién
epidémica en nuestra sociedad, la cual incrementa de manera directa la morbilidad
y mortalidad. Una reduccidn significativa de Treg en tejido adiposo visceral se

relaciona fuertemente con inflamacion y resistencia a la insulina.®) En individuos
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no obesos, el porcentaje de Treg es mayor en el tejido adiposo visceral que en el
subcutaneo.® Al mismo tiempo, las células Treg desempefian una funcién
protectora contra la ateroesclerosis, el mecanismo aun no esta esclarecido, pero
se asocia a su poder inhibidor de Th1, los cuales reaccionan contra LDL y favorecen
la formacién de placas ateroescleroticas.® Niveles bajos de Treg se relacionan con
resistencia a la insulina. Las altas concentraciones de insulina presentes en la
compensacion inicial en la resistencia a la insulina, alteran la funcion
antinflamatoria de los Treg. La insulina suprime la produccién de IL-10 en las
células Treqg. En ratones con obesidad inducida por la dieta, las Treg obtenidas del
tejido adiposo visceral producen bajas cantidades de IL-10 acompanadas de un
aumento en la produccion de INF-Y.® Estos datos sugieren que los altos niveles
de insulina pueden promover el desarrollo de la inflamacién asociada a la obesidad
y la resistencia a la insulina a través del efecto sobre la funcion mediada por la IL-
10 de Treg.® Las células Treg/Th17 desempefian un papel importante en el
mantenimiento de la homeostasis inmune, alteraciones en su proporciéon se han
detectado en diversas enfermedades inflamatorias, como la enfermedad
inflamatoria intestinal yla inflamacion cronica de las vias respiratorias.® Sin
embargo, se desconoce la extension de los roles de los linfocitos Tregy Th17 en el

sindrome metabdlico.

En la consulta externa, se solicitan estudios laboratoriales de control en los
pacientes con sindrome metabdlico. La biometria hematica (BH), uno de los
estudios mas solicitados en esta poblacidn, refleja los parametros de las células
sanguineas, incluyendo a los linfocitos. Este estudio no tiene la capacidad de

determinar las subpoblaciones de linfocitos TCD4+, lo cual genera una limitante en
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el diagndstico de alteraciones inmunoldgicas relacionadas al sindrome

metabdlico.

En este trabajo se plantea si existen diferencias en la cantidad de células Th17 y
Treg de ratas con sindrome metabdlico vs ratas sanas. El objetivo fue comparar la
cantidad de células Th17 y Treg de linfocitos TCD4+ en sangre cardiaca de ratas

Wistar con sindrome metabdlico y sanas.

Métodos

Este estudio se realizé en ratas Wistar macho de 2 meses de edad (250-300 g)
alojadas en jaulas de manera individual, en condiciones de luz-obscuridad 12/12 h,
temperatura de 24°C, agua y dieta estandar (Teklad Global Diets con 18% de
proteina cruda, 6% de grasa cruda y 3.5 de fibra cruda) a libre demanda. A partir de
los 2 meses de edad se dividieron al azar en 2 grupos de n = 3. Un grupo
experimental fue sometido a la dieta alta en grasa/sacarosa (Teklad High Fat Diets,
alta en grasa/sacarosa: 17% de proteina cruda, 58% de grasa cruda y 25% de
carbohidratos) con libre acceso a alimento y agua adicionada con sucrosa al
20%durante 48 semanas para inducir obesidad con resistencia a la insulina.29
Mientras que el grupo control continu6 con la dieta estandar, con agua y alimento
estandar a libre demanda. Se les tomaron curvas de tolerancia a la glucosa dentro
de los parametros fisioldgicos normales, con indice de Lee menor a 0.3, con ayuno
de 8 horas previo al experimento. Los experimentos se llevaron a cabo en el
laboratorio de Neuroendocrinologia del Centro Universitario de Investigaciones

Biomédicas (CUIB), de acuerdo con las normas de la Comision de Bioética y
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Bioseguridad del Centro Universitario de Investigaciones Biomédicas (A1-S-8672)
y de la Facultad de Medicina (Reg. 2022-03-03) de la Universidad de Colima y con
estricto apego a la guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio ("Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals”), y la Norma Oficial Mexicana (NOM-
126-SEMARNAT-2000, NOM-062-Z00-1999 y NOM-033-Z00-1999).(") Este estudio
fue financiado por la SECIHTI, México, Proyecto Ciencia de Frontera No. 2096023.

Medicion de la glucosa
La medicién de glucosa se realiz6 por sangre de capilares de la cola, utilizando el
Accu-Check y sus respectivas tiras reactivas, los valores mayores a 94.5 mg/dl en

ayuno se determinaron como alteracién al metabolismo de la glucosa.®

Perfil Lipidico
Se midieron los lipidos corporales (HDL, VLDL, colesterol total y triglicéridos)
para determinar el metabolismo de los adipocitos realizando la toma de sangre

caudal y tiras reactivas de colesterol y triglicéridos.

Anestesia

Las ratas fueron anestesiadas con pentobarbital sédico intraperitoneal (ip)
(4.0 mg/100 g/solucion salina, Pfizer, Mex) en bolo; la profundidad de la anestesia
fue monitoreada por medio de la abolicidn del reflejo palpebral y del pinchamiento

de la pata.®19

Medicion del indice de Lee
La rata anestesiada se estiré6 suavemente con un gancho sujeto a un peso

de 150 g colgando libremente sobre el borde de la mesa. La longitud se ley6 con
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una regla colocada bajo la rata. Las lecturas se repitieron hasta no haber
cambios en la longitud. El indice de Lee se calcul6 al determinar la raiz
cubica del peso de la rata en gramos entre la longitud de la rata en
centimetros; este valor es normal si esta por debajo de 0.3 y marca obesidad

si esta por arriba de este valor. 1112

Citometria de Flujo

Se determinaron los linfocitos Th17 y Treg utilizando un Citémetro de
flujo (BD FACSCantoll, con tres laseres 405, 488 y 633 nm y ocho filtros) en
4 ml de sangre extraida de la auricula izquierda. Se eligieron dos marcadores
celulares especificos para Th17 (CD4 e IL-17) y Treg (CD 25 y Foxp3).(9 La
técnica de obtencion de las células y conteo se describe brevemente: la
sangre extraida se diluyé en PBS (Phosphate-buffered saline) a una relacion
1:1; se anadieron 15 mL de Ficoll-Paque Premium (densidad: 1.073 g/mL)
sin mezclar las 2 fases; se centrifugaron a 400G a 20°C por 30 minutos para
la obtencion del gradiente celular. Se colectaron los linfocitos; se
resuspendieron 3:1 en PBS; se lavaron por centrifugacion a 100G a 20°c por
10 minutos en 2 ocasiones; finalmente, las células se resuspendieron en Tml
de PBS. Para el conteo celular, se tomé una alicuota de 10 pL de la muestra
y se agregaron 10 pL de azul tripano. Se realizé un conteo celular en camara
de Neubauer y se valoré la concentracién de células viables; para la
inactivacion celular, se agregé 1 pL de brefeldina/ml de muestra; se incubé
a 5°C por 90 minutos, inmediatamente, se agreg6é 1 ml de solucion Wash
(PBS con albumina bovina) y se realizé un lavado en centrifuga a 250 G 20

°C por 5 minutos; se diluyé en alicuotas de medio millén de células por cada
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tubo de citometria a leer. El boton celular se re-suspendié en 250 pl de CitoFix
(formaldehido 4%, para la fijacion celular) y se incubé a 5 °C por 15 minutos, se
agregé 1 ml de soluciéon Wash y se centrifugé a 250 G en 20 °C por 5 minutos para
lavar el formaldehido. Se eliminé la fase liquida y se re-suspendié el botén
resultante en 1 ml de PBS en tubos de citometria de flujo con malla celular y se
agregaron 6 pl de cada anticuerpo, se mantuvo en incubacién a 5°C por 60 minutos.
Se realizé una compensacion de los fluoréforos elegidos para el marcaje de cada
anticuerpo a leer para posteriormente utilizar el algoritmo del software Flow Jo del
citometro de flujo, para determinar los valores de voltaje 6ptimos para la lectura
clara de cada uno de los espectros de emision de cada fluoréforos sin empalmes
de emision; por fin se leyeron las muestras en el citdmetro de flujo, adquiriendo
9,000 eventos celulares en cada tubo leido, para el analisis de las poblaciones
leucocitarias de sangre periférica. Se determinaron los valores de positividad
segun la autofluorescencia celular; los eventos mayores a 103 se consideraron
negativos. El cuadrante inferior izquierdo corresponde a la autofluorescencia
celular para las longitudes de onda equivalentes a los fluoréforos seleccionados
para la identificacion de Th17 y Treg, ApC-Cy7 y FITC para Th17 y Pacific Blue y
APC-A para Treq.

Analisis estadistico

Para el analisis estadistico, se utilizo el programa GraphPad Prism 8.02. Se
realizé un test de normalidad con la prueba de Shapiro-Wilk (no se rechaza la
normalidad > 0.05) por el tamafio de la muestra. Para evaluar las medias de ambos
grupos se utilizé T de Student para muestras independientes. Los resultados se

expresaron como media + desviacion estandar. El nivel de confianza se determiné
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a 95% y se consideré un valor p = 0.05 estadisticamente significativo (* =
0.05a0.03, ** = <0.03 a 0.002, *** = <0.002 a 0.0002, **** = <0.0002 en todas

las gréaficas).

Resultados

Se compararon tres subtipos celulares de linfocitos TCD4 (Th17, Treg y Th17-Treg)
entre un grupo de ratas con SM y un grupo de ratas sanas. Los resultados en el
citometro de flujo se muestran en porcentaje, por lo que se realizé una conversion
a valores absolutos utilizando una regla de tres, considerando como un total de
100% 9,000 eventos celulares, segun el programa floreada. Los resultados
obtenidos para las células Th17 en ratas con SM (marcadores dobles positivo)
fueron: 8879 células en larata 1; 8962 células en la rata 2; y 8399 células en larata
3 (Figuras 1A, 1By 1C respectivamente y 2A barras azules), con una media de 8747
+ 303.9 (Figura 2B barra negra). Los resultados obtenidos para Th17 en el grupo de
ratas sanas (marcadores dobles positivo) fueron: 2602 células en la rata 1; 362
células en larata 2; y 634 células en la rata 3 (Figuras 1D, 1Ey 1F respectivamente
y 2A barras verdes), con una media de 1199 +1222 (Figura 2B barra gris). La
elevacion de Th17 fue significativa (p<0.0005) en las ratas con SM vs las ratas

sanas (Figura 2B).
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EDITORIAL CIENCIAS MEDICAS

Resultados de Th17 en el citdmetro de flujo:
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Fig. 1. llustracion en el citometro de flujo de células Th17 doble positivas por medio de
marcadores especificos (ApC-Cy7-A para CD4+y FITC-A para IL-17) en ratas con

sindrome metabdlico (A,By C) y en ratas sanas (D, Ey F).
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Fig. 2. Se muestran los eventos celulares doble marcaje positivos Th17 en ratas con
sindrome metabdlico (SM) y sanas (A) y la media  desviacion estandar (B) de lo

graficado en A con la prueba T de student para muestras independientes(***p< 0.0005).

Los resultados obtenidos para las células Treg en ratas con SM
(marcadores dobles positivo) fueron: 9, 3 y 8 células en las ratas 1, 2 y 3
respectivamente (Figuras 3A, 3B y 3C y 4A barras azules), con una media de
6.7+3.2 (Figura 4B barra negra). Los resultados obtenidos para Treg en las ratas
sanas (marcadores dobles positivo) fueron: 6043, 6573, y 8974 células en las ratas
1, 2y 3 respectivamente (Figuras 3D, 3E y 3F y 4A barras verdes), con una media
de 7197+1561.86 (Figura 4B barra gris). La elevacién de Treg fue significativa

(p<0.0013) en las ratas con SM vs las ratas sanas (Figura 4B).
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Resultados de Treg en el citdbmetro de flujo:

A R1, SM, Treg B C
10¢ Rz, 8M, Treg R3, SM, Treg
'IEF‘} 10¢
o 100 ]
R b A i 10°
m 10* [0.30%) : 10.10%] o 1 veote puss abCan Pactie B Ae APC-Le
a .1 s 100 4 180 s T Pacifc Bue-A- APC-A+ Pacific Bha-Ae APC-A+
H 2 '{ ram._ BT [0.08%)
= i. 5
100 so o B
< o | 10°):
) i <
§ 108 § 'IUH-I' o
H 2 10
1
10 Pasciic A+ APC-A- 10" ! Fach e de AP FUG ke AP
Pmmﬁtlw. w00%) i T i 10'{  pacsconenarca Pacific Bue-A APC-A:
10° 1 02 00%)
10¢
! -
Ll B,
10-;0.1 1E)° 1E]‘ " 1b’ " 1b‘ 1b’ 10 100 10° 107 100 100 10t 100 10
Pacifc Blue-A Pocc B e 100100 100 100 100 100 10° 100
cD25 Pacific Blue-A c025
D E F
R1, Sana, Treg R2, Sana, i
) . Treg R3, Sana, Tr
10% 10° 4 106 - Sana. 116
Pacitc Bluo-Ar APC-A Povciflc Blue-Av AFG-A=
107 4 107 4 10° ) o08%] [LERIE
Pacific Blun-A- APC-Av Paciic B fe APC-As
Facile 5~"'~.‘ +FC-A- Pacilc E"i'.’i- _i.P‘:.A- [24 82%) . [T3.03%]
100 [Fokal] 187 184%] 10.1 10° 4
be] L)
< 10 §10’~ g1
g 1 < S 10
= 1 ) 107 4 [
o .
10 < 10
T Pacscruen - Pachc Bg-Ae AFC-A: 10" o Pocitic Bloosh APC-A. Paciic Biuo-As APC.A: 1
RATS] [ [:RF<] [203%] Pecic BiueA- APC A Prfls B-:].;;\.rp:'m
10° 4 108 - (1=1] |
10° 4
10 s T e v 10 L
ot 100 100 107 100 100 100 100 10 100 10' 10° 100 100 10° 0%

100 100 100 10 100 10* 10 108

Pacific Blue-A  CD25
Pacific Bue CD25

Fig. 3. llustracion en el citémetro de flujo de células Treg doble positivas por medio de

marcadores especificos (Pacific Blue-A para CD25+ y APC-A para FoxP3-Treg) en ratas

con sindrome metabdlico (A, By C) y en ratas sanas (D,Ey F).
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Fig. 4. Se muestran los eventos celulares doble marcaje positivos Treg en ratas con
sindrome metabdlico (SM) y sanas (A) y la media * desviacién estandar (B) de lo

graficado en A con la prueba T de student para muestras independientes(**p< 0.0013).

Los resultados obtenidos para las células Th17-Treg en ratas con SM (marcadores
dobles positivo) fueron: 8879 células en la rata 1; 8951 células en la rata 2; y 8468
células en la rata 3 (Figuras 5A, 5B y 5C respectivamente y 6A barras azules), con
una media de 8766 y una DE de 260.6 (Figura 6B barra negra). Los resultados
obtenidos para Th17-Treg en las ratas sanas (marcadores dobles positivo) fueron:
173 células en larata 1; 1281 células en larata 2;y 1923 células en larata 3 (Figuras
5D, 5E y 5F respectivamente y 6A barras verdes), con una media de 1643 y una DE
de 328 (Figura 6B barra gris). La disminucion de Th17-Treg fue significativa

(p<0.0001) en las ratas con SM vs las ratas sanas (Figura 6B).
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Resultados de Th17-Treg en citometro de flujo:
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Fig. 5. llustracion en el citémetro de flujo de células Th17-Treg doble positivas por medio

de marcadores especificos (APC-A para FoxP3 y FITC-A para IL-17) en ratas con

sindrome metabdlico (A,By C) y en ratas sanas (D, Ey F).
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Fig. 6. Se muestran los eventos celulares doble marcaje positivos Th17-Treg en ratas con
sindrome metabdlico (SM) y sanas (A) y la media * desviacién estandar (B) de lo

graficado en A con la prueba T de student para muestras independientes(****p< 0.0001).

Discusion

En este estudio encontramos un incremento estadisticamente significativo,
(p<0.0005) de Th17 y las células Th17-Treg (p<0.0001) en sangre obtenida por
puncién cardiaca de las ratas con sindrome metabdlico vs las ratas sanas. Por el
contrario, encontramos una disminucion estadisticamente significativa (p<0.0013)
de Treg en las ratas con SM en comparacion con el grupo sano. Los resultados
obtenidos hasta el momento sobre las células Th17 y Treg (marcadores dobles
positivos) corroboran nuestra hipoétesis, en la que se plantea la existencia de una

diferencia en la cantidad de los linfocitos Th17 y Treg de ratas con sindrome
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metabdlico y sanas. En su trabajo, Naugler & Karin (2008)(') exponen que los
niveles elevados de Th17 se asocian con resistencia a la insulina, atribuyendo este
suceso a la produccién de IL-6 por parte de Th17. Lo anterior se asocia a nuestra
poblacién de ratas con sindrome metabdlico las cuales presentaron una mayor
cantidad de células Th17 que las ratas sanas. Asi mismo, al igual que nuestras
ratas con un indice de Lee > 0.3 y niveles disminuidos de Treg, estudios en
humanos han identificado una correlaciéon negativa entre el IMC y los niveles de
Treg.(' Feuerer et al., (2009)(9 estudiaron la grasa abdominal en ratones obesos
con resistencia a la insulina y ratones sanos, encontrando un enriquecimiento de
Treg en la grasa abdominal de los ratones sanos y una disminucién significativa
de esta misma poblacion en los ratones con obesidad y resistencia a la insulina.
En nuestro trabajo, al mismo tiempo, identificamos algo no esperado; los
marcadores intracelulares positivos en ambas poblaciones (FoxP3 para Treg e IL-
17 para Th17) se encontraron simultaneamente elevados en los linfocitos
sanguineos de las ratas con sindrome metabdlico (Figuras 5 y 6). Este suceso
describe una poblacién celular con caracteristicas de Treg (FoxP3+) productoras
de IL-17, lo cual refleja una conversion de Treg hacia Th17,('") fenémeno similar a
nuestro trabajo, donde encuentran que las células Treg en un medio rico en
citosinas proinflamatorias, pueden llegar a expresar IL-17; aunque el proceso de
conversion de Treg a Th17 aun no se define con exactitud, ellos observan que dicho
proceso se asocia a un medio rico en IL-6 e IL-1B y a modificaciones
epigenéticas.(718) Los Treg FoxP3+ expresores de IL-17 pierden su capacidad
supresora, lo cual genera que los mecanismos mediadores de la inflamacién se
encuentren desregulados, acentuando mas los procesos inflamatorios.('”) La

evidencia creciente, aunque confusa sobre las propiedades funcionales y
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fenotipicas entre estas dos poblaciones justifica ampliar la investigacion sobre los
mecanismos implicados en estas desregulaciones asociadas a murinos con

sindrome metabdlico.

Conclusiones

Con base a nuestros resultados podemos concluir que el sindrome metabdlico en
ratas Wistar altera las propiedades del sistema inmune, su estado proinflamatorio
favorece la diferenciacion de los linfocitos THO hacia Th17 y linfocitos Treg

incompetentes, lo cual describe un sistema inmune ineficaz.
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