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I. PRESENTACIO



Presentacio

La diabetis mellitus és una de les malalties metaboliques més freqiients, ja que afecta d’'un
2 a un 7% de la poblacié mundial. D’'un 5 a un 10% dels pacients es poden agrupar a la
categoria de diabetis mellitus tipus 1, la qual es manifesta generalment abans dels 40
anys, freqlientment durant I'adolescéncia, i és el resultat de la destruccié autoimmune de

les cel-lules B pancreatiques.

S’ha descrit que un cert nombre de citoquines alteren la funcionalitat de les cel-lules B, i
que podrien estar involucrades en el desenvolupament de la diabetis tipus 1. L'expressid
d'interferéd B (IFNB) s’indueix en cel-lules epitelials per I'accié de diferents virus. A més,
s’ha detectat IFNB en illots de pacients amb diabetis tipus 1. A fi de determinar el paper
d'IFNB /n vivo en el desenvolupament de diabetis tipus 1, en el nostre laboratori s’havien
obtingut animals transgenics que sobreexpressaven IFNB especificament en les cél-lules B
pancreatiques gracies a la utilitzaci6 del promotor del gen de la insulina (RIP/IFNB).
Aquests animals presentaven un estat pre-diabétic amb alteracions funcionals de la cél-lula

B pancreatica, hiperglicemia suau i hipoinsulinemia.

L'objectiu del present estudi ha estat aprofundir en la caracteritzacid dels animals
transgenics RIP/IFNB en fons genetic CD1 i obtenir un nou model de diabetis tipus 1, tant
per a l'estudi de la malaltia com per assajar I'efectivitat de noves terapies. Aquests ratolins
presenten una bona viabilitat i es reprodueixen amb facilitat. El fet d’expressar IFNB fa
gue siguin més sensibles a desenvolupar diabetis, donat que presenten cert grau
d'infiltracid en els seus illots. Aixi, hem observat que el 100% d'aquests ratolins
desenvolupen diabetis oberta després del tractament amb dosis molt baixes de STZ (15 o
20 mg/kg), que no afecten als seus germans control. Aquests animals transgénics
presenten un increment cronic de la glicemia i una gran infiltracié limfocitaria dels seus
illots. En aquests infiltrats s’hi poden detectar la preséncia de limfocits, tan cél-lules T
CD4" com CD8*. Aix0 porta a que els ratolins transgénics IFNB perdin massa de cél-lules B
per un procés apoptotic, probablement induit pel sistema immunitari, desenvolupin
hipoinsulinémia i perdin contingut d’insulina pancreatic, caracteristiques totes elles de la
diabetis tipus 1. Aixi doncs, els ratolins transgenics RIP/IFNB podrien constituir un nou

model molt adequat de diabetis tipus 1 semblant a la que desenvolupen els humans.



Presentacio

El factor de creixement similar a la insulina de tipus I (IGF-I) estimula la proliferacio i
diferenciacié de les cél-lules B i és un potent factor antiapoptotic. En el nostre laboratori
s’havia obtingut una linia de ratolins transgenics que expressaven IGF-I especificament en
les cel-lules B del pancrees (RIP/IGF-I). Aquests animals presentaven una recuperacié en
la massa de cel-lula B després de la induccid de diabetis experimental mitjangant un
tractament amb STZ. Amb I'objectiu de determinar el paper d'IGF-I en la contrarestacio de
la diabetis autoimmune hem generat animals transgenics IFNB/IGF-I. Aixi hem observat
que l'expressié d'IGF-I en les cél-lules B en els ratolins IFNB, protegeix aquests animals de
desenvolupar diabetis després del tractament amb baixes dosis de STZ. Els animals
transgénics presenten una contrarestacié tan de la hiperglicémia, hipoinsulinémia i de la
perdua de massa de cel-lula B assolint valors dins de la normalitat. Tots aquests resultats
indiquen que la produccio local d'IGF-I protegeix a les cel-lules B de la destruccié induida
pel sistema immune i contraresta la diabetis experimental. Per tant, la transferencia del

gen IGF-I a pancrees podria ser una bona terapia per a la diabetis tipus 1.



II. INTRODUCCIO



Introduccio

1. ESTRUCTURA I FUNCIO DEL PANCREES.

El pancrees és una glandula composta, en la que es poden distingir tant histologicament com
funcionalment dues parts: el pancrees exocri, format pels acinis i els conductes, que
participen en la secrecid d’enzims digestius al duode, i el pancrees endocri, format pels ilots

de Langerhans, que secreten hormones al torrent circulatori.

El pancrees es desenvolupa a partir de dos diverticles de l'intesti primitiu embrionari. Durant
I'embriogénesi, els diverticles procedents de l'intesti primitiu es fusionen per a formar la
glandula exocrina, connectada mitjancant conductes a lintesti on hi abocaran els enzims

digestius.

Els acinis del pancrees exocri constitueixen el 80-85% del total de les cél-lules pancreatiques,
i estan formats per agrupacions de cel-lules epitelials, les cél-lules acinars, orientades en
sentit radial formant una llum, e/ /umen, que comunica amb els conductes pancreatics.
Aquests formen un entramat de comunicacié entre els acinis i la llum del duodé. La funcié de
les cel-lules acinars és la de sintesi, I'emmagatzament i la secrecid dels enzims digestius
pancreatics. Aquests sdn emmagatzemats a l'interior de les cél-lules en els anomenats

granuls de zimogen.

Els diverticles procedents de l'intesti primitiu generen estructures de forma allargada que
ramifiquen originant els conductes pancreatics. A partir de les cel-lules epitelials d'aquestes
estructures es comencen a formar els illots. En un inici apareixen cel-lules endocrines aillades
en les parets dels conductes i posteriorment migren formant petits grups al seu voltant, que
finalment s’‘organitzen en estructures ben definides donant origen als illots de Langerhans
(Deltour, 1991). Progressivament, vasos sanguinis i fibres del sistema nervids periféeric
migren també cap a les porcions endocrines i exocrines del teixit. Com a conseqiiencia, a
més de cel-lules secretores endocrines, els illots contenen abundants cél-lules endotelials

capil-lars, aixi com una bona inervacié (Pickup, 1997).

La fraccid endocrina del pancrees constitueix només un 1% del total de la massa
pancreatica. Els illots estan envoltats per una capsula de teixit connectiu caracteristica que
els ailla del teixit exocri i els ajuda a mantenir la seva integritat estructural. Aproximadament,
hi ha un milié d'illots repartits en els pancrees humans, entre 1000 i 2000 en les rates i uns
500 en els pancrees dels ratolins. Cada illot conté aproximadament 2000 ceél-lules
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productores d’hormones. De fet l'illot és un mosaic cel-lular amb diversos tipus de cél-lules,
que secreten diferents hormones. Es tracta d’'un organ endocri amb funcions complexes,
moltes de les quals encara sén poc clares. Els illots estan constituits per quatre tipus
cel-lulars: les cél-lules B productores d’insulina, que son les més abundants (60-70%) i estan
situades al centre de lillot; les cel-lules a, productores de glucagd, que suposen
aproximadament el 15% de la massa total i estan situades a la periféria de lillot; les cél-lules
& productores de somatostatina, representen només el 5% de la poblacié cel-lular de l'llot i
es situen juntament amb les cel-lules y productores de polipeptid pancreatic (PP) entremig
de les cél-lules B i les o.. Aquestes Ultimes constitueixen el 10% de la massa total de lillot.
Les hormones produides son alliberades directament al capil-lars sanguinis i, a través de la

vena porta, son transportades cap al fetge i a la resta de I'organisme.

—>Cél-lules o — glucagd

) _,cel-lules p — insulina

® ol ules § —» somatostatina
—Cél-lules PP — polipéptid pancreatic

Figura 1. Distribucio dels diferents tipus cel-lulars als illots de Langerhans.

1.1 CEL:-LULA B PRODUCTORA D’INSULINA.

Les cél-lules B sén les responsables del manteniment dels nivells de glucosa del cos. La seva
poblacié és dinamica i esta sotmesa a canvis per tal de mantenir I'euglicemia. La cel-lula B
s'origina directament des d'una cel-lula epitelial precursora, la qual expressa marcadors
especifics (NeuroD, Isl1, Pax6, PDX1, Nkx6.1, i INS) (Jensen, 2000) que la faran diferenciar
fins a cel-lula B madura. Tot aquest procés és complex i esta altament regulat. Un cop

diferenciades i formant part de [l'illot, la massa de cel-lules B esta en una continua renovacio i
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mort. Aquesta remodelacié depén de diferents mecanismes: replicacid, neogénesi, canvis de
volum cel-lular i mort. La replicacio és el mecanisme pel qual es genera una nova cél-lula B a
partir d’una ja existent. La neogénesi és el mecanisme pel qual es genera una nova cél-lula B
a partir d'un precursor epitelial de manera similar a com passaria durant el
desenvolupament. Els canvis de volum cel-lular suposen un augment de la mida de la
cel-lula, és el qué es coneix com a hipertrofia. I /a mort és un procés en el que podem

diferenciar dos mecanismes: la necrosi i I'apoptosi.

1.1.1. Regulacio de la biosintesi d'insulina.

La insulina és la principal de les hormones pancreatiques. L'estructura molecular de la
insulina esta altament conservada durant I'evolucié. Aixi, des de la insulina dels vertebrats
més primitius fins a la de 'home difereix Unicament en uns pocs aminoacids. La sintesi de la
insulina és un procés complex que involucra la formacié de dues molécules precursores, la
preproinsulina i la proinsulina. La preproinsulina passa del ribosoma al reticle endoplasmatic
on és degradada per proteases especifiques, d'aquesta manera la preproinsulina és
transformada en proinsulina. La proinsulina esta formada per 86 aminoacids amb tres ponts
disulfur. La proinsulina és transformada a insulina dins de granuls especifics que provenen
de l'aparell de Golgi. Dins d'aquests granuls les proteases, activades per un pH acid,
trenquen un peptid de connexid anomenat péptid C, que uneix les cadenes A i B de la

insulina, alliberant-se la insulina madura i amb activitat biologica.

La insulina humana té un pes molecular d’'uns 6000 D i conté 51 aminoacids repartits en les
dues cadenes polipeptidiques A i B. La cadena A conté 21 aminoacids i la cadena B 30
aminoacids. A la molécula d'insulina hi ha tres ponts disulfur, dos d'intercatenaris que

uneixen les dues cadenes i un d’intracatenari situat a la cadena A.

En sang podem mesurar tant la insulina com el peptid C, sent la proinsulina practicament
insignificant. La determinacioé del peptid C pot ésser d'interes, donat que la relacid insulina
peptid C és constant i la seva vida mitja és més llarga. La insulina es troba normalment en
circulacid en una concentracié al voltant de 10™"° M, concentracié a la qual circula en forma
de monomer. A concentracions elevades pot formar dimers i en presencia de Zinc, a pH acid,
la insulina forma cristalls compostos d’hexamers de I'hormona. Aquesta és també la forma en

qué s'emmagatzema en els granuls de secrecid.
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El regulador més important de la sintesi de la insulina és la glucosa, actuant basicament a
través de 3 mecanismes: a) mitjancant un increment selectiu de la transcripcié del gen de la
insulina, b) una estabilitzacié selectiva dels RNA missatgers (RNAm) de la insulina i c) una
rapida i selectiva estimulacié de la traduccié dels RNAm de la insulina (Steiner, 1989). No
estan massa clars els missatgers intracel-lulars implicats en I'efecte de la glucosa en la sintesi
d'insulina, el que si és clar és que la glucosa ha de ser metabolitzada dins la cél-lula B perque

pugui produir-se I'efecte.

1.1.2. Regulacio de la secrecio d'insulina.

L'estimul més important de la secrecié d‘insulina és la glucosa. La cél-lula B es comporta com
un sensor de glucosa, sent sensible a petites variacions de la concentracié de glucosa en
sang. Existeixen pero altres factors reguladors com poden ser: nutrients, neurotransmisors i
hormones. Dins del grup dels nutrients hi trobem diversos sucres (manosa), aminoacids
(leucina i arginina), cossos cetonics i acids grassos que actuen com a secretagogs. De
neurotransmisors, n'hi ha amb efecte estimulador: acetilcolina i Vasoactive Intestinal Peptide
(VIP); mentre que d'altres tenen un efecte inhibidor, com les catecolamines. Pel que fa a les
hormones, hi ha potents estimuladors com: el glucagd, el Glucagon-like peptide-1 (GLP-1), el
Gastric Inhibitory Peptide (GIP), la colecistoquinina (CCK); i també n’hi ha d'inhibidors, com

la somatostatina.

La resposta de la cél-lula B als reguladors fisiologics és molt rapida, la secrecid es produeix
pocs segons després d’haver rebut I'estimul o s‘anul-la pocs segons després de la seva
exposicid a un estimul inhibitori. El fet que la cél-lula B pugui respondre a diferents estimuls
implica que ha d'estar equipada amb els mecanismes sensors i efectors especifics per
cadascun dels sistemes reguladors. A més a més, hi ha un acoblament entre els sistemes
sensors i efectors responsables de I'exocitosi dels granuls d'insulina. Aixo implica diversos
senyals intracel-lulars, que fins al moment no estan gens clars. El que si es coneix, és que el
calci (Ca**) té un paper important com a senyal primari per I'activacié del procés de secrecid,
i I’AMPc (té un paper important) en la modulacié de la magnitud d’aquesta resposta. Aixi, els
diversos efectors (nutrients, neurotransmisors i hormones) actuarien provocant variacions en
les concentracions intracel-lulars de calci i AMPc que farien de missatgers dins la céel-lula 8. El
metabolisme de la glucosa és important pel seu efecte sobre la secrecid de la insulina (Bell,
2001). La glucosa entra dins la cel-lula B a través del transportador de glucosa GLUT2, un

cop a dins, és fosforilada en posicié 6 transformant-se en glucosa-6-fosfat per I'accié de la
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glucoquinasa. Tant el transportador GLUT2 com l'enzim glucoquinasa, actuen de sensors de
la glucosa, modulant la secrecid d'insulina. De fet, la glucoquinasa controlaria la ratio
d’entrada de glucosa a la via glucolitica i el seu subseqiient metabolisme (Bell, 2001). Es el
metabolisme de la glucosa dins la cél-lula B el que genera el senyal perque es produeixi la
secrecio d'insulina. En realitat aquest senyal és I'ATP generat tant en la glucolisi com en el
cicle de Krebs. Aquest augment de I’ATP intracel-lular provoca el tancament dels canals de
potassi (K*) dependents d’ATP, i com a consequiéncia es produeix una despolaritzacio de la
membrana i una entrada de Ca** a linterior cel-lular. A més a més, I'accié de diversos
secretagogs (nutrients, neurotransmisors com [|‘acetilcolina i hormones com la CCK)
estimulen a la fosfolipasa C (PLC) a escindir el fosfatidil inositol (PIP2) generant-se molécules
d'inositol trifosfat (IP3) i diacilglicerol (DAG). LIP3 permet lalliberacié del Ca**
emmagatzemat en el reticle endoplasmatic i activa la proteina quinasa depenent de
calmodulina. Per altra banda, el DAG estimula a la proteina quinasa C (PKC), la qual
permetra la fosforilacid de diverses proteines intracel-lulars que regularan I'exocitosi dels
granuls d'insulina. Tot aquest conjunt de senyals provoca tant la fusid dels granuls de
secrecid amb la membrana plasmatica, alliberant-se la insulina a la circulacié, com la sintesi

de nova insulina.
1.1.3. Accio de la insulina.

La principal funcid de la insulina és mantenir la homeostasi de la glucosa, mitjangant
I'estimulacié de la utilitzacié de glucosa en els teixits periférics, muascul i teixit adipds, i la
inhibicié de la produccié de glucosa hepatica i I'activacié de la sintesi de glicogen al fetge.
Perqué la insulina pugui produir els seus efectes biologics sobre el metabolisme de la
glucosa, és necessari que primer s'uneixi a receptors especifics presents a tots els teixits
diana de I'hormona (Cheatham, 1995; Saltiel, 2001). Un cop la insulina s’ha unit al receptor
especific, es generen segons missatgers intracel-lulars que iniciaran una cascada de senyals
de fosforilacions i desfosforilacions resultant en una estimulacié del metabolisme de la

glucosa, transcripcié de gens, sintesi proteica, etc.

El receptor de la insulina (IR) pertany a una subfamilia de receptors tirosina quinasa, que
inclou també al receptor del factor de creixement similar a la insulina-I (IGF-IR). Aquests
receptors son tetramérics amb 2 subunitats reguladores o, i 2 subunitats catalitiques B. La

unié de la insulina a la subunitat o indueix I'activacié de les subunitats B que seguidament
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s'autofosforilaren. Aix0 produeix un canvi conformacional que fomentara lincrement de
I'activitat quinasa (Patti, 1998).

Almenys es coneixen 9 substrats intracel-lulars dels receptors tirosina quinasa de la insulina i
IGF-I. Quatre d'aquests substrats pertanyen a una familia de proteines anomenada substrats
del receptor de la insulina (IRS) (White, 1998). Encara que les proteines IRS tenen una
elevada homologia, estudis recents en animals deficients (knock-out) i linies cel-lulars
suggereixen que tenen una funcié complementaria més que redundant en la senyalitzacié de
la insulina/IGF-I. Els ratolins deficients homozigots per IRS1(-/-) mostren un retard en el
creixement tant pre com post-natal. Aixi com una marcada resisténcia a la insulina en els
teixits periférics i una alteracid en la tolerancia a la glucosa (Tamemoto, 1994; Araki, 1994).
Els ratolins deficients per IRS2 també mostren resisténcia a la insulina en teixits periferics i
fetge, pero el seu retard en el creixement només efecta a determinats teixits, incloent certes
regions del cervell, illots pancreatics i retina. En els ratolins homozigots IRS2(-/-), l'efecte
multifactorial de la resisténcia a la insulina i la disminucié en la massa de cél-lula B provoca
el desenvolupament de diabetis tipus 2 (Kido, 2000; Withers, 1998). Per contra, ratolins
deficients per IRS3 i IRS4 tenen un creixement i un metabolisme aparentment normal
(Fantin, 2000).

Les alteracions funcionals de les cél-lules B pancreatiques i alteracions en el mecanisme
d’accié de la insulina, tenen com a conseqliéncia greus problemes metabolics com el

desenvolupament de la diabetis mellitus.
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2. DIABETIS MELLITUS.

La diabetis mellitus és la malaltia metabodlica més comu. Inclou un ampli ventall de
sindromes amb diferents etiologies que afecten d’'un 2 a un 7% de la poblacid mundial. La
diabetis es pot classificar en dues categories: la diabetis tipus 1 i la diabetis tipus 2. La
primera categoria (diabetis tipus 1), és causada per I'absoluta deficiéncia en la secrecié
d’insulina. I la segona categoria (diabetis tipus 2), és causada per la combinacié d'una
resisténcia a l'accid de la insulina i una inadequada resposta compensatoria de la secrecié
d'aquesta hormona (The Expert Committee on the Diagnosis and Classification of Diabetis
Mellitus, 1997).

La diabetis tipus 1 afecta aproximadament a un 10% dels pacients diabetics i sol apareixer
abans dels 30 anys (Lowe, 1998). Es deguda a la destruccié autoimmune de les cél-lules B
dels illots pancreatics. Aquestes cél-lules son les productores d‘insulina i com a conseqiiéncia
de la seva destruccidé es produeix una gran disminucié de I'hormona. La principal alteracio
metabolica causada per la manca d'insulina és la hiperglicemia. Aquesta és deguda a la
incapacitat dels teixits periferics (muscul, teixit adipds) i del fetge de metabolitzar la glucosa.
El problema s'agreuja pel fet que el fetge posa en marxa la via gluconeogenica i
glucogenolitica, contribuint d’aguesta manera a augmentar encara més els nivells de glucosa
sanguinia. Per altra banda, els pacients diabétics necessiten obtenir energia d‘altres
substrats. Aquesta font alternativa d’energia sén els cossos cetonics provinents de la
mobilitzacié d‘acids greixosos lliures des del teixit adipds i la seva posterior oxidacio en el
fetge. La produccié de cossos cetonics porta a una cetoacidosi. La conseqiiéncia d'aquest
conjunt d’alteracions metaboliques resulta en una marcada hiperglicémia i cetonémia. A més,
es manifesten els simptomes caracteristics de la diabetis: un increment de la ingesta
(polifagia) i un increment de la set (polidipsia), una diliresi osmotica (politria) i a una pérdua
de pes. Altres alteracions so6n la hipertrigliceridemia, alteracié del sistema renina-

angiotensina, funcid leucocitaria alterada, etc. (Pickup, 1997).

La terapia substitutoria amb insulina és imprescindible, no només per controlar la
hiperglicemia sind també per evitar la cetosi espontania que pot portar al coma diabétic o
fins i tot a la mort del pacient. Aixd0 no evita perd, que molts dels pacients acabin
desenvolupant el conjunt de patologies secundaries associades a la diabetis: alteracions
microvasculars en el ronyd, retina, alteracions macrovasculars, i complicacions

neurologiques.
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La diabetis tipus 2 la presenten al voltant del 90% dels pacients diabetics i apareix
normalment en individus majors de 40 anys. En aquest cas, no és deguda a cap atac
immunitari sind que inclou una série de patologies amb caracteristiques comuns. Per aquesta
rad, es defineix a la diabetis tipus 2 com una sindrome. No es caracteritza per una abséncia
d’insulina, si més no en els estadis inicials, sind que és el resultat d’una resisténcia a
I'normona a nivell del fetge i teixits periférics, acompanyada d'un defecte en la secrecié de la

insulina (Lowe, 1998).

Les causes que indueixen a desenvolupar diabetis tipus 2 encara sén desconegudes. Factors
genetics, tot i que no es coneixen bé, conjuntament amb factors ambientals condueixen a
una disfuncié de la cel-lula B que no pot alliberar d'una forma regulada la insulina en
resposta a la glucosa. A més a més, es produeix una resisténcia a la insulina per part dels
teixits periférics que condueix a una disminucié de la utilitzacié de glucosa en aquests teixits
i @ un augment de la produccié hepatica de glucosa. Les causes moleculars de la resisténcia
a I'hormona sén diverses i es coneixen només parcialment. Se sap que la disminucié en el
nombre de receptors d'insulina i mutacions en el propi receptor pot alterar-ne I'afinitat per
I'normona. També son causa de resisténcia les alteracions postreceptor, que podrien afectar
a la transduccié de la senyal de la insulina (Bell, 2001). D'altra banda, cal considerar també,

les alteracions dels mecanismes de transport de glucosa i la seva utilitzacio.

Independentment de la causa, la resisténcia a la insulina desencadena l'augment de la
glucémia, fet que pot comportar un efecte toxic per la propia cél-lula B. En general els
pacients de diabetis tipus 2 reben com a tractament una dieta restringida, donat que sovint
una disminucié de l'obesitat condueix a una substancial millora en la malaltia. Alguns, a més
es tracten amb hipoglucemiants orals, pero, els pacients que finalment progressen cap a un
estat de deficiéncia d'insulina han d’acabar tractant-se amb I'hnormona per sobreviure (Moller,
2001).
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3. DIABETIS MELLITUS DEPENENT D'INSULINA (TIPUS 1).

La diabetis tipus 1 és deguda a la deficiéncia d'insulina com a resultat de la destrucci6 de les
cel-lules B pancreatiques. Quan es presenten els simptomes ja s'han destruit
aproximadament el 90% de les cel-lules B, mentre que les cel-lules productores de glucago,
somatostatina i polipéptid pancreatic normalment es preserven, tot i que, solen redistribuir-
se dins l'illot.

En la patogénesi de la diabetis tipus 1 hi ha involucrats factors ambientals que activarien
mecanismes autoimmunitaris en individus genéticament susceptibles, provocant la
progressiva péerdua de les cel-lules B pancreatiques (Zimmet, 2001). La predisposicid és
mitjancada per un conjunt de gens que interactuen entre ells i amb |'ambient. Estudis
genetics de la diabetis tipus 1 indiquen que en la susceptibilitat a desenvolupar la malaltia és
particularment important el complex major d’histocompatibilitat (HLA), situat en el
cromosoma 6. S’han descrit varis loci que estan implicats en la predisposici6 i/o acceleracio
del desenvolupament de la malaltia (Freiesleben De Blasio, 1999) com ara els diferents loci
que codifiquen per MHC, referits colectivament com 7DDM1 (Todd, 1996). Estudis amb
bessons, individus genéticament idéntics, demostren que els factors ambientals també
participen en la generacié de diabetis tipus 1. Dades epidemiologiques donen suport a la
idea que diversos factors ambientals poden iniciar o accelerar el progrés de la malaltia. De
particular interés ha estat mostrar el possible paper que juguen les infeccions, substancies
quimiques i nutrients (Haverkos, 1997).

3.1. FACTORS IMPLICATS EN EL DESENVOLUPAMENT DE LA DIABETIS TIPUS 1.
3.1.1. Factors genétics.

Dos descobriments als anys 70 van permetre establir els factors genetics implicats en l'inici
de la malaltia. ElI primer dels descobriments va ser demostrar el fort lligam entre diabetis
tipus 1 i polimorfismes concrets del HLA classe II —DR i més tard del —DQ (Nerup, 1974). De
fet, s’ha trobat una forta associacié entre els haplotips de HLA DQA1*0301-B1*0302,
especialment combinat amb DQA1*0501-B1*0201, i la diabetis tipus 1 en individus Caucasics
(Kelly, 2001). Altres haplotips presenten una correlacié negativa amb la malaltia (Graham,

1999). Aixi doncs, els genotips de HLA han estat un important punt de recerca per identificar
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els individus amb un risc de desenvolupar diabetis tipus 1. A més, les molécules de HLA
tenen un paper important en la presentacio dels antigens i aquesta associacio reforcaria la
hipotesi de que la diabetis tipus 1 és una malaltia autoimmune (Wolf, 1983). Se sap que més
del 98% dels pacients diabétics posseeixen els al-lels de HLA de classe II DR3 o DR4.

El segon dels descobriments, va ser demostrar les evidéncies directes entre autoimmunitat i
diabetis tipus 1. Aixi en incubar sérum de pacients diabétics amb seccions de teixit
procedents d'individus normals, es van identificar anticossos als quals se’ls va anomenar
anticossos contra cel-lules de lillot (ICAs) (Bottazzo, 1974). Aquests ICAs han estat

ampliament utilitzats per I'estudi clinic del curs de la patogenesi de la diabetis tipus 1.

Els anys 80 i principis dels 90 van ser identificats dos dels principals autoantigens reconeguts
com ICA. El primer va ésser una nova isoforma de la acid glutamic descarboxilasa (GAD65)
(Baekkeskov, 1982; Baekkeskov, 1990), i el segon va ser la molécula semblant a la proteina
tirosina fosfatasa (IA-2) (Lan, 1996). El tercer autoantigen, identificat a la decada dels 80, va

ser la insulina (Palmer, 1987).

Existeixen dues isoformes d'acid glutamic descarboxilasa (GAD), una amb un pes molecular
de 65000 D (GAD65) i una altra amb 67000 D (GAD67). GAD65 és l'encarregat de la
conversid de l'acid glutamic a acid y-aminobutiric (GABA), un neurotransmisor. Les dues
isoformes s’expressen a les neurones i a les cel-lules dels illots pancreatics, pero és la

isoforma 65 la que hi és predominant. La funcié de GAD65 en els illots no és clara.

L'TA-2, també conegut com ICA512, és un membre de la familia de proteines transmembrana
tirosina fosfatasa (PTP). Es una proteina de 106.000 D i 979 aminoacids, que s'expressa en
teixits neuroendocrins i en els illots s'expressa tant en les cel-lules oo com en les cél-lules B.
Estudis d'immunofluorescéncia la localitzen en vesicules secretores d’ambdues cél-lules,
endocrines i neuronals, pero la seva funcio és desconeguda. Existeix un altre autoantigen en
diabetis tipus 1 que forma part d'aquesta familia, és el IA-2B, també conegut com a
“phogrin” (Lu, 1996).

A diferéncia dels altres dos antigens, els autoanticossos contra insulina, no es poden utilitzar

per I'estudi i evolucié de la malaltia un cop iniciat el tractament amb I'hormona, donat que

els pacients desenvolupen també anticossos contra la insulina exdgena.
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S’han trobat autoanticossos contra altres antigens: carboxipeptidasa H, ICA69, GLUT-2, SOX-
13, i "B cell sulfatides”. Pero aquests es troben amb menys freqlieéncia que els autoanticossos

contra GAD65/IA-2/insulina, que son els que s'utilitzen rutinariament en estudis clinics.

S’han realitzat centenars d’estudis arreu del mén per trobar la relacié entre autoanticossos i
diabetis tipus 1. Aproximadament el 70-80% dels pacients nou diagnosticats tenen
autoanticossos contra GAD65. Un nombre semblant de pacients tenen autoanticossos contra
IA-2. Un nombre molt menor de pacients presenta autoanticossos contra insulina. Aixo és
degut a l'efecte de l'edat, si els pacients sén nens presenten amb una freqii€ncia més
elevada autoanticossos contra insulina que no pas els pacients joves o adults (Hagopian,
1995). En general, durant el curs de la malaltia la preséncia d'autoanticossos contra GAD65
tendeix a ser estable, mentre que la preséncia d‘autoanticossos contra IA-2 tendeix a

disminuir al llarg de la malaltia.

Encara que inicialment I'estudi dels autoanticossos se centri en I'inici i evolucio de la malaltia,
sembla ser que aquests autoanticossos precedeixen al desenvolupament de la malaltia en
mesos o fins i tot anys (Leslie, 2001). L'associacid entre el risc de desenvolupar diabetis tipus
1 i la preséncia d'autoanticossos, ha estat subjecte de molts estudis. Un estudi demostra que
la preséncia d’ambdds anticossos contra GAD65 i IA-2, comporta un risc del 50% a
desenvolupar diabetis en 5 anys, i el risc augmenta molt en 10 anys (Leslie, 1999). Altres
estudis demostren que si un individu presenta a més dels anticossos contra GAD65 i IA-2,
anticossos contra insulina, el risc a desenvolupar diabetis en 5 anys augmenta fins al 70%
(Verge, 1996).
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Figura 2. Representacid de l'efecte de multiples anticossos (GAD65, IA.2 o insulina) sobre el risc de
desenvolupar diabetis tipus 1. Es representa el percentatge de pacients que desenvolupen diabetis. (Notkins,
2001).

3.1.2. Factors ambientals.

En I'etiologia de la diabetis tipus 1 hi ha involucrats a part dels factors genétics, factors
ambientals. Aixi, la falta de concordanca del 100% en germans bessons monozigotics
suggereix un paper significatiu dels factors ambientals (Lowe, 1998). L'influencia de
I'ambient sembla important quan es fan estudis de prevaléncia en diferents poblacions. Aixi,
poblacions asiatiques presenten una prevaléncia molt baixa de la malaltia. Pel contrari,
Finlandia presenta la incidéncia més gran del mon amb 35 casos per cada 100.000 habitants.
Aix0 difereix de la resta de poblacions Baltiques, amb les que tenen étnies similars, on la
incidéncia és molt més baixa. Per tant, els factors ambientals tindrien un paper important en
el desenvolupament de la malaltia, influenciant a individus genéticament sensibles
(Tuomilehto, 1992; Zimmet, 2001). Els agents ambientals que precipitarien linici de la
malaltia sén molt dificils d’identificar. Es postula I'existencia de diferents tipus de factors
acceleradors com ara: infeccions virals (per exemple coxsackie virus i cytomegalovirus),
alletament prematur amb llet de vaca, infeccions prenatals, toxines (per exemple
nitrosamines de la dieta, antibidtics com bafilomycina i canamycina A), i 'administracié de

vacunes (Zimmet, 2001).
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3.1.2.1. Infeccions virals.

Durant anys s’ha postulat la possible implicacié dels virus en el desenvolupament de la
diabetis tipus 1. S'especula que infeccions viriques croniques o latents dels illots puguin ser
la causa primaria que desencadena el procés autoimmune mitjancant multiples mecanismes,
bé siguin directes interactuant amb les cél-lules diana, com indirectes interferint en les
funcions del sistema immunitari. Alguns virus poden actuar destruint directament les cel-lules
B, o bé, induint I'atac autoimmune contra elles (Horwitz, 2001). Els Coxsakie virus han estat
llargament associats amb el desenvolupament de la diabetis tipus 1 (Andreoletti, 1997). Els
Coxsakie virus B4 (CB4) infecten el pancrees i poden destruir les cél-lules B per accions
citolitiques directes. A més, ho poden fer indirectament induint I'atac immunitari a través de
I'antigen viral (P2-C), que pot presentar correlacid amb l'autoantigen GAD 65, especialment
en individus susceptibles. Alternativament, una persistent presencia de coxsackie virus en les
cel-lules B pot estimular la sintesi d'interferons de tipus I i la hiperexpressié d’antigens HLA
de classe I (Jaeckel, 2002).

També s'han identificat retrovirus en el citoplasma de les cél-lules B, juntament amb
seqliencies genomiques retroviriques especifiques en pacients amb diabetis tipus 1. A més,
els autoanticossos d'insulina en pacients diabétics poden reaccionar amb antigens retrovirics
especifics (p73) (Jaeckel, 2002).

Altres virus implicats en la diabetis humana inclouen el virus de la Rubeola, el
Cytomegalovirus (CMV) i I'Epstein-Barr virus (EBV), els quals porten antigens especifics que
poden reaccionar amb la cadena B de l'antigen HLA-DQ (classe II). D‘altra banda, s’han
identificat altres virus diabetogénics en ratolins i rates. El virus de la encefalomiocarditis
(EMC) s’ha identificat en ratolins, i el virus de Kilham (KRV) en rata. Ambdds, afecten només

a soques susceptibles (Jaeckel, 2002).

3.1.2.2. Efecte de Ila dieta.

Alguns estudis suggereixen que les dietes prematures amb llet de vaca riques en albumina
serica bovina (BSA) en nens, podrien induir el desenvolupament de diabetis. S’ha observat
que un epitop de la BSA (ABBOS) té una alta homologia amb els antigens HLA de classe II i
amb les proteines del xoc térmic (HSP) expressades en la cel-lula B (Schrezenmeir, 2000).
Altres factors potencialment diabetogénics sén les nitrosamines, es troben sobretot en el fum

del tabac i en les carns curades. En animals susceptibles (rates BB), proteines com el gluten
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poden ser diabetogeniques, i hi estan involucrats els antigens del complex major
d’histocompatibilitat (MHC) de classe I (Zimmet, 2001).

3.1.2.3. Antibiotics.

S’ha descrit que petites quantitats de I'antibiotic bafilomycin A1 (bafA1) causen una reduccié
de la tolerancia a la glucosa i una disfuncié dels illots pancreatics, en ratolins (Myers, 2001).
BafAl és produit per especies de Streptomyces. Les espécies de Streptomyces també son les
productores del toxic streptozotocina, un agent utilitzat per generar diabetis experimental a
ratolins, tant per I'administracié d’'una sola dosi, com per I'administracié de dosis multiples.
Les espécies de Streptomyces son ubiqlies i presents en el sol, i alguns poden infectar
tubercles com les patates (Myers, 2001). Aixi doncs, I'exposicié continuada a la toxina del
Streptomyces podria generar dany cronic en les cél-lules B de lillot i provocar diabetis

autoimmune en individus genéticament susceptibles.

3.1.2.4. Estrés.
L'estrés també pot afavorir el desenvolupament de diabetis autoimmune, ja sigui estimulant
la secrecié d’hormones contrareguladores, o modulant |'activitat del sistema immune
(Zimmet, 2001).

3.2. DESTRUCCIO AUTOIMMUNE.

El sistema immunitari és capag de distingir entre “propi” i “no propi”. D'aquesta manera pot
respondre a un gran espectre de substancies alienes pero és especificament insensible a les
molécules propies, fenomen que s'anomena tolerancia. El reconeixement de les substancies
estranyes beneficia I'organisme, protegint-lo contra infeccions (immunitat), mentre que una
alteracid en els mecanismes de reconeixement entre “propi” i “no propi” té com a
conseqiliéncia un atac contra els propis teixits de I'animal (autoimmunitat) (Lipes, 1990).
Molts investigadors, sobretot en els ultims 30 anys, han implicat la resposta immunitaria amb
la patogénesi de la diabetis tipus 1, perd encara no esta clar I'inici d’aquest procés. El que si
és clar és que hi intervenen autoantigens especifics, cél-lules presentadores d’antigens, i

limfocits T i B.

En la diabetis tipus 1 humana es destrueixen especificament les cél-lules B pancreatiques,

productores d‘insulina, sense que se’n vegin afectades les cél-lules endocrines veines.
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L'estudi de la reaccid autoimmune contra les cél-lules B pancreatiques utilitzant 2 models
animals de diabetis tipus 1, ratolins “nonobese diabetic (NOD)” i les rates “BioBreeding
(BB)”, i pacients humans, ha permes entendre millor la patogénesi de la diabetis (Yoon,
1998).

Podriem dividir la resposta immunitaria humana en resposta humoral i resposta cel-lular.
Aquestes dues respostes actuarien per separat i interactuant de forma molt complexa entre

elles.

3.2.1. Resposta cel-lular.

La majoria de cel-lules trobades en els illots infiltrats durant els primers estadis d'insulitis en
els models animals de diabetis, rates BB i ratolins NOD, soén macrofags i cél-lules
dendritiques (Yoon, 1998). Aquesta infiltracié precedeix la invasié dels illots per limfocits T,
cél-lules “Natural Killers” NK i limfocits B. H.S.Jun et a/ van demostrar que els macrofags
tenen un paper essencial en el desenvolupament i activacié de cél-lules T contra les cel-lules
B pancreatiques, causant-ne la seva destruccidé que portara al desenvolupament de diabetis
en els ratolins NOD (Jun, 1999).

En un inici, es pensava que les cel-lules B només tenien un paper en la produccié
d’autoanticossos contra els autoantigens de les cel-lules B pancreatiques, i se’l considerava
un fenomen secundari de la destruccié de les cel-lules B dels illots. Pero hi ha estudis que
demostren que ratolins NOD deficients de cel-lules B no desenvolupen diabetis (Andersson,
1991). La deplecioé de les cél-lules B per tractament amb anti-p, un anticds especific contra la
cadena pesada de les IgM (u), aboleix completament el desenvolupament d'insulitis
(Noorchashm, 1997). Aixo sembla indicar que les cel-lules B tenen un paper important en el

desenvolupament de la diabetis tipus 1.

Estudis amb ratolins NOD i rates BB demostren també el paper critic que juguen les cél-lules
T en la patogénesi de la diabetis autoimmune. S’ha demostrat que ratolins NOD atimics no
desenvolupen ni insulitis ni diabetis (Noorchashm, 1997). A més el tractament de ratolins
amb anticossos anti-CD3 inhibeix totalment el desenvolupament de diabetis (Ogawa, 1985;
Makino, 1986). Estudis amb ratolins NOD han demostrat que per transferir diabetis es
requereixen tant limfocits CD4* (Th, cél-lules col-laboradores, de I'anglés “helper”), com

limfocits T CD8* (Tc, cél-lules citotoxiques) (Christianson, 1993). El paper individual i
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combinat d'aquestes cél-lules en el desenvolupament de la diabetis, ha estat ampliament
estudiat. Se sap que les cél-lules CD8" poden produir efectes citotoxics directament sobre la
cél-lula B provocant la seva mort via perforina i granzim (Kagi, 1997). S’ha demostrat que
aquesta resposta citotoxica és bloquejada amb anticossos anti-MHC-I, aix0 indica que aquest
efecte només esta restringit a les cél-lules de l'illot que expressin MHC de classe I. Pel
contrari, estudis /n vitro demostren que cel-lules CD4" soles no son capaces de destruir les
cél-lules B. Aixi doncs, les cel-lules Th i Tc actuen de forma diferent durant la destruccié de la

cel-lula p.

Les citoquines produides per les céel-lules Th juguen un paper important en la patogénesi de
la diabetis. S'ha demostrat que les citoquines produides per les cél-lules Thi, I'IL-2, I'TFN-y i
TNFpB, estan involucrades en el desenvolupament de la malaltia i donarien maxima activitat a
les cel-lules CD8". En canvi, les citoquines produides per les cél-lules Th2 i Th3, I'IL-4, I'IL-10

i TGF-B han estat involucrades en la prevencid de la diabetis (Yoon, 2002).

Les cél-lules CD8" tot i tenir un efecte citotoxic directe sobre les cél-lules B, també
produeixen diferents citoquines inflamatories, com TNFB, TNFa i IFNy, que estimulen la
sobreexpressio de Fas dins lillot. Similarment, les cél-lules CD4* també poden estimular la
produccié de Fas, que en resposta a la unid al seu lligant FasL expressat tant en les cel-lules
CD4" Th1 i CD8*, pot induir apoptosi i destruir les cél-lules . El sistema Fas, també conegut
com APO-1 o CD95, constitueix una de les vies més importants d‘induccié de mort cel-lular

programada o apoptosi.

Aixi doncs, ambdds tipus cel-lulars, CD8" i CD4", juguen un paper principal com a efectors

finals en la destruccid de les cél-lules B pancreatiques (Figura 3) (Kim, 2002).
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Figura 3. Representaciéo esquematica de la col-laboraciéo entre macrofags i cél-lules T en la
destruccio de les cél-lules g pancreatiques. Els autoantigens presents en la cél-lula B poden ser secretats i
processats pels macrofags. Aquests els presenten a les cél-lules T col-laboradores mitjangant molécules de MHC-
II. Els macrofags activitats poden secretar IL-12 la qual activa cél-lules Th1l (CD4*) (1). Les cél-lules CD4*
secreten citoquines tals com: IFN-y, TNF-a, TNF-B i IL-2. Mentre aquest procés té lloc, cél-lules T precitotoxiques
especifiques de cél-lula B poden reclutar-se al voltant de lillot. Aquestes poden activar-se induides per IL-2 i
altres citoquines produides per les cél-lules T CD4" i diferenciar-se a cél-lules T CD8" (2). L'IFN-y produit per les
cél-lules T CD4* i CD8* pot induir citotoxicitat en els macrofags (3). Els macrofags citotoxics poden secretar
citoquines toxiques com IL-1B, TNF-a i IFN-y, també poden produir radicals lliures com H,0, i NO. A més, les
citoquines toxiques dels macrofags poden induir I'expressié de Fas en la superficie de la cél-lula B (4). Les
cel-lules B son destruides per apoptosi mitjancada per Fas (4) i/o per granzim i perforina, els quals sdn toxiques
per la cél-lula (5).
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3.2.2. Resposta humoral.

3.2.2.1. Paper de les citoquines.

Les citoquines son molecules sintetitzades i secretades per cel-lules del sistema immune,
macrofags i limfocits, o per cél-lules no immunitaries, fibroblasts, cél-lules epitel-lials i
queratinocits. Les citoquines son majoritariament utilitzades pel sistema immune per
comunicar-se de forma local o sistémica durant una resposta immune o inflamatoria.
Existeixen més de 30 citoquines diferents i generalment s’agrupen com: interleukines (ILs),
interferons (IFNs), factors de la neurosi tumoral (TNFs) i factors estimuladors de colonia
(CSFs). A més a més, aquestes molécules poden actuar de forma autocrina, paracrina i

endocrina.

Nombrosos estudis des de la década dels 90, relacionen les citoquines i la diabetis
autoimmune. Estudis /n vitro demostren que certes citoquines (IL-1, TNF-a, TNF-B, IFN-y)
poden ser directament citotoxiques per les cél-lules B, inhibint la secrecié d‘insulina, i
combinades poden destruir les cél-lules B de lillot (Rabinovitch, 1994). D'altra banda, en
altres estudis s’ha observat com I'IFN-B, IFN-o i IFN-y, indueixen |'expressié6 de molecules
MHC a cel-lules d'illots pancreatics, després de 24-48 hores d’incubaci® amb aquestes

molécules (Pujol-Borrell, 1986).

El mecanisme pel qual les citoquines indueixen diabetis tipus 1 no és encara del tot clar. No
obstant, cada cop sembla més evident que quan els leucocits de linfiltrat presents en els
illots produeixen nivells de citoquines tipus 1 (IFN-y, IL-2 i TNFB) per sobre dels nivells de
citoquines tipus 2 (IL-4 i IL-10) es produeix la destruccié selectiva de les cel-lules B. Pel
contrari, si el nivell de citoquines tipus 2 dominen en l'infiltrat per sobre del de les tipus 1, la
insulitis és benigne i s'evita la destruccid de les cel-lules B. Aixi doncs, el desenvolupament

de diabetis és una qiiestio d'equilibri entre les citoquines Th1 i Th2 (Rabinovitch, 1998).
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Figura 4. El balang entre les citoquines Th1 i Th2 determinara I'evolucié d’una insulitis benigna o destructiva.

Estudis amb animals transgénics han aportat gran quantitat d'informacidé sobre la possible
implicacié de diferents citoquines en el desenvolupament de la diabetis tipus 1. Animals
transgenics que expressen IFN-y en les cél-lules B, presenten una severa infiltracié dins els
illots (insulitis), destruccio de les cél-lules B i desenvolupen diabetis autoimmune (Sarvetnick,
1988; Sarvetnick, 1990). L'expressio transgenica de IFN-a indueix també diabetis tipus 1 per
induccié de molécules coestimuladores com B7-2 i ICAM-1 sobre els limfocits infiltrats en
Illlot (Stewart, 1993). A més, en el nostre laboratori hem demostrat que animals transgénics
que expressen IFN-B exclusivament en la cél-lula B, presenten alteracié en I'expressio i
secrecio d'insulina, un augment dels nivells d’expressié de MHC-I, i els fa més susceptibles a

desenvolupar diabetis (Pelegrin, 1998).

Per contra, altres estudis demostren el paper protector de citoquines, com la IL-4 i la IL-10.
En aquest cas la seva administracid prevé el desenvolupament de diabetis en animals
geneticament susceptibles a desenvolupar la malaltia, com els ratolins NOD i rates BB
(Serreze, 1989; Zielasek, 1990; Rapaport, 1993; Pennline, 1994; Yang, 2002).

Per tant, tots aquests estudis indiquen que la insulitis destructora de les cel-lules p esta
associada a citoquines proinflamatories (IL-1, TNFa, IL-12 i IFN-a) i a citoquines Thl (IFN-y,
TNFB i IL-2). Mentre que la insulitis benigna esta associada amb un increment de I'expressid
de citoquines Th2 (IL-4 i IL-10) i TGFp.
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3.2.2.2. Paper dels autoantigens.

S’ha observat que cél-lules T CD4" de pacients pre-diabetics proliferen en resposta a
autoantigens de lillot. Perd el paper precis d’aquests autoanticossos en el desenvolupament
de la diabetis tipus 1 no és gens clar. Hi ha estudis que demostren la preséncia de cél-lules T
CD4" Thl reactives contra lautoantigen GAD en ratolins NOD. Aquests resultats
demostrarien el paper clau d’aquest autoantigen en la diabetis autoimmune d’aquests
ratolins (Zekzer, 1998). A més, la sobreexpressié de GAD65 sota el promotor de MHC-I en
ratolins NOD accelera l'inici i lincidencia de diabetis en aquests animals (Geng, 1998).
També, en ratolins NOD s’han trobat clons de cél-lules T CD8" i cél-lules T CD4* reactives

contra aminoacids de la cadena B de la insulina (Daniel, 1994; Wong, 1999).

3.3. MODELS ANIMALS DE DIABETIS TIPUS 1.

La patogenesi de la diabetis tipus 1 roman amagada durant un llarg procés autoimmune que
dura mesos o anys abans de manifestar-se la malaltia. Aixo en dificulta molt I'estudi directe
d’aquesta patologia. Per tant, la utilitzacid de models animals per a I'estudi de la diabetis ha
estat decisiva per poder examinar els mecanismes involucrats. Dels diversos models animals
utilitzats, han estat de particular importancia els models de diabetis experimental provocada
per I'administracié de toxics selectius per les cel-lules B, juntament amb l'estudi de soques
d’animals que desenvolupen espontaniament diabetis. Durant la Ultima década, la utilitzacio

d’animals transgénics ha obert un nou cami en l'estudi de la diabetis.

3.3.1. Models murins amb diabetis espontania.

3.3.1.1. La rata BB (BioBreeding Worcester).

Un model animal de diabetis tipus 1 espontania similar a la que presenten els humans és la
rata BB (BioBreeding Worcester). Les rates BB van ésser descobertes els anys 70 a Ottawa
(BioBreeding Laboratories Ltd). Aquestes rates presenten una predisposicid genética i un

llarg periode pre-diabeétic que precedeix a la hiperglicemia.

La incidencia de la diabetis en aquest model és independent del sexe i és variable segons les
colonies. Aixi, s'han obtingut dues colonies diferents, una colonia BBDR (diabetis-resistent)
en la que només I'1% dels individus desenvolupa diabetis, i una colonia susceptible BBDP

(diabetis-prone) en la que el 90% dels individus presenten els primers simptomes als 3
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mesos d’edat. Aquests animals es caracteritzen per presentar hipoinsulinémia, hiperglicémia,
glucosuria, poliria i pérdua de pes. També hi ha presencia d'insulitis en els pancrees
d’aquests animals similar a la que presenten els humans, on s’hi detecten cél-lules T
citotoxiques i col-laboradores, amb macrofags, cel-lules NK i cél-lules B. Aquesta colonia
BBDP també es caracteritza per una marcada limfopenia de cel-lules T (Mordes, 2001).
Aquesta limfopénia periférica que presenten les rates BBDP, representa la falta primaria de
cél-lules T que expressin ART2, anomenada també RT6 (Bortell, 1999). L'’ART2 és un
marcador de cél-lules T amb capacitat reguladora. La transfusio de cél-lules T ART2" prevé el
desenvolupament de diabetis i només les cel-lules ART2" son capaces de transferir diabetis a
individus sans (Burstein, 1989; Whalen, 1994). La diabetis en aquest model esta també
relacionada amb els MHC de classe II, i s’han descrit loci diferents, iddmz2, lyp/iddm1 i
iddm4, que donarien susceptibilitat a desenvolupar diabetis (Greiner, 2001). Aquests animals
requereixen l'administracié d’insulina exdgena per a la seva supervivencia, aixo limita molt el

seu manteniment, estabulacid, reproduccid i manipulacio.

3.3.1.2. Ratolins NOD (non-obese diabetic).

Els ratolins NOD deriven d’una sublinia de ratolins Jc1-ICR que van ser descoberts I'any 1974
en els laboratoris Shinogi Research d'Osaka. Aquesta linia exhibeix una sindrome diabética
molt similar a la diabetis tipus 1 humana. Els simptomes apareixen aproximadament a les
12-14 setmanes i son: hipoinsulinemia, hiperglicemia i glucosuria. Al voltant de les 5
setmanes d'edat aproximadament ja presenten insulitis (Makino, 1980). Similar als infiltrats
dels pacients humans, en aquests infiltrats s’hi poden detectar cél-lules T CD4* i CD8",

cél-lules NK i macrofags.

Aquests ratolins expressen una molecula del complex major de histocompatibilitat classe II
(MHC-II), I-A¥ que els fa susceptibles a desenvolupar diabetis, la qual és estructuralment i
funcionalment homologa a la molecula HLA-DQ8, associada a susceptibilitat de desenvolupar
diabetis en humans. A més a més, es poden detectar autoantigens com GAD i IA-2 en els

pancrees d'aquests animals (Adorini, 2002).

Probablement sigui el millor model animal de diabetis espontania. Perd només desenvolupen
diabetis oberta el 80% de les femelles i el 20% dels mascles (Makino, 1980). A més la
incidencia de diabetis en els ratolins NOD és variable, donat que és sensible a les condicions

ambientals i responen a immunomanipulacié. Aquests animals requereixen |'administracié
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d’insulina exdgena per a la seva supervivéncia, aix0 limita molt el seu manteniment,
reproduccidé i manipulacidé. A més, es tracta d’una linia consanguinia i la poblacié humana és

totalment heterogenia (Adorini, 2002).

Actualment, ha augmentat la informacié sobre la patogénesi de la diabetis aportada per
aquest model. L'expressid de diferents transgens en els ratolins NOD, especialment en les
cel-lules B sota el control del promotor de la insulina de rata (RIP) hi ha tingut un paper clau
(Kay, 2000).

3.3.2. Animals transgénics models de Diabetis Tipus 1.

La generacié d’animals transgénics ha permeés estudiar les propietats diabetogéniques de
moltes molécules, donat que aquestes molecules poden expressar-se exclusivament en les
cél-lules B gracies a promotors especifics. Els transgens expressats en la cel-lula B inclouen

des de antigens MHC, citoquines, proteines virals i autoantigens.

3.3.2.1. Animals transgénics que expressen antigens MHC.

S’han generat diversos transgenics amb I'objectiu d'induir I'expressié de molecules de MHC
de classe II en les cel-lules B i determinar-ne el seu paper en el desenvolupament de la
diabetis. Un dels primers estudis va demostrar que I'expressid completa de I'antigen IA
(molécula homologa a MHC de classe II) podia induir diabetis (Sarvetnick, 1988).
Curiosament, Lo et a. amb un estudi molt similar, expressant la molécula IE (també
homologa a MHC classe II) observava que els animals transgenics desenvolupaven diabetis,
perd no s'observava cap infiltrat limfocitari ni cap evidéncia de resposta immunologica (Lo,
1988). En estudis posteriors s’ha demostrat la importancia dels nivells d’expressio d’aquestes
molécules per induir diabetis, probablement un nivell critic d’expressid seria necessari perque

es donés |'aparicio de la malaltia (Allison, 1990).

També, s’han generat models transgenics que expressen molécules de MHC de classe I en
les cél-lules B. J. Allison et a/ l'any 1988 van obtenir un animal transgenic que
sobreexpressava el gen d’histocompatibilitat de classe 1, H-2Kb, en les cel-lules B sota el
control del promotor del gen de la insulina de rata. El transgen es va introduir en diferents
soques i en la majoria d’elles un elevat percentatge dels animals desenvolupaven diabetis.
En aquest cas, tampoc es va observar cap infiltrat limfocitari ni cap senyal de reaccié

autoimmune (Allison, 1988).
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3.3.2.2. Animals transgénics que expressen citoquines.

L'any 1990, N. Sarvetnick et a/. van generar un animal transgenic que expressava IFN-y en
les cel-lules B pancreatiques sota el control del promotor del gen de la insulina de rata (RIP).
Els animals transgénics obtinguts desenvolupen diabetis com a resultat d’'una progressiva
destruccid dels illots pancreatics, causada per la infiltracid limfocitaria. A més a més,

s'observa expressio ectopica de les molecules de MHC classe II (Sarvetnick, 1990).

L'expressid transgenica de I'IL-2 en les cel-lules B causa una extensiva peri-infiltracié en els
illots perd sense dany autoimmune ni desenvolupament de diabetis (Allison, 1992). En canvi,
quan es generen animals triple transgenics per I'IL-2, per l'antigen MHC classe I i pel
receptor de la cel-lula T, s'observa insulitis i s'accelera I'inici de la diabetis. Una possible
explicacid dels autors, és que I'IL-2 dirigiria I'activacid i reclutament de les cel-lules T

autoreactives contra les cél-lules B portadores dels antigens MHC de classe I (Heath, 1992).

L'expressié transgenica de TNF-a. en les cel-lules B provoca una severa inflamacid, amb un
infiltrat ric en cél-lules B, cél-lules T CD4* i CD8*. També s’observa fibrosi en els illots i la
formacio de ductes dins de l'llot, fets que suggereixen una possible capacitat regenerativa.
Pero, tot i aquest fenotip, els ratolins transgénics no desenvolupen diabetis, demostrant aixi
que la inflamacidé causada per I'expressié de TNF-o. no és diabetogenica per se (Higuchi,
1992; Picarella, 1993).

L'any 1993, Stewart et a. van generar un ratoli transgenic que expressava IFNa
exclusivament en les cel-lules B pancreatiques, el 5% dels individus desenvolupaven diabetis
espontania quan eren congenics amb la soca C56BI/6] (Stewart, 1993). Mentre que, el 50%
dels individus congenics amb la linia CD1 mostraven diabetis hipoinsulinemica acompanyada
d’'una inflamacié centrada en els illots. Aquesta inflamacié podia ser previnguda per
I'administracié d‘anticossos neutralitzants contra I'TFNa.

L'IL-10 és una citoquina produida per les cel-lules Th2 amb capacitat immunosupressora,
inhibint la produccid de citoquines i la presentacié d’antigens per part dels macrofags
(Rabinovitch, 1994). La seva expressio en les cel-lules B conjuntament amb el receptor del
virus de la coriomeningitis limfocitica LCMV i després d’una infeccié amb LCMV, no protegeix
del desenvolupament accelerat de diabetis. Aixi, aquests resultats suggereixen que IL-10 no

prevé la destruccid de les cel-lules B mitjancada pel sistema immunitari (Lee, 1994).
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La IL-12 és una citoquina produida per cél-lules Thl i promou i regula tant la immunitat
innata com l'adaptativa. També intercedeix en l'accid de les cél-lules T en malalties
autoimmunes com la diabetis tipus 1 (Adorini, 1999). L'expressid transgénica d’'aquesta
citoquina en les cel-lules B pancreatiques provoca una gran infiltracid de cél-lules
mononuclears com macrofags, cél-lules T CD4" i CD8". Perd aquests ratolins no arriben a

desenvolupar diabetis (Holz, 2001).

3.3.2.3. Animals transgénics que expressen antigens virals.

L'expressié d‘antigens virals en la superficie de les cél-lules B podria ésser un dels factors
primaris en el procés de desenvolupament de la diabetis tipus 1. Per aquesta rad, diversos
grups han generat ratolins transgenics amb I'expressid localitzada d'aquests antigens en la

cel-lula p.

L'expressié de lantigen T del SV40 (un potent oncogeén viral) en la cel-lula B, provoca
hiperplasia dels illots, tumors similars als insulinomes i en alguns casos pancreatitis, perd mai
diabetis. A més la resposta autoimmune només es dona quan l'expressid del transgen té lloc

als 2-3mesos, si I'expressio es dona durant la gestacio es genera tolerancia (Adams, 1987).

L'any 1990 Roman et al/, van generar un animal transgenic que expressava I’'hemaglutinina
del virus influenza en les cél-lules B. Aquests animals mostraven infiltracié limfocitaria en els
illots, destrucci6 de les cel-lules productores d‘insulina, autoanticossos i finalment

desenvolupaven diabetis (Roman, 1990).

Els animals transgenics que expressaven el gen de la glucoproteina (GP) o bé la
nucleoproteina (NP) del virus de la coriomeningitis limfocitica (LCMV) en les cél-lules B, no
desenvolupen diabetis. Perd quan se’ls infecta amb virus LCMV, apareix una insulitis
progressiva que porta a la destruccid selectiva de les cel-lules B i finalment desenvolupen
diabetis tipus 1 (Oldstone, 1991). A més, quan els ratolins transgénics GP del LCMV
s'encreuen amb ratolins transgenics TCR especific pel virus LCMV no desenvolupen diabetis
si no son infectats pel LCMV. Aix0 indica que les cel-lules T autoreactives romanen inactives
fins que arriba I'estimul apropiat (Ohashi, 1991).
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3.3.3. Models de diabetis experimental.

Existeixen diversos agents quimics amb propietats diabetogeniques. Principalment s’han
descrit I'estreptozotocina (STZ) i I'al-loxan. Ambdds toxics son especifics de la cél-lula B. La
seva efectivitat com agents diabetogenics depén en gran part de I'edat, sexe i espécie a la
qual s'injecta. Aquests agents han permes estudiar detalladament els successos bioquimics,
hormonals i morfologics que tenen lloc durant i després de la induccié de I'estat diabétic.

3.3.3.1. Diabetis induida per STZ.

La STZ, 2-deoxy-2-(3-methyl-3-nitrosourea)l-Ddlucopyranose, €és un antibiotic que
inicialment s‘aillava de cultius de Streptomyces achromogenes. L'efecte diabetogenic
d’aquest antibiotic es va descriure per primera vegada pels laboratoris Upjohn. La STZ
entraria dins la cél-lula B probablement pel transportador de glucosa GLUT2, d'aquesta
manera només afectaria a aquestes cel-lules de lillot (Schnedl, 1994). EI mecanisme de
toxicitat que provoca la mort de la cel-lula B inclou tres fenomens: (1) processos de
metilacid, (2) generacié de radicals lliures, i (3) produccié d’oxid nitric (NO). Un dels efectes
deleteris de la STZ resulta de la formacié de ions CH;* per la descomposicié del grup nitrds
de la droga. Se sap que la generacid de ions CHs" a l'interior cel-lular provoca l'alquilacié del
DNA i com a conseqliencia s'activen els mecanismes reparadors de la cel-lula, en concret
I'enzim poly (ADP-ribosa) sintasa. L'activacié d‘aquest enzim provoca un exhauriment de les
reserves de NAD* amb la subseqiient cessacié del metabolisme proteic depenent d’aquest

metabolit i per Ultim la mort de la cél-lula (Wilson, 1984).

S’ha observat, tant en estudis in vivo com in vitro, que la formacio de radicals lliures per la
peroxidasa d’hidrogen pot ser estimulada per la STZ. A més, la STZ podria inhibir I'enzim
superoxid dismutasa, un important recol-lector (de I'anglés scavenger) dels radicals lliures.
La STZ podria generar a linterior de la cél-lula productes com el superoxid que poden
generar NO i radicals hidroxils que provocarien dany en el DNA i la induccid d’apoptosi
(Bedoya, 1996).

Una Unica injeccié de STZ a dosis elevades (160-200 mg/kg de pes viu) a ratolins és suficient
per causar la necrosi de la cél-lula B i la posterior hiperglicemia. Per contra, si el toxic
s'administra en mdltiples petites dosis (40 mg/Kg de pes viu) durant 5 dies consecutius, que
cadascuna per separat no seria diabetogenica, es produeix una infiltracié pancreatica

(insulitis) que destrueix la cél-lula B i causa una severa diabetis en individus susceptibles.
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Aquest meétode d'administracié constitueix I'anomenat model “multiple low dose
streptozotocir’’ (MLDSTZ). Aquest métode, proporciona un model experimental per a l'analisi
del paper de la insulitis en la destruccié de la cél-lula B (Rossini, 1977). A més a més,
suggereix que un procés immune mediat per cel-lules pot ser un dels factors claus en

aquesta varietat de diabetis toxica.

Quan s’administren MLDSTZ de STZ (40 mg/kg de pes) a mascles de la soca CD-1, als 7 dies
ja es manifesta una severa intolerancia a la glucosa, i als 31 dies, s’ha produit una marcada
diabetis. Tot i que cal tenir en compte que l'efecte de la droga varia segons l'edat, el sexe i
la soca a qué s'administra. Aixi la soca CD-1 és més susceptible que la soca C57BI/6] que és
resistent a desenvolupar insulitis a la dosi descrita (Rossini, 1977). Altres soques com la
C57BI/Ks] exhibeix una elevada sensibilitat a la induccié d‘insulitis i d’hiperglicemia semblant
a l'observada en els mascles CD1. Tanmateix, altres soques com les A/J, BALB/c], CBA/],
C3H/He] i DBA/2], presenten diversos graus de susceptibilitat al tractament per MLDSTZ
comparat amb la soca C57BI/Ks] (Rossini, 1977). Aixi doncs, en el model MLDSTZ la soca
CD-1 és una de les més sensibles i en concret els mascles d'aquesta soca mostren més

susceptibilitat.

Hi ha diversos estudis que relacionen I'efecte de la STZ amb la induccié d‘insulitis i el procés
diabétic. Aixi s’ha observat que animals tractats amb MLDSTZ presenten una induccié de
I'expressié dels antigens MHC a diversos teixits (ronyd, fetge, cor i pancrees). En aquest
procés s'hi han vist implicats també citoquines com I'IFNy, alliberat per les cel-lules Thi
(Cockfield, 1989), i com I'IFNa que s’ha descrit la seva participacié en el desenvolupament
del procés diabétic induit per MLDSTZ (Huang, 1994). Altres estudis demostren la presencia
d’'un gran nombre de cél-lules T (CD4" i CD8") en els infiltrats després del tractament amb
MLDSTZ (Herold, 1987; Kantwerk, 1987). També, abans de l'inici de la insulitis i la diabetis hi
ha preseéncia de macrofags en els illots i que aquests juguen un paper important en l'inici de
la diabetis induida per MLDSTZ (Kolb-Bachofe, 1988). Aquests macrofags activats poden
produir radicals lliures i citoquines com IL-1 i TNF que poden amplificar el dany sobre la
cel-lula p (Mandrup-Poulsen, 1990).
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Figura 5. Esquema de l'efecte toxic de la STZ i I"Alloxan sobre les cél-lules B pancreatiques. Inhibidors de la
poly(ADP-ribosa) sintasa tals com la nicotinamida i la superoxid dismutasa, recol-lectors de radicals lliures, poden
protegir contra I'efecte diabetogénic d’aquests toxics. L'administracié de multiples baixes dosis de STZ pot induir
I'atac autoimmune contra la cél-lula B. (Sandler S, Abstracts of Uppsala Disertstions from Faculty of Medecine,
University of Uppsala, Sweden, 1983; Pickup,1997)
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