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La diabetis tipus 1 és deguda a la deficiència d’insulina com a resultat de la destrucció 

selectiva de les cèl·lules β pancreàtiques. Quan se’n presenten els símptomes ja s’han 

destruït aproximadament el 60-80% de les cèl·lules productores d’insulina. En la patogènesi 

de la diabetis tipus 1 hi ha involucrats factors ambientals que activarien mecanismes 

autoimmunitaris d’individus genèticament susceptibles, provocant la progressiva pèrdua de 

les cèl·lules β pancreàtiques (Zimmet, 2001). Hi ha evidències clares que relacionen el 

sistema immunitari amb el desenvolupament de la diabetis tipus 1, en aquest procés hi 

participen: autoantígens presentats per la cèl·lula β, macròfags/cèl·lules dendrítiques, 

limfòcits B i limfòcits T, així com citoquines i anticossos (Yoon, 2001).  

 

En el nostre laboratori s’havien generat ratolins transgènics que sobreexpressaven IFNβ 

humà exclusivament en les cèl·lules β pancreàtiques sota el control del promotor del gen de 

la insulina de rata. Aquests animals  presentaven alteració de la funcionalitat de la cèl·lula β, 

intolerància a la glucosa i una lleugera hiperglicèmia i hipoinsulinèmia (Pelegrin, 1998). A 

més, presentaven sobreexpressió de molècules de MHC de classe I en les cèl·lules β. Quan 

s’encreuaven amb ratolins CD1, s’obtenia una colònia més susceptible a desenvolupar 

diabetis. També es va observar que els ratolins transgènics mostraven una major sensibilitat 

al tractament amb estreptozotocina (Pelegrin, 1998). En aquest treball ens vam plantejar 

aprofundir en l’estudi fenotípic d’aquests animals. En l’estudi previ els ratolins només eren 

un 87.5% congènics amb el fons genètic CD1. Es van realitzar retroencreuaments fins a 10 

generacions (N10) i es van obtenir ratolins transgènics i controls pràcticament un 100% en 

fons genètic CD1. Quan s’analitzaven histològicament els pàncrees d’aquests animals 

s’observava que únicament els ratolins transgènics expressaven IFNβ en les cèl·lules β, i 

aquest colocalitzava amb l’expressió d’insulina. 

 

Els animals transgènics normoglucèmics i normoinsulinèmics amb els que s’ha realitzat 

aquest estudi, mostraven infiltració limfocitària dels seus illots en diferent grau. La causa 

d’aquesta infiltració estaria relacionada amb l’expressió d’IFNβ en les cèl·lules β, donat que 

els illots dels ratolins controls no presentaven infiltració. En aquests animals l’expressió 

d’IFNβ pot induir l’expressió de molècules MHC-I (Pelegrin, 1998). Hi ha estudis que 

demostren que les cèl·lules β poden expressar antígens MHC-I presentant antígens 

procedents de l’ambient com infeccions virals, tòxics etc. Aquests antígens poden ser 
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reconeguts per cèl·lules T CD8 citotòxiques i induir directament la seva destrucció, a la 

vegada que poden estimular tota una resposta immunitària secundària contra les cèl·lules β 

de l’illot (Notkins, 2001). A més, s'ha demostrat que els defectes en el processament 

d’antígens pot resultar en una inapropiada preparació de les molècules de MHC de classe I i 

per tant, una inadequada selecció negativa de les cèl·lules T CD8+ en individus propensos a 

desenvolupar diabetis (Rosmalen, 2002). Estudis morfològics en pàncrees humans 

procedents de pacients diabètics tipus 1 mostren una marcada i constant inflamació 

autoimmune, probablement dirigida per macròfags i limfòcits al voltant i infiltrant l’interior 

de l’illot (Notkins, 2001). A més, existeixen estudis realitzats amb animals transgènics que 

expressen molècules de MHC en les cèl·lules β en els quals es demostra un efecte 

perjudicial d’aquesta expressió que condueix a la instauració de diabetis (Allison, 1988; 

Sarvetnick, 1988; Lo, 1988). 

 

Tot i que els animals RIP/hIFNβ no desenvolupen diabetis oberta, es podria considerar que 

els animals es troben en un estat pre-diabètic, donat que presenten alteracions funcionals 

pancreàtiques, un increment en l’expressió de molècules MHC I (Pelegrin, 1998) i els 

resultats d’aquest estudi mostren que es produeix un grau important d’infiltració limfocitària 

en els illots. A més, hem pogut observar la presència de limfòcits T CD4 i CD8. Molts estudis 

demostren que el procés diabètic és un procés crònic que pot durar mesos o anys. Durant 

aquest període l’illot pot presentar una infiltració variable que farà a les cèl·lules β més 

sensibles a patir lesions o danys. És en aquest moment on factors ambientals poden 

desencadenar o regular la pèrdua progressiva de la massa de cèl·lula β, pèrdua de la 

tolerància a la glucosa i finalment aparició d’hiperglicèmia i hipoinsulinèmia, i per tant, 

diabetis oberta (Atkinson, 2001).  

 

Els factors ambientals que poden desencadenar o modular la resposta immunitària contra 

els illots pancreàtics poden ésser: virus, nutrients, tòxics, antibiòtics, etc. S’ha descrit 

àmpliament que el tractament amb múltiples dosis baixes d’estreptozotocina indueix diabetis 

autoimmune mitjançada per cèl·lules T (Like, 1976; Rossini, 1977). Hi ha estudis que 

mostren que són les cèl·lules Th1 les cèl·lules que hi juguen un paper principal. La STZ 

estimularia a aquestes cèl·lules a produir citoquines tals com IFNγ, IL-2, TNFα, que 
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activarien macròfags i cèl·lules T citotòxiques, i induirien la destrucció de les cèl·lules β 

(Lukic, 1998).  

 

El fet d’expressar IFNβ en les cèl·lules β feia més sensibles als animals transgènics a 

desenvolupar diabetis autoimmune després del tractament amb baixes dosis de STZ. Els 

ratolins transgènics presentaven una marcada hiperglicèmia pocs dies després del 

tractament amb 25 o 30 mg/kg de STZ. Així mateix, els ratolins controls també presentaven 

una lleugera hiperglicèmia que assolia valors màxims de 350 mg/dl després de 2 mesos del 

tractament. Això demostrava que aquestes dosis de STZ encara eren massa elevades per 

evitar el seu efecte tòxic directe sobre les cèl·lules ß. Amb la finalitat d’estudiar l’efecte de la 

STZ exclusivament sobre animals sensibilitzats, que expressaven IFNß, es van administrar 

dosis més baixes de STZ (15 o 20 mg/kg) a ratolins controls i transgènics. Al contrari dels 

ratolins controls, els ratolins transgènics presentaven una marcada pèrdua de cèl·lules 

productores d’insulina, la qual cosa anava acompanyada d’una important infiltració 

limfocitària dels illots on s’hi podien detectar cèl·lules T tant CD8+ com CD4+. El grau 

d’insulitis mostrava un significant increment que coincidia amb l’aparició de diabetis oberta i 

amb la dosi de STZ administrada. La citotoxicitat sobre la cèl·lula β associada al tractament 

amb STZ (tant amb 15 com 20 mg/Kg) no era suficient per causar diabetis en els ratolins 

controls. De manera que en administrar aquestes dosis tan baixes s’evitaven els efectes 

citotòxics que provoquen la mort de les cèl·lules ß quan s’administren dosis de STZ de 40 

mg/kg.  

 

Tant en humans com en ratolins, hi ha dues classes principals de limfòcits T: cèl·lules T 

CD8+ citotòxiques, les quals reconeixen antígens processats (per exemple pèptids) i units a 

molècules de MHC-I de la superfície de les cèl·lules (per exemple les cèl·lules β), i cèl·lules T 

CD4+ col·laboradores (de l’anglès “helper”), les quals reconeixen antígens processats i units 

a molècules de MHC-II de la superfície de cèl·lules presentadores d’antígens (APCs) com 

macròfags i cèl·lules dendrítiques. En la diabetis tipus 1 la interacció directa (cèl·lula-

cèl·lula) entre cèl·lules CD8+ i antígens presentats per la cèl·lula β resulta amb la destrucció 

selectiva d’aquestes cèl·lules pancreàtiques. Per contra, les cèl·lules T CD4+ no poden 

reconèixer antígens presentats per la cèl·lula β donat que aquestes no expressen molècules 

de MHC de classe II (Kim, 2002). En aquest cas, seria un mecanisme indirecte el que 
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provoca la mort de la cèl·lula β. Ambdós mecanismes es creu que provoquen l’activació de 

caspases induint l’apoptosi d’aquestes cèl·lules, però sense descartar que la necrosi també 

hi té un paper (Gallaher, 2000). Tots aquests mecanismes poden estar involucrats en la 

patogènesi que presenten els ratolins transgènics RIP/hIFNβ. El fet d’expressar IFNβ induiria 

la hiperexpressió de molècules MHC de classe I sobre la superfície de les cèl·lules β, 

provocant la reacció de les cèl·lules T CD8+ com a resposta directa i el reclutament de 

cèl·lules T CD4+ com a resposta indirecta.  

 

En la bibliografia existeixen altres models animals que també presenten infiltració en els 

illots però que aquesta no és suficient per induir diabetis. Ratolins transgènics que 

expressen també una citoquina en les cèl·lules β, com la IL-12 (RIP-IL12), presenten 

infiltració amb cèl·lules CD4+, cèl·lules CD8+ i macròfags, però tampoc desenvolupen 

diabetis oberta (Holz, 2001). Quan aquests ratolins transgènics s’encreuen amb ratolins 

transgènics RIP-LCMV, que expressen una proteïna del virus de la coriomeningitis 

limfocítica, els ratolins dobles transgènics acaben desenvolupant la malaltia (Holz, 2001). 

 

S’ha descrit que la STZ indueix l’expressió de citoquines en els illots i que un increment 

d’IFNα potencia els efectes diabetogènics del tòxic (Huang, 1994). Tanmateix, s’ha 

demostrat també que el tractament amb múltiples dosis de 40 mg de STZ conjuntament 

amb poly I/C (RNA de dobles cadena inductor dels IFNs tipus I) incrementa la infiltració 

limfocitària dels illots així com la seva lesió. De la mateixa manera, s’ha observat que el 

tractament amb poly I/C condueix a diabetis a les rates BB DR (resistents a diabetis) i 

accelera el desenvolupament de la diabetis en les rates BB DP (predisposades a la diabetis). 

A més, animals transgènics que expressen IFNα en el pàncrees a uns nivells suficients per a 

causar una moderada insulitis, però insuficients per a induir diabetis, quan se’ls tracta amb 

MLDSTZ aquest procés s’accelera (Huang, 1994). Estudis més recents demostren que el 

tractament amb STZ en ratolins NOD incrementa el percentatge de diabetis en aquests 

individus (Horwitz, 2002). No obstant, aquests animals no tenen una resposta tan 

exacerbada com la dels ratolins transgènics BDC2.5T els quals expressen un transgen que 

codifica per un receptor de la cèl·lula T (TCR) diabetogènic que és específic per un antigen 

de l’illot, això els fa més susceptibles, tant al tractament amb STZ com amb poly I/C 

(Horwitz, 2002). Aquests ratolins després del tractament amb una sola dosi de STZ (160 
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mg/kg) presenten un fenotip similar al dels ratolins RIP/IFNβ tractats amb 20 mg/Kg de 

STZ. Ara bé, els ratolins Rip/hIFNß mostren una sensibilitat molt més alta a la STZ, donat 

que amb menys dosi desevolupen un procés diabètic crònic i per tant, podrien ser molt útils 

per l’estudi de la patologia diabètica.  

 

En aquest estudi també hem observat que els ratolins transgènics Rip/hIFNβ expressen Fas, 

de manera que una de les causes principals de la destrucció de les cèl·lules β, en aquests 

animals, podria ser per un mecanisme apoptòtic. A més, aquests animals presenten 

expressió de BAD, una proteïna pro-apoptòtica, en els illots pancreàtics. També, es poden 

detectar nuclis apoptòtics en les cèl·lules β. Així, podem concloure que la destrucció de les 

cèl·lules β, en aquests animals és molt probablement per un mecanisme d’apoptosi. Aquests 

resultats estarien d’acord amb què l’apoptosi és el mecanisme pel qual el sistema immunitari 

indueix la mort a les cèl·lules β en la diabetis tipus 1. Els responsables semblen ser els 

macròfags i limfòcits T citotòxics, que via Fas/FasL, perforina, granzim, TNF, IFNγ o IL-1β 

provoquen l’activació de les vies apoptòtiques (Chandra, 2001). En ratolins NOD s’ha 

demostrat que la via Fas/FasL juga un paper primordial en la destrucció selectiva de les 

cèl·lules β (Chervonsky, 1997). Estudis amb cultius de cèl·lula β també mostren que IL-1β 

indueix l’expressió de Fas i Fas lligant (Loweth, 1998; Stassi, 1995), així com, el TNFα 

conjuntament amb IFNγ són efectivament els iniciadors de la mort de les cèl·lules ß 

(Laffranchi, 1997; Stephens, 1999). A més, en biòpsies de pàncrees procedents de pacients 

recent diagnosticats de diabetis tipus 1 s’ha trobat expressió tant de Fas com de Fas lligant 

(FasL), que estarien involucrats en l’apoptosi de la cèl·lula β (Moriwaki, 1999). Estudis amb 

cèl·lules β procedents de ratolins transgènics NOD que expressen FasL demostren que són 

més susceptibles a l’apoptosi induïda per citoquines (Petrovsky, 2002). Molt probablement, 

el mecanisme pel qual les citoquines estimulen l’expressió de Fas en les cèl·lules β 

pancreàtiques en part és la via NF-κB (Darville, 2001). També, estudis recents han 

demostrat que no només en la diabetis tipus 1 el mecanisme apoptòtic induït per citoquines 

via Fas-FasL pot jugar un paper important (Maedler, 2002). Sembla ser, que també un 

procés inflamatori té lloc en la patogènesi de la glucotoxicitat en la diabetis tipus 2 i s’ha 

identificat la via IL-1β/NF-κB/Fas com a responsable d’aquest procés.  
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Els resultats del nostre estudi ens suggereixen que els ratolins transgènics RIP/hIFNβ són 

un bon model per estudiar la diabetis autoimmune. Altres models animals de diabetis tipus 

1, com els ratolins NOD presenten limitacions, són una soca consanguínia que ha provocat 

la fixació d’immunodeficències que els fa molt sensibles i els limita a mantenir-los en 

instal·lacions lliures de patògens. El percentatge d’individus que desenvolupen diabetis 

espontània depèn molt de l’ambient on es troben i el percentatge varia segons el sexe. Així, 

s’ha observat que les femelles són més sensibles que els mascles, però la majoria d’estudis 

metabòlics i fisiològics realitzats en la litaratura s’ha dut a terme en mascles. A més, és 

necessària l’administració d’insulina per tal de mantenir les colònies. Per això, els ratolins 

RIP/hIFNβ poden ser una bona alternativa, ja que el 100% dels mascles desenvolupen 

diabetis després del tractament amb dosis molt baixes de STZ (15 o 20 mg/kg), són de fàcil 

maneig i manteniment.  

 

Malgrat l’avanç important en la prevenció i tractament de la diabetis tipus 2 (Knowler, 

2002), el tractament amb insulina de la diabetis tipus 1 roman essencialment sent el mateix 

des de fa 80 anys. Actualment, molts dels esforços de la comunitat científica es centren en 

trobar tant noves teràpies com mecanismes de prevenció. Per a l’assaig d’aquestes teràpies 

serà necessari tenir bons models animals. Així, l’obtenció de models animals que presentin 

fenotips similars als pacients humans, permetran avançar en la generació i millora, tant de 

noves teràpies com de  teràpies ja existents. Els ratolins transgènics RIP/hIFNβ podrien ser 

un bon candidat a contribuir en aquest sentit.  

 

Donat que els animals transgènics RIP/hIFNβ després del tractament amb STZ presentaven 

una marcada pèrdua de massa de cèl·lules β per un procés d’apoptosi, que conduïa a 

desenvolupar diabetis, vàrem estudiar si l’expressió simultània d’un factor de creixement en 

les cèl·lules β podria revertir aquest efecte. De fet, s’ha descrit que IGF-I és un agent 

antiapoptòtic efectiu (Harrington, 1994). En el nostre laboratori s’havien obtingut els ratolins 

transgènics RIP/IGF-I que expressaven IGF-I específicament en les cèl·lules β pancreàtiques 

mitjançant el promotor de la insulina-I de rata (RIP-I). Aquests animals eren 

normoglucèmics i normoinsulinèmics, i no presentaven alteracions en la massa de cèl·lula β 

(George, 2002). Tanmateix, després de la inducció de diabetis experimental en animals 

adults mitjançant el tractament amb 5 dosis de 50 mg/kg STZ, s’havia observat una 
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normalització gradual de tots els paràmetres metabòlics. També, s’havia observat una 

recuperació en la massa de cèl·lula β resultat d’un augment en la taxa de replicació i 

neogènesi d’aquestes cèl·lules (George, 2002). Per tal d’estudiar si IGF-I era capaç de 

contrarestar la diabetis autoimmune induïda conjuntament per l’expressió local d’IFNβ i el 

tractament amb molt baixes dosis de STZ, vàrem generar animals dobles transgènics 

IFNβ/IGF-I. 

 

Els animals IFNβ/IGF-I eren normoglucèmics i normoinsulinèmics, no presentaven cap 

alteració morfològica del pàncrees i mostraven colocalització de la insulina, interferó β humà 

i IGF-I. Aquests animals, al contrari que els seus germans Tg IFNß no presentaven 

pràcticament infiltració. Així, el fet d’expressar IGF-I protegia als animals dobles transgènics 

IFNß/IGF-I de l’atac immunitari induït per l’expressió d’IFNβ. Amb l’objectiu de determinar si 

IGF-I era capaç de protegir o restaurar l’efecte del tractament amb dosis baixes de STZ, es 

van tractar ratolins controls, Tg IFNβ, Tg, IGF-I i dobles transgènics Tg IFNβ/IGF-I amb 30 

mg/Kg de STZ durant 5 dies consecutius. Pocs dies després del tractament s’observava 

aparició de diabetis oberta en els ratolins Tg IFNβ, amb un increment molt elevat de la seva 

glucèmia. Els ratolins dobles Tg IFNß/IGF-I presentaven diferents sensibilitats al tractament, 

i s’hi podien distingir 3 poblacions diferents. Un 37,5% dels animals mostraven un increment 

molt elevat de la seva glucèmia similar al dels ratolins Tg IFNß. Mentre que,  un 37,5% dels 

ratolins dobles transgènics presentaven un menor augment de la seva glucèmia, i era 

semblant al que presentaven els ratolins controls. Finalment, en un 25% dels ratolins dobles 

Tg s’observava una total restauració de la glucèmia, mostrant valors normalitzats i similars 

als dels seus germans Tg IGF-I. Això estava d’acord amb els resultats observats 

anteriorment, en els que ratolins Tg IGF-I mostraven una recuparació de la hiperglicèmia 

després del tractament amb STZ (George, 2002). Quan s’analitzaven altres paràmetres com: 

la viabilitat, el comportament a la sobrecàrrega de glucosa, la insulinèmia i glucèmia, 

s’observava una restauració de tots aquests paràmetres. Això suggeria que IGF-I era capaç 

de contrarestar l’efecte de la STZ, probablement disminuint l’efecte directe del tòxic sobre la 

cèl·lula β, donat que els ratolins controls també presentaven un lleuger augment de la 

glucèmia superior al que presentaven els ratolins Tg IGF-I. Probablement el fet d’expressar 

IGF-I en la cèl·lula β protegia a aquesta del dany directe provocat per una dosi elevada de 

STZ. S’ha descrit que IGF-I o altres factors actuant via receptor IGF-I, poden induir 
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supervivència en les cèl·lules enfront el dany provocat per estrés, hipòxia o canvis en el pH 

(Peretz, 2002). Altres estudis demostren també l’efecte antiapoptòtic d’IGF-I induït per 

agents citotòxics (Hurbin A, 2002). 

 

Per tal de determinar si l’IGF-I era capaç de protegir l’efecte immunoestimulador del 

tractament amb dosis molt més baixes de STZ, es van tractar ratolins controls, Tg IFNβ, Tg, 

IGF-I i dobles transgènics Tg IFNβ/IGF-I amb 20 mg/Kg de STZ durant 5 dies consecutius. 

Després del tractament amb STZ els ratolins controls i Tg IGF-I no mostraven cap canvi ni 

en la glucèmia, ni en la insulinèmia. Això ens suggeria que aquesta dosi de STZ era 

suficientment baixa per no provocar efectes tòxics directes sobre la cèl·lula β. Pel contrari, 

els ratolins Tg IFNβ presentaven un increment progressiu de la glucèmia, acompanyat d’una 

important infiltració. Finalment, aquests animals acabaven perdent més del 80% de la 

massa de cèl·lula β que conduïa a l’aparició de diabetis oberta. Però, el fet que els ratolins 

dobles transgènics IFNβ/IGF-I expressessin IGF-I els protegia de desenvolupar 

hiperglicèmia, hipoinsulinèmia i la resta de paràmetres presentaven valors similars als dels 

seus germans controls sans. Tot això, semblava indicar que l’IGF-I, apart de tenir un 

possible paper protector contra l’efecte tòxic directe de la STZ, també protegia contra la 

resposta immunitària induïda per l’acció de la STZ i iniciada per l’expressió d’IFNβ. La 

injecció de múltiples dosis de STZ provoca la mort de les cèl·lules β per apoptosi (O’Brien, 

1996), a més, el tractament amb STZ indueix la formació de radicals lliures i òxid nítric (NO) 

en l’illot (Turk, 1993), directament involucrats en la destrucció de la cèl·lula β. Molt 

probablement la producció local d’IGF-I protegeix a les cèl·lules dels efectes oxidatius i 

apoptòtics induïts tant pel tractament amb STZ com pel fet d’expressar IFNβ. Aquests 

resultats estarien d’acord amb els estudis in vitro  que demostren l’efecte protector d’IGF-I 

contra la mort cel·lular mitjançada per citoquines (Mabley, 1997). A més, l’IGF-I és capaç de 

bloquejar l’activitat òxid nítric sintasa (iNOS) in vitro (Castrillo, 2000). Estudis in vivo 

mostren que ratolins deficients per iNOS estan protegits contra la destrucció de cèl·lules β 

induïda pel tractament de múltiples dosis de STZ (Flodström, 1999).  

 

S’ha descrit que IGF-I pot estimular l’expressió de proteïnes anti-apoptòtiques de la família 

de les proteïnes Bcl. Així, IGF-I pot sobreregular l’expressió de Bcl-XL (Párrizas, 1997) i 

inhibir la “down-regulation” de la proteïna Bcl-2 (Tamatani, 1998). A més, IGF-I via el seu 
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receptor pot fosforilar i inactivar a BAD (Datta, 1997). Paral·lelament, l’administració tant 

d’IGF-I com d’IGF-II protegeixen la viabilitat de la cèl·lula ß en ratolins NOD, ambdós per 

reducció de la infiltració  de cèl·lules T citotòxiques i per protecció de la inducció d’apoptosi 

induïda per Fas-Fas lligant (FasL) (Kaino, 1998).  

 

Els mecanismes pels quals IGF-I pot inhibir l’apoptosi involucren tant la via de les proteïnes 

MAP quinases (MAPK) com la via de la fosfatidilinositol-3- fosfat quinasa (PI3K). Aquests 

enzims s’indueixen després de la fosforilació del receptor d’IGF-I (IGF-IR) i la fosforilació del 

substrat del receptor de la insulina 1 (IRS1) (Gallaher, 2001). Diversos autors descriuen 

aquestes vies de senyalització com les principals mitjançadores de l’acció anti-apoptòtica de 

l’IGF-I. Estudis en què s’utilitzen inhibidors en diferents punts d’aquestes vies han demostrat 

que es bloqueja l’efecte anti-apoptòtic de l’IGF-I (Le Roith, 1997). Estudis in vitro, també 

demostren que l’acció anti-apoptòtica d’IGF-I o altres lligants del seu receptor (IGF-IR) 

poden implicar diferents vies de senyalització: IRS-1/PI3K-Akt/PKB, IRS-1/Raf/MEK/MAPK o 

fosforilació directa en residus de serina del receptor/proteïnes 14.3.3/Raf etc. Totes 

aquestes vies poden provocar la fosforilació de la proteïna pro-apoptòtica BAD, inactivant-la 

i així inhibir l’apoptosi (Peruzzi, 1999). 

 

L’IGF-I no té únicament un paper protector contra la mort cel·lular, si no que també té un 

paper important tant en la proliferació com en la replicació de les cèl·lules β. Estudis in vitro 

amb cèl·lules Ins-1 demostren la capacitat d’IGF-I per induir proliferació i replicació 

d’aquestes cèl·lules, a més, aquest procés és depenent de glucosa (Hügl, 1998). Estudis in 

vivo indiquen que l’expressió local d’IGF-I en les cèl·lules β resulta en un increment de la 

neogènesi i replicació d’aquestes cèl·lules després del tractament amb STZ (George, 2002). 

D’acord amb això, hi ha observacions in vivo que indiquen que la senyalització a través del 

receptor d’IGF-I promou el desenvolupament i la proliferació de la cèl·lula β (Withers, 

1999). Tot i que la manca del receptor d’IGF-I exclusivament en les cèl·lules β no afecta a la 

massa d’aquestes cèl·lules, resulta en una alteració de la tolerància a la glucosa, associada 

amb una disminució de la secreció d’insulina depenent de glucosa i arginina. (Xuan, 2002). 

A més, la manca de IGF-IR en les cèl·lules β provoca una reducció en l’expressió de Glut-2 i 

glucoquinasa GK i, com a resultat, una alteració en la secreció d’insulina depenent de 

glucosa, però sense afectar a la massa de cèl·lula β. Així, IGF-IR no seria crucial pel 
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desenvolupament de la cèl·lula β però sí que participaria en el control de la diferenciació 

(Kulkarni, 2002). Per altra banda la manca conjunta d’IGF-IR i el substrat del receptor de la 

insulina 2 (IRS-2), provoca una marcada disminució de la massa de cèl·lules β i els animals 

moren de diabetis (Withers, 1999). 

 

Els ratolins dobles transgènics IFNβ/IGF-I mostraven una massa de cèl·lula β similar a la 

dels seus germans controls i Tg IGF-I. Però s’observava una desorganització en la 

distribució cel·lular de l’illot, tant els tractats amb 30 com 20 mg/kg de STZ, detectant-se 

cèl·lules α en el seu interior. La desorganització cel·lular en illots està associada a variacions 

en el la mida. Ratolins deficients en el receptor d’insulina (IR) i el seu substrat (IRS1) 

presenten desorganització cel·lular, distribuint-se les cèl·lules α a l’interior de l’illot (Brüning, 

1997). Així mateix, ratolins transgènics que expressen IGF-II exclusivament en les cèl·lules 

β són hiperplàsics i presenten també una marcada desorganització cel·lular de l’illot 

(Devedjian, 2000). També s’ha observat desorganització de l’illot associada a la reducció de 

la mida d’aquests, ratolins deficients per IRS-2(-/-) (Whiters, 1998), IRS-1 (-/-) i IRS-2 (+/-

), IRS-1 (+/-) i IRS-2 (-/-), IGF-IR (+/-) i IGF-IR (-/-) (Whiters, 1999) mostren una marcada 

alteració de la distribució cel·lular.  

 

Tots aquests resultats ens suggereixen que l’IGF-I podria tenir un paper de factor de 

supervivència com a agent protector contra els efectes tòxics, immunològics i apoptòtics de 

l’expressió d’IFNβ, reforçada per l’acció de la STZ, i un paper de factor de creixement com a 

agent estimulador, tant de la proliferació i neogènesi, com de la diferenciació cel·lular. Per 

tant, la transferència del gen IGF-I a pàncrees endocrí podria representar una aproximació 

de teràpia gènica per a la diabetis tipus 1, i els animals RIP/hIFNß podrien ser un bon model 

per provar aquest tipus de teràpia. Actualment en el nostre laboratori s’estan estudiant i 

desenvolupant protocols de transferència d’IGF-I in vivo a animals diabètics.  
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1)  El fet d’expressar IFNβ en les cèl·lules β pancreàtiques indueix al sistema immunitari 
a atacar als illots dels animals transgènics RIP/hIFNß i els fa més susceptibles a 
desenvolupar diabetis tipus 1. 

 
2) Els ratolins transgènics RIP/hIFNβ pocs dies després del tractament amb dosis 

baixes de STZ (25 o 30 mg/kg) mostren diabetis oberta, mentre que els seus 
germans control presenten una lleugera hiperglicèmia. 

 
3) Després del tractament amb dosis molt baixes de STZ (15 o 20 mg/kg) els ratolins 

transgènics presenten un augment progressiu de la seva glucèmia paral·lel al 
augment crònic del grau d’insulitis. A més, els ratolins transgènics desenvolupen una 
severa hipoinsulinèmia, disminució del contingut d’insulina pancreàtic i una dràstica 
pèrdua de la massa de cèl·lules β, probablement per un mecanisme d’apoptosi. Per 
contra, els ratolins control no mostren cap d’aquests efectes. 

 
4) Tots aquests resultats ens suggereixen que els ratolins RIP/hIFNβ poden ser un bon 

model experimental tant per a l’estudi de l’etiopatogènesi com per l’estudi de noves 
teràpies de la diabetis tipus 1. 

 
5) S’han obtingut ratolins dobles transgènics que expressen hIFNβ i IGF-I en les 

cèl·lules β del pàncrees mitjançant l’encreuament d’animals RIP/hIFNβ amb ratolins 
RIP/IGF-I (IFNβ/IGF-I). 

 
6) Després del tractament amb STZ (30 mg/kg) els ratolins dobles transgènics 

presenten una millora en la glucèmia, insulinèmia i la sobrecàrrega de glucosa, 
respecte els seus germans Tg IFNβ. 

 
7) El fet de co-expressar IGF-I en els ratolins dobles transgènics IFNβ/IGF-I, protegeix 

totalment del desenvolupament de diabetis després del tractament amb dosis molt 
baixes de STZ (20 mg/kg). 

 
8) Tots aquests resultats indiquen que la producció local d’IGF-I en les cèl·lules β pot 

protegir contra el desenvolupament de diabetis tipus 1. 
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1. MATERIALS. 

 

1.1. ANIMALS. 

 

Els animals utilitzats en aquest estudi procedeixen de colònies prèviament establertes i 

caracterizades en el nostre laboratori. Els ratolins que sobreexpressen el gen del IFN-ß en 

cèl·lules ß pancreàtiques s’havien generat a partir del creuament de les soques C57BL/6 i SJL 

(The Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine, USA) (Pelegrin, 1998). Posterioment aquests 

animals foren retrocreuats amb CD1 fins arribar a la generació N10. Els ratolins que 

expressen el gen quimèric RIP/IGF-I en les cèl·lules ß pancreàtiques  s’havien generat també 

a partir d’híbrids C57BL6/SJL (George, 2002). Aquests posteriorment es van retrocreuar amb 

CD1 fins arribar a la generació N5.  

 

Tots els animals, tant controls com transgènics, es trobaven en condicions de temperatura i 

llum controlada (12 hores de llum i 12 de foscor) i eren alimentats de forma rutinària amb 

una dieta estàndard de laboratori (Panlab MR, Barcelona). Els animals es van utilitzar d’acord 

amb la legislació vigent i amb l’aprobació del Comitè d’Etica i d’Experimentación Animal i 

Humana de la UAB. 

 

1.2. REACTIUS. 

 

Els reactius de biologia molecular s’obtingueren de les cases comercials Roche (F.Hoffmann - 

La Roche Ltd., Basel, Suïssa), Invitrogen Corporation (Carslbad, CA, EEUU), Bio-Rad 

Laboratories (Hercules, CA, EEUU), Amersham Biosciences (Piscataway, NJ, EEUU), Sigma 

(St.Louis, MO, EEUU) i Proligo Biochemie GmbH (Hamburg, Alemanya). Els productes 

marcats radioactivament [α-32P]dCTP s’adquiriren a Amersham Biosciences. La 

estreptozotocina (ref S-0130) utilizada per induir diabetis experimental es va adquirir de 

Sigma. 

 

1.3 SONDES. 

 

Les diferents sondes utilitzades pels Southern blot van ser les següents: en el cas d’IFNß 

corresponia a un fragment de 615 pb del cDNA d’IFN-ß humà amplificat per PCR i, en el cas 

d’IGF-I a un fragment EcoRI/EcoRI de 0.72Kb del cDNA d’IGF-I de ratolí.  
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1.4. OLIGONUCLEÒTIDS. 

 

Els oligonucleòtids utilitzats per a la realització de la PCR d’IFN-ß es van demanar a Proligo 

Biochemie GmbH. Les seqüències dels primers utilitzats són les següents: 

 

hIFNß 17U : 5’ - GGC ACA ACA GGT AGT AGG - 3’ (18 mer) 

hIFNß 632L: 5’ - AGT CCC AGA GGC ACA GG - 3’ (17 mer) 

 

1.5 ANTICOSSOS. 

 

Els anticossos utilitzats van ser els següents: 

- anticòs de ovella contra IFN-ß humà – Biosource International, Camarillo, USA. 

- anticòs de conill porquí contra insulina porcina - Sigma Chemical Co., St Louis, MO. 

- anticòs de conill contra IGF-I humà - GroPep Pty. Ltd., North Adelaide, Australia. 

- anticòs de conill contra glucagó - ICN Biochemicals Inc., Cleveland, OH. 

- anticòs de conill contra somatostatina – LABGEN. 

- anticòs de conill contra polipèptid pancreàtic humà - ICN Biochemicals Inc., Cleveland. 

- anticòs de conill contra Bad – Santa Cruz Biotechnology, ING. 

- anticòs de rata contra CD4 de ratolí, biotinilat - PharMigen International. 

- anticòs de rata contra CD8 de ratolí, biotinilat - PharMigen International. 

- anticòs de cabra contra Fas de ratolí – R&D SYSTEMS. 

- anticòs secundari de cabra contra IgG de conill, biotinilat – PIERCE, Illinois, USA. 

- anticòs secundari de cabra contra IgG de conill, conjugat a TRITC - Southern Biotechnology 

Associates Inc., Birmingham, Alabama. 

- anticòs secundari de conill contra IgG de conill porquí, conjugat amb peroxidasa – DAKO 

corp., Carpinteria, CA. 

- anticòs secundari de conill contra IgG de conill porquí, conjugat a FITC - Sigma Chemical 

Co. 

- anticòs secundari de conill contra IgG d’ovella, conjugat amb FITC – DAKO corp., 

Carpinteria, CA. 

- anticòs secundari de conill contra IgG de conill porquí, conjugat amb rodamina - Sigma 

Chemical Co. 

- anticòs secundari d’ase contra IgG de cabra, conjugat amb Biotina – Santa Cruz 

Biotechnology, ING. 

- anticòs terciari conjugat amb el complexe ABC – PIERCE, Illlinois, EEUU. 
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- anticòs terciari streptavidina conjugat amb AMCA – VECTOR, Burlingame, CA, EEUU. 

- anticòs terciari streptavidina conjugat amb TEXAS RED – Invitrogen corp., Carslbad, CA,    

EEUU.  

- anticòs terciari streptavidina conjugat amb FITC – Invitrogen corp., Carslbad, CA, EEUU.  

- TUNEL – Kit Roche (F.Hoffmann - La Roche Ltd., Basel, Suïssa). 

 

Com a cromògens s’utilitzaren el 3’3’-diaminobenzidine i el 3-amino-9-ethylcarbazole de 

Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri, MO. 

 

 

2. MÈTODES. 

 

2.1. OBTENCIÓ I ANÀLISI DEL DNA. 

 

2.1.1. Obtenció de DNA genòmic. 

 

La detecció dels animals transgènics es fa mitjançant Southern blot o PCR. En ambdós casos 

es parteix de DNA obtingut de la digestió de fragments de cua dels ratolins. El mètode que 

es segueix consisteix en digerir els fragments de cua en una solució tamponada que conté 

proteinasa K i SDS, incubació a 56ºC durant la nit. Aquesta digestió permetrà l’alliberació del 

DNA al medi, posteriorment es purificarà el DNA mitjançant una precipitació per salinitat i 

isopropanol, resuspenent-se finalment en TE. 

 

Solucions utilitzades en el protocol: 

 

Solució de llisis  (preparació extemparànea) 

Tris-HCl pH 8.5         100  mM  

EDTA   pH 8          5 mM 

SDS           0.2 % (p/vol) 

NaCl                      200 mM 

Proteinasa K             100 mg/mL   

 

TE 

Tris-HCl pH 8            10 mM 

EDTA pH 8                1 mM 
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2.1.2. Anàlisi del DNA per Southern blot. 

 

Es va utilizar la tècnica de Southern blot per determinar la presència del gen quimèric en 

ratolins transgènics. Els DNAs que s’obtenen a partir de l'extracció es digereixen amb l'enzim 

de restricció adequat segons el transgen que s’estigui analitzant (Bgl II per IFN-ß i EcoRI per 

IGF-I). Es realitza una digestió durant la nit utilitzant uns 10 µg de DNA per digestió. El dia 

següent es realitza una electroforesis en gels del 1% d’agarosa/TAE 1x, es deixen córrer les 

digestions durant unes 4-5 hores entre 50-60 V. Posteriorment es realitza el tractament del 

gel per tal d’assegurar una bona transferència del DNA a la membrana de nylon, aquest 

tractament consisteix en: 15 minuts en una solució HCl 0.25N, per aconseguir la 

despurinització i assegurar la transferència en el filtre de les bandes d’elevat pes molecular; 

20 minuts en un solució alcalina (1.5 M NaCl, 0.5 M NaOH) per tal de desnaturalitzar el DNA i 

facilitar-ne també la transferència; i un mínim de 20 minuts en una solució neutralitzant  (1 

M Tris, 3 M NaCl) que permetrà neutralitzar el pH i carregar negativament el DNA de nou. 

 

La transferència es realiza a membranes de nylon carregades positivament (Roche 

Diagnostics Corp., Indianapolis, IN - ref.1 417 240) mitjançant capil.laritat per pressió 

negativa en tampó d’alta força iònica (10x SSC), mitjançant papers (GB002 i GB004 - 

Schleicher & Schuell, Keene, New Hampshire). La transferència es realitza en un mínim de 2 

hores, però es pot deixar també durant la nit. Un cop finalitzada, el filtre és irradiat amb llum 

ultravioleta d’ona curta per crear unions covalents del DNA amb el nylon mitjançant l’ús d’un 

UV-Stratalinker 1800 (Stratagene, La Jolla, CA). 

 

Un cop el DNA està fixat a la membrana es procedeix a la realització de la prehibridació, 

durant unes 2 hores a 65°C. La solució de prehibridació conté principalment proteïnes, 

detergents com el SDS i ssDNA per tal que s’hibridin i bloquegin la membrana, reduint així la 

hibridació inespecífica. Posteriorment es realitza la hibridació amb la sonda marcada 

radioactivament (3-5.106cpm/ml) durant tota la nit. A continuació es renta per eliminar la 

sonda en excés i aquella que es mantingués per unions molt dèbils. Es fan 3 rentats 

consecutius, cada un d’una astringència superior: 2 rentats, de 10 min cada un, amb tampó 

de baixa astringència, a 30°C i un  rentat de 15 min a 65°C amb tampó d’alta astringència. 
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TAE 1x        20x  SSC 

Tris-acetat                 40 mM, pH 8,3   NaCl                    3 M 

EDTA                          1 mM    Citrat sòdic          0.3 M, pH 7,4 

Bromur d’etidi            0.5 µg/ml                   

 

Solució de prehibridació i hibridació    

Na2HPO4 - pH 7.2                     0,25 mM      

SDS                                            20% (p/vol) 

EDTA                                          1 mM 

Blocking reagent (Roche)          0.5% (p/vol) 

(ref. 1096176) 

 

Solució de baixa estringència: 2x SSC, 0.1% SDS 

Solució d’alta estringència: 0.1x SSC, 0.1% SDS 

 

El marcatge de les sondes utilitzades en els Southern blot es realitza a partir del preparat 

comercial “Ready-To-GoTM DNA Labelling Beads (-dCTP)” (ref. 27-2940-01, Amersham 

Biosciences) seguint les instruccions del fabricant. Aquesta tècnica permet la síntesis de 

sondes de DNA d’alta radioactivitat específica (1,8x109 dpm/mg) i marcades uniformement. 

La separació dels nucleòtids no incorporats s’aconsegueix mitjançant gel filtració en 

columnes de Sephadex G-50 (Probe Quant G-50 Micro Columns, Amersham Pharmacia 

Biotech). 

 

2.1.3. Anàlisi del DNA per PCR. 

 

L’anàlisi del DNA per PCR és un mètode ràpid que permet l’amplificació del transgen si es 

disposa dels primers adequats. Aquest mètode de detecció és especialment sensible a les 

contaminacions creuades, de forma que s’ha de treballar amb cura, però d’altra banda 

presenta l’avantatge que permet treballar més ràpidament, sense necessitat d'utilitzar 

radioactivitat, amb poc DNA i no excessivament pur d’altres restes cel·lulars. Els primers han 

d’estar dissenyats de forma que amplifiquin un regió específica i exclusiva del trangen 

minimitzant la formació d’estructures secundàries i dimers, i que la zona amplificada del 

trangen es pugui diferenciar de la zona amplificada del gen endògen. La PCR s’utilitza per la 

detecció dels animales transgènics d’IFN-ß.  
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En la PCR d’IFN-ß els primers amplifiquen un fragment de 615 pb del cDNA d’IFN-ß humà. 

D’aquesta manera només obtenim banda en el cas de les mostres de DNA de ratolins 

transgènics. Els primers utilitzats són els següents:  

 

hIFNß 17U: 5’ - GGC ACA ACA GGT AGT AGG - 3’ (18 mer) 

hIFNß 632L: 5’ - AGT CCC AGA GGC ACA GG - 3’ (17 mer) 

 

Les condicions són les següents :                                  El cicle és el següent: 

Mix 1 - 10 pmols de cada oligo                                       Afegir mix 1 

            0,4 µl dNTPs mix (10mM each)                          Hot start - 5 min 95°C 

            2 µl buffer Mg free 10x                                       Afegir mix 2 

            1.5 µl MgCl2 (1.5 mM final)                                                30 cicles  30’’ a 95°C 

            x µl H2O miliQ                         30’’ a 55°C 

            150-200ng DNA                         45’’ a 72°C 

            volum total 23 µl                                                15 min a 72°C 

                                  manteniment a 4°C 

Mix 2 -  1,75 µl H2O miliQ     

  0,25 µl Taq pol. (5 U/µl) 

            volum total 2 µl 

 

L’amplificació del DNA obtingut a partir d’un fragment de cua es realitza en un termociclador 

Perkin-Elmer 9600, seguint les instruccions del proveidor. 

 

2.2. DETERMINACIÓ DE PARÀMETRES SÈRICS. 

 

Per l’obtenció del sèrum es sacrifiquen els animals per decapitació i inmediatament se’ls 

recull la sang en tubs mantinguts a 0°C. El sèrum s’obté després de deixar coagular la sang 

durant 30 minuts a 0°C. El coàgul es separa mitjançant centrifugació a 2000xg durant 15 

minuts. El sèrum es manté congelat a -20°C fins al moment de la determinació dels diferents 

paràmetres. 

 

2.2.1. Glucosa. 

 

Els nivells de glucosa sèrica es determinen a partir d’una gota de sang d’animals sagnats per 

la cua mitjançant el sistema Glucometer EliteTM (Bayer). 
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2.2.2. Insulina. 

 

La insulina es determina per radioimmunoassaig (RIA) en el sèrum dels animals, mitjançant 

els kits INSULIN-CT (CIS Biointernational, Gif-Sur-Yvette Cedex, França). El mètode té un 

límit de sensibilitat de 30 pM i una variació  intrassaig del 6%.  

 

2.2.3. IFN-ß. 

 

Els nivells d’IFN-ß en sèrum es determinen per ELISA a partir dels sèrum obtinguts dels 

animals. El kit que s’utilitza és el “Enzyme-Linked Immuno-Sorbent Assay. Human Interferon-

ß (HuIFN-ß) ELISA Kit” distribuit per TFB, INC. Fabricat per Fujirebio INC., Tokyo, Japó. 

 

2.3. DETERMINACIÓ DEL CONTINGUT D’INSULINA PANCREÀTIC. 

 

La determinació del contingut pancreàtic d’insulina es fa a partir d’homogenats de pàncrees 

en 20 volums de solució etanol àcida (75% EtOH: 1,4% HCl). S’extreu el pàncrees de 

l’animal, es pesa i es submergeix en la solució etanol àcida prèviament refredada a 4°C. Les 

mostres es mantenen en gel fins que són homogenitzades. A continuació s’incuben a 4°C en 

agitació suau durant 20-24h. Posteriorment es centrifuguen a 5.000 rpm  durant 15 minuts. 

Finalment, es recull el sobrenadant i es manté a -20°C fins al moment de la determinació de 

l’hormona. Abans de la determinació de la insulina les mostres s’han de diluïr (1/500) amb 

un tampó fosfat La insulina es determina per radioimmunoassaig, emprant el mateix kit que 

s’utilitza per la determinació dels nivells sèrics d’insulina. Els resultats s’expressen en relació 

al pes del pàncrees . 

 

Solució Tampó fosfat: pH 7.5 per 500 mL 

Na2HPO4.12H2O       14.5 g 

NaH2PO4.H2O          2.7 g 

ClNa           9.6 g 

BSA           7.5 g 

Amb 500 mL H2O destil·lada, (la composició pot variar lleugerament mentre es mantingui el 

pH, la molaritat total i la proporció de BSA). 
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2.4. CORBA DE TOLERÀNCIA A LA GLUCOSA. 

 

La corba de tolerància a la glucosa és un test que té com a objectiu comprovar si els animals 

són capaços de respondre correctament a una sobrecàrrega de glucosa. Aquells animals que 

mantenen les glucèmies elevades i no recuperen els nivells basals de glucosa durant el 

temps de realització del test són considerats animals diabètics.  

S’escullen animals control i transgènics i, després d’un dejuni d’unes 12 hores, se’ls fa un 

control de la glucèmia basal a temps zero. La mesura de la glicèmia es fa amb Glucometers 

EliteTM de Bayer. Quan els animals s’establilitzen se’ls injecta intraperitonealment una dosis 

d’1 g/Kg de pes viu de glucosa. A partir d’aquest moment es realizen extraccions de sang 

seriades amb un interval de 30 min fins a les 3 hores de l’inici del test. 

 

2.5. INDUCCIÓ DE LA DIABETIS EXPERIMENTAL MITJANÇANT STZ. 

 

L’estreptozotocina (STZ) és una molècula constituida per N-metil-N-nitrosurea unida al C-2 

de la D-glucosa. És un tòxic que actua majoritàriamente sobre la cèl·lula ß pancreàtica, a la 

qual destrueix. L’administració de 5 dosis consecutives de STZ produeix una insulitis 

pancreàtica que destrueix la cèl·lula ß i causa una diabetis oberta. 

L’estreptozotocina es dissolt en una solució de citrat sòdic 10 mM amb 0.9 % NaCl, pH 4.5, 

immediatament abans de la seva administració. S’administren 5 dosis consecutives de STZ 

via intraperitoneal de 15, 20, 25 o 30 mg/Kg de pes corporal segons cada estudi. 

 

2.6. ANÀLISI IMMUNOHISTQUÍMICA DEL PÀNCREES. 

 

Per la detecció immunohistoquímica d’INF-ß, IGF-I, insulina, glucagó, somatostatina, i 

polipèptid pancreàtic, els pàncrees dels ratolins transgènics i controls es fixen mitjançant una 

solució tamponada de formol al 10% durant 24 hores a 4°C. A continuació s’inclouen en 

parafina (inclusor tipus Histokinette) i se n’obtenen seccions (3 µm) amb l’ajud d’un 

microtom, les quals posteriorment es desparafinen i es processen.  

Les seccions s’incuben durant tota la nit a 4°C amb els anticossos corresponents: contra IFN-

ß (1:500), contra IGF-I (1:50), contra insulina (1:100), contra glucagó (1:4500), contra 

somatostatina (1:750) i contra polipèptid pancreàtic (1:2000). Posteriorment s’incuben amb 

els corresponents anticossos secundaris contra IgG de conill o de conill porquí. Com a 

cromogen s’utilitza la diaminobenzidina (DAB). Per acabar, els talls es contrasten amb 

Mayer’s hematoxilina. 
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Per la detecció immunohistoquímica de CD4 i CD8 l’obtenció de les seccions no es realitza 

com en el cas anterior. Els pàncrees dels ratolins es fixen amb paraformaldehid (PFA) al 2% 

durant 4 hores a 4°C. Posteriorment es deixen en sucrosa al 30% a 4°C durant tota la nit. 

L’endemà es congelen directament en un bany amb acetona i neu carbònica. S’inclouen en 

OCT i es guarden a -80°C. Les seccions (5 µm) es realitzen amb un criostat. Posteriorment, 

les seccions es fixen en els portaobjectes, es bloquejen i s’incuben amb els anticossos 

corresponents: anticòs contra CD4 (1:300) i contra CD8 (1:300). Tots els anticossos utilitzats 

són els descrits anteriorment en la part de Materials. 

 

 

2.6.1. Morfometria del pàncrees. Determinació massa cèl·lula ß. 

 

La immunohistoquímica dels pàncrees es realitza mitjançant la tècnica d’immuno-peroxidasa 

indirecta. L’anticòs primari és un anticòs policlonal contra insulina porcina produit en conill 

porquí, a una dil·lució 1:100 en PBS. La incubació de la mostra amb l’anticòs primari es du a 

terme a 30 minuts a temperatura ambient i es finalitza amb tres rentats amb PBS. L’anticòs 

secundari és un anticòs policlonal contra IgG de conill porquí produit en conill, el qual porta 

conjugat l’enzim peroxidasa, a una dil·lució 1:100 en PBS. Després de la incubació ( 30 

minuts a temperatura ambient) es renta 3 vegades amb PBS i s’hi afegeix el cromògen 

(DAB). Finalment, es contrasta amb hematoxilina, deixant assecar les mostres a 37°C durant 

unes hores. 

 

Mitjançant la immunodetecció de la insulina es delimita l’àrea de la cèl·lula ß del pàncrees. El 

percentatge de cèl·lula ß del pàncrees es calcula dividint el sumatori de les àrees que 

presentaven positivitat per la insulina en una secció de pàncrees per l’àrea total de la secció i 

multiplicant aquesta relació per 100. La massa de cèl·lula ß es calcula multiplicant el pes del 

pàncrees pel percentatge de l’àrea de cèl·lula ß. 

 

Per aquestes anàlisis morfomètriques les immunohistoquímiques d’insulina es realitzen en 3 

portaobjectes amb 3 seccions seriades (3 µm) cadascún, separats cada un dels portaobjectes  

per unes 100 µm (diàmetre mig aproximat d’un illot de ratolí), d’aquesta manera s’eviten les 

variacions degudes a les diferents zones del pàncrees. 

Per la mesura de les àrees s’utilitza un microscopi Nikon Eclipse E800 (Nikon Corp., Tokio, 

Japó) conectat a una càmera digital Soft Imaging Systems model ColorView II, monitor a 

color i a un sistema informàtic d’anàlisis d’imatges (analySIS3.0, SoftImaging System Corp., 
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Lakewood, Co). L’àrea de la secció es determina a x10 augments i l’àrea dels illots es 

determina a x100 augments. El sistema es calibra per obtenir els resultats en milímetres i 

micròmetres, respectivament. 

 

2.6.2. Detecció d’apoptosi en la cèl·lula ß. 

 

Per l’anàlisi de l’apoptosis es realitzen tres anàlisis immunohistoquímiques diferents: anti-Fas, 

anti-Bad i TUNEL. En tots tres casos els pàncrees es fixen mitjançant una solució tamponada 

de formol al 10% durant 24 hores a 4ºC. A continuació s’inclouen en parafina i se n’obtenen 

seccions (3 µm) amb l’ajud d’un microtom, les quals posteriorment es desparafinen i 

processen. 

Per realitzar les anàlisis immunohistoquímiques anti-Fas i anti-Bad les mostres es 

desparafinen i es renten en PBS 1x. Per tal de desemmascarar els antígens es fa un 

tractament a les mostres, previ a la immunohistoquímica; Les mostres es posen en tampó 

citrat trisòdic 0,01 M en ebullició, es tanquen les mostres en el forn i es fa bullir una segona 

vegada. Quan arriba a ebullició per segon cop s’apaga el forn i es deixa dins durant 4 

minuts. Passat aquest temps es deixen les mostres dins del tampó citrat trisòdic a 

temperatura ambient durant uns 20-30 minuts. Es tornen a rentar amb PBS 1x i s’incuben 

amb els anticossos corresponents durant tota la nit a 4ºC: anticòs contra Fas (1:30) o 

anticòs contra Bad (1:500). A continuació s’incuben amb els corresponents anticossos 

secundaris contra IgG de conill o de cabra biotinilats i amb el complexe ABC. 

 

Per realitzar la immunohistoquímica de TUNEL, les mostres es desparafinen. Seguidament es 

tracten amb Proteinasa K (10 µg/ml) amb Tris/HCl, pH 7.6, uns 10 min a 37°C i es 

permeabilitzen les mostres amb Triton X (0.1%) amb PBS durant 2 min. Finalment, es 

realitza una doble tinció per detectar apoptosis en les cèl·lules ß, utilitzant un marcatge 

terminal amb dideoxinucleòtids dUTP mitjançada per dideoxinulceotiltransferasa (TdT), kit de 

detecció de mort cel·lular In situ (Roche), i anticossos de conill contra glucagó (1:2000), de 

conill contra somatostatina (1:750) i de conill contra polipèptid pancreàtic (1:2000). Com a 

anticòs secundari pel coctail s’utiliza un anticòs de cabra contra conill marcat amb biotina 

(1:200) i streptavidina marcat amb TEXAS RED (1:100). A més es contrasten les mostres 

amb Hoechst (33258) per descartar falsos positius i assegurar que són nuclis i no eritròcits.  
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2.6.3. Anàlisi del grau d’insulitis. 

 

Per determinar el grau d’infiltració dels illots les seccions del pàncrees s’incuben amb un 

anticòs anti-insulina (1:100) i es contrasten amb hematoxilina. Per aquestes anàlisis 

morfomètriques les immunohistoquímiques d’insulina es realitzen en 3 portaobjectes amb 3 

seccions seriades (3 µm) cadascún, separats cada un dels portaobjectes per unes 100 µm 

(diàmetre mig aproximat d’un illot de ratolí), d’aquesta manera s’eviten les variacions 

degudes a les diferents zones del pàncrees. Posteriorment es conten el número d’illots totals 

a cada secció i el número d’illots infiltrats, seguint el següent criteri: periinsulitis quan hi ha 

una infiltració <25%, insulitis amb una infiltració >25% i <50% i insulitis severa quan 

presenten un grau >50%. Les dades s’expressen com el percentatge del grau d’infiltració pel 

total d’illots. 

 

 

 

2.7. CÀLCULS ESTADÍSTICS. 

 

Els resultats  s’expressen com a mitja ± error estàndard de la mitja. La comparació de 

resultats es realitza mitjançant la t de Student de dades no aparellades. Les diferencies es 

consideren estadísticament significatives amb *p<0.05 i **p<0.01. 

 



FULLA DE REPOSICIÓ D’ESTOCS / ADQUISICIÓ DE MATERIAL FUNGIBLE 
 
Nom del sol·licitant: judith agudo 
 
Data:    20/12/2002 
 
   
 

 QUANTITAT 
 Qty/vial(1) Nº 

vials 
Referència Nom Producte Companyia Observacions 

1       1       PacI New 
England       

2                                     

3                                     

4                                     

5                                     

6                                     

7                                     

8                                     

9                                     

10                                     

 
(1) Quantitat de producte per vial: Unitats d’activitat, grams, litres, Ci, unitats de producte que 
hi ha en un envàs de producte. 

 
Observacions generals:       
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