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 La diabetes mellitus es la enfermedad metabólica más común, ya que afecta de 

un 2 a un 7% de la población mundial. De un 5 a un 10% de los pacientes se les puede 

agrupar en la categoría de diabetes mellitus dependiente de insulina o diabetes tipo 1,  la 

cual se manifiesta generalmente antes de los 40 años, frecuentemente durante la 

adolescencia, y es el resultado de la destrucción autoinmune de las células ß de los 

islotes de Langerhans en el páncreas. Los pacientes de diabetes tipo 1 se identifican 

después del inicio de la enfermedad, cuando la destrucción de las células ß ya es casi 

completa. La regeneración de las células ß a partir de células precursoras de los islotes 

podría  curar la enfermedad. Sin embargo, para ello se requiere identificar factores que 

induzcan la replicación y neogénesis de células ß, y que eviten la destrucción 

autoinmune de los nuevos islotes recién formados. Las células de los islotes son 

reemplazadas constantemente mediante un recambio lento probablemente a partir de 

unas pocas células que mantienen la capacidad replicativa. Además, las estructuras de 

los ductos en el páncreas adulto contiene células pluripotenciales (stem) que pueden 

diferenciar a células endocrinas y generar nuevos islotes. Se han descrito varios factores 

de crecimiento que inducen la replicación de islotes fetales y neonatales in vitro, o bien, 

que son mitogénicos para las células epiteliales de los ductos. 

  

 El IGF-I es un polipéptido que presenta una alta homología de secuencia con la 

insulina. El IGF-I ejerce efectos metabólicos similares a los de la hormona y, además, 

estimula la proliferación y la diferenciación celular. Su principal papel es estimular la 

proliferación y diferenciación celular. El IGF-I circulante es mayoritariamente 

producido por el hígado, si bien se ha observado que en ratón adulto el páncreas expresa 

niveles elevados de IGF-I, donde actúa de manera paracrina/autocrina. Además, la 

expresión de IGF-I aumenta en las áreas de regeneración  tras pancreatectomía parcial, 

lo cual sugiere que IGF-I puede tener un importante papel en el crecimiento y 

diferenciación del tejido pancreático. Además, el IGF-I incrementa la proliferación de 

células ß in vitro. Por otra parte, también se ha descrito que el IGF-I proteje a los islotes 

frente a la inhibición mediada por citoquinas de la secreción de insulina, de la inducción 

de la formación de óxido nítrico y de la muerte celular por apoptosis. 

 

 En este trabajo hemos utilizado animales transgénicos que sobreexpresan IGF-I 

en células ß pancreáticas, bajo el control del promotor del gen de la insulina (rat insulin-
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1 promoter (RIP-1), a fin de estudiar si la producción de IGF-I por las células ß es capaz 

de regenerar el páncreas endocrino tras inducción de diabetes experimental. En estos 

ratones transgénicos hemos observado que la expresión de IGF-I en células ß 

contrarrestaba la citotoxicidad y la insulitis tras tratamiento con estreptozotocina (STZ). 

Los ratones controles tratados con STZ desarrollaban una elevada hiperglucemia, 

hipoinsulinemia, pérdida de peso y morían. Por contra, los ratones transgénicos tratados 

con STZ desarrollaban hiperglucemia, hipoinsulinemia, polidipsia y polifagia pero 

gradualmente normalizaban todos estos parámetros y sobrevivían. Esta recuperación de 

los parámetros metabólicos en los animales transgénicos tratados con STZ era paralela a 

un incremento en la masa de células ß, a través de un incremento en la neogénesis y 

replicación de células ß. 

 

  Por tanto,  estos resultados indican que la producción local de IGF-I en células 

ß es capaz de inducir regeneración del páncreas endocrino y contrarestar la diabetes 

experimental. Además, sugieren que la transferencia del gen de IGF-I a páncreas podría 

constituir una terapia más adecuada para esta enfermedad. 
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1. CONTROL DE LA HOMEOSTASIS DE LA GLUCOSA. 
 
 De entre las diferentes fuentes de energía que utiliza la célula, la glucosa es la 
principal. En los mamíferos, la regulación de la concentración del azúcar en sangre es 
esencial para el organismo, ya que estados de hiperglucemia o hipoglucemia extremos 
pueden ser críticos para la supervivencia. En el hombre y en los mamíferos en general, 
la regulación de la concentración de glucosa se realiza mediante un equilibrio entre el 
flujo de glucosa dentro y fuera del espacio extracelular a través de la secreción 
coordinada de insulina y el glucagón (DeFronzo, 1997; Unger, 1991). 
 
  Después de la ingestión de alimentos, el mantenimiento de la homeostasia de la 
glucosa depende de tres procesos que ocurren simultáneamente de una manera 
coordinada. (a) En respuesta al incremento de la glucosa plasmática, se estimula la 
producción y secreción de insulina por parte de las células ß del páncreas. (b) El 
incremento en la glucemia y en la insulinemia induce la captación de glucosa por los 
tejidos periféricos (hígado, músculo y tejido adiposo). (c) Se inhibe la secreción de 
glucagón, lo que suprime la producción hepática de glucosa. Durante el ayuno, la 
captación de glucosa ocurre en tejidos insulino independientes, especialmente en 
cerebro. La normoglucemia se mantiene gracias a la acción del glucagón y de otros 
factores hormonales y nerviosos, a través de un incremento en la producción de glucosa 
por parte del hígado (mediante la estimulación de la gluconeogénesis y de la 
glucogenólisis). Alteraciones funcionales a nivel de célula ß, hígado, músculo o tejido 
adiposo, pueden conducir a trastornos en la homeostasis de la glucosa, al desarrollo de 
intolerancia a la glucosa o, incluso, a diabetes mellitus (DeFronzo, 1997). 
 
 Para poder ser utilizada, la glucosa ha de ser transportada al interior de las 
células y, posteriormente, debe ser fosforilada a glucosa-6-fosfato (glucosa-6-P). El 
transporte lo realizan un sistema de proteínas transportadoras de glucosa (GLUTs), 
situadas en la membrana plasmática. A continuación, un grupo de proteínas 
citoplasmáticas, denominadas hexoquinasas se encargan de la fosforilación. La glucosa-
6-P resultante podrá intervenir en las diferentes vías metabólicas, como la glucólisis, la 
vía de las pentosas fosfato o ser almacenada en forma de glucógeno. 
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2. ESTRUCTURA Y FUNCIÓN DEL PÁNCREAS ENDOCRINO. 
 
 Los islotes pancreáticos fueron descubiertos en 1869, por Paul Langerhans. La 
función endocrina del páncreas no fue esclarecida sino hasta 20 años más tarde por Von 
Mering y Minkowski; y fue posteriormente en 1894 cuando Laguesse atribuyó esta 
función a los islotes, a los cuales denominó islotes de Langerhans. 
 
 La importancia de los islotes radica en que representan el centro de control de la 
homeostasia de la glucosa en el organismo. Para conseguirlo, deben estar ricamente 
vascularizados e inervados, de manera tal que puedan responder a los estímulos  
metabólicos, endocrinos o nerviosos que constantemente se producen en el organismo. 
 
 Un páncreas humano adulto normal contiene cerca de 1 millón de islotes, los 
cuales constituyen el 2-3% del total de la masa de la glándula. Los islotes varían 
considerablemente de tamaño, desde unas pocas docenas de células hasta miles de ellas. 
A pesar de estas variaciones la arquitectura interna de los islotes es característica. Los 
islotes de Langerhans  están formados por cuatro tipos celulares distintos: células a, ß, d 
y células PP, productoras respectivamente de glucagón, insulina, somatostatina y 
polipéptido pancreático. Las células α ocupan la periferia, las ß, mayoritarias, la parte 
central del islote, y entre las dos se encuentran algunas células δ y PP. La proporción de 
células ß, α, δ y PP en un islote adulto es de 68:20:10:2 respectivamente. Las hormonas 
que se producen en el islote pancreático son liberadas directamente a los capilares 
sanguíneos y a través de la vena porta son transportadas hasta el hígado y al resto del 
organismo (Esquema I). 
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Esquema I. Distribución de los 4 tipos celulares en el islote de Langerhans. El islote pancreático está 
formado por células α, que ocupan la periferia del islote, células ß, situadas en la parte central, y células δ 
y PP, distribuidas en la zona intermedia. 
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3. LA INSULINA. 
 
 Una vez la insulina es sintetizada y secretada al torrente circulatorio, se 
distribuye a los diferentes tejidos diana. Allí, esta hormona actúa a través de un receptor 
de membrana específico que pertenece a una familia de receptores que tienen actividad 
tirosina quinasa (Pickup y Williams, 1997). Entre los efectos de la insulina se 
encuentran los siguientes: i) un incremento de la captación y utilización de la glucosa; 
ii) una inhibición de la producción hepática de glucosa; iii) un efecto antilipolítico y, 
por último, iv) la estimulación de la síntesis de DNA y de proteínas. 
 
3.1. Biosíntesis de insulina. 
 
 La estructura de la insulina y su gen han sido altamente conservadas durante la 
evolución, reflejando su determinante importancia en la regulación del metabolismo. La 
síntesis de insulina es un proceso complejo que implica la formación de dos moléculas 
precursoras, la prepoinsulina y la proinsulina. En humanos, el gen que codifica para la 
preproinsulina, el precursor primario de la insulina, está localizado en el brazo corto del 
cromosoma 11. Posee tres exones: el primero codifica el péptido señal y el extremo N-
terminal de la preproinsulina, el segundo la cadena B y parte del péptido C, y el tercero 
el resto del péptido C y la cadena A (Esquema II).  

 
Esquema II. Representación del gen de la insulina humana. 

 
 La insulina, como otras proteínas exportables, se sintetiza por ribosomas 
asociados al retículo endoplasmático rugoso. Los 25 primeros aminoácidos de la 
preproinsulina constituyen el péptido señal que permite la entrada de la proteína dentro 
del retículo endoplasmático, asegurando la descarga de la preproinsulina al espacio 
cisternal. Posteriormente, se produce una separación proteolítica del péptido señal, con 
lo que la preproinsulina se convierte en proinsulina, que rápidamente se plega y se 
forman los puentes disulfuro. La proinsulina está formada por una única cadena 
polipeptídica de 86 aminoácidos. Contiene las cadenas A y B de la insulina con la 
misma conformación que la insulina, pero se encuentran unidas por un péptido de 
conexión de 35 aminoácidos, llamado péptido C, que une el extremo carboxiterminal de 
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la cadena B con el extremo aminoterminal de la cadena A. La proinsulina tiene sólo un 
5% de la actividad biológica de la insulina (Pickup y Williams, 1997). 
 
 Una vez plegada, la proinsulina se transporta al aparato de Golgi donde es 
empaquetada en vesículas. La conversión de proinsulina a insulina implica la acción 
secuencial de proteasas específicas, la PC1 (también conocida como PC3) y la PC2, que 
se encuentran presentes en los gránulos de almacenaje. Estas endopeptidasas rompen la 
molécula por lugares específicos: la PC1 es responsable de la rotura entre Arg31 y 
Arg32 (Bailyes y col., 1992; Neerman-Arbez y col., 1993) y la PC2 entre Lys64 y 
Arg65 (Bennett y col., 1992), provocando la separación del péptido de conexión. Al 
liberarse del péptido C, la insulina, dado que se convierte en una molécula menos 

soluble, forma cristales en presencia de Zn2+, lo que permite el almacenamiento de la 
hormona de forma más concentrada (Landstrom y col., 1988). El mecanismo de la 
biosíntesis se muestra en el Esquema III. 
 
3.2. Regulación de la biosíntesis de insulina. 
 
 La secreción de insulina por las células ß de los islotes de Langerhans es 
fundamental en la regulación de la homeostasia energética y en el control de la 
glucemia. Un aumento en la secreción de insulina evita la hiperglucemia, mientras que 
el glucagón y la adrenalina se liberan en caso de hipoglucemia. Las alteraciones 
funcionales de las células ß pancreáticas desencadenan graves problemas metabólicos 
como la diabetes mellitus. 
 
 La biosíntesis de la insulina en la célula ß está regulada, principalmente, por la 
concentración extracelular de glucosa, que actúa básicamente a través de tres 
mecanismos: 1) un incremento selectivo de la transcripción del gen de la insulina; 2) 
una estabilización de los mRNA de insulina preformados; 3) una rápida y selectiva 
estimulación de la traducción de los mRNA de insulina.  
 
 Se conocen muchos factores reguladores de la biosíntesis y secreción de 
insulina. Entre ellos se encuentran los nutrientes como la glucosa, aminoácidos, cuerpos 
cetónicos y ácidos grasos; algunos mediadores del sistema nervioso como la 
noradrenalina, galanina, acetilcolina, peptido intestinal vasoactivo (VIP),  
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neuropéptido Y; los eucosanoides (PGE2); señales hormonales como el glucagón, 

péptido inhibitorio gástrico (GIP), GLP-1 (glucagón-like peptide), colecistoquinina; 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Esquema III. Mecanismos que regulan la biosíntesis de insulina. 
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y finalmente algunos agentes farmacológicos (sulfonilureas). Sin embargo, cabe 
destacar que la glucosa es el principal factor regulador tanto de la síntesis como de la 
secreción de la insulina. (Pickup y Williams, 1997). 
 
 Se ha descrito que el factor de transcripción pancreatic duodenal homeobox 1 
(PDX-1) media la señal de la glucosa en la transcripción del gen de la insulina a través 
de la vía activada por el fosfatidilinositol 3-quinasa (PI-3K) y la protein quinasa 2 
activada por estrés (SAPK2/p38) (Macfarlane WM y col, 1997). La estimulación de esta 
vía conlleva a la fosforilación y activación de la forma citosólica de PDX-1 y su 
translocación al núcleo (Macfarlane y col, 1999). Además, se ha demostrado que esta 

regulación es independiente de los niveles de la concentración de Ca2+  intracelular 
(Macfarlane WM y col, 2000). 
 
 Además del de la insulina, PDX-1 se une a promotores de otros genes que se 
expresan preferentemente en la célula ß; polipéptido amiloide del islote (IAPP) 
(Bretherton-Watt D y col, 1996), transportador de glucosa GLUT-2 (Waeber G y col, 
1996) y glucoquinasa (Watada H y col, 1996), siendo estos dos últimos genes claves en 
la regulación de la secreción de insulina. Se desconoce el mecanismo de PDX-1 en la 
regulación de estos genes. 
 
 El promotor del gen de la insulina se expresa principalmente en las células ß 
pancreáticas, aunque se ha detectado su expresión también en otros tejidos. Los límites 
exactos del promotor no están definidos, se han encontrado secuencias que a una 
distancia de 4 kb del codón de inicio ejercen influencia sobre el funcionamiento del 
promotor. 
 
 En rata y ratón existen dos genes que codifican para la insulina, mientras que 
que en humanos solo existe uno (Edlund y col, 1985). El promotor de los genes de rata I 
y II y el promotor del gen de la insulina humana son los promotores de la insulina mejor 
caracterizados. A pesar de que sus productos, la insulina, presenta una estructura 
altamente conservada entre especies, no ocurre lo mismo con las secuencias de sus 
regiones promotoras. Debido a que la identificación de sus secuencias reguladoras se 
realiza en forma paralela en distintos laboratorios, es frecuente observar que la misma 
región sea nombrada de distintas formas, dando lugar a mucha confusión cuando se 
intenta familiarizar con el tema. Con este motivo, se creó una nomenclatura 
simplificada (German M y col, 1995). En el Esquema IV se muestran las regiones 
reguladoras más relevantes del promotor. 
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 La glucosa incrementa los niveles de mRNA de insulina (Docherty y Clark, 
1994). A fin de determinar que elementos regulados por glucosa actuaban en el 
promotor de la insulina, se realizaron experimentos de mutagénesis dirigida en regiones 
hasta 350 pb antes del codón de inicio, sin ningún éxito. Se estableció entonces que en 
la regulación de la expresión del gen por glucosa intervienen varios factores que actúan 
sinérgicamente. Entre ellos se encuentran, el factor de transcripción homeodominio 
PDX-1 (Petersen HV, 1994), el factor de transcripción IUF1 del tipo hélice-lazo-hélice 
(Macfarlane WM, 1994) que se une a E2, el factor aún sin caracterizar RIPE3b1que se 
une al elemento C1 del promotor de la insulina de rata (Sharma A, 1995) y un factor 
que se une a un elemento de regulación negativa aún sin caracterizar (Sander M, 1998).  
 
 Diversos estudios en animales transgénicos han mostrado que fragmentos de los 
promotores de los dos genes de insulina de rata y del promotor humano son capaces de 
dirigir la expresión de genes exógenos de forma específica a las células ß del páncreas 
(Hanahan, 1985; Selden y col., 1986a; Adams y col., 1987; Dandoy-Dron y col., 1991; 
Devedjian JC y col, 2000; Herrera PL y col, 2000).Estos estudios han demostrado que la 
estricta regulación que se conoce de la expresión del gen de la insulina endógena por 
glucosa, aminoácidos o agentes hipoglucemiantes como la tolbutamida se mantiene en 
el transgén. 
 
3.3. Secreción de insulina. 
 
 Una vez sintetizada y almacenada en vesículas, la insulina se secreta en 
respuesta a distintos factores, siendo el más importante la glucosa. Así, la glucosa para 
estimular la secreción de insulina en las células ß debe ser convertida en glucosa 6-
fosfato y metabolizada a través de la glucolisis y el ciclo de Krebs. El incremento en los 
niveles de ATP intracelular llevan al cierre de canales de potasio dependientes de ATP 
(KATP). La consiguiente despolarización de membrana, abre los canales los canales de 

calcio dependientes de voltaje , esto conlleva la entrada y el incremento de la 

concentración de Ca2+ intracelular. Un incremento en los niveles de Ca2+ citosólicos 
resultan en la exocitosis de la insulina de los gránulos de secreción (Docherty K y col, 
1994). 
 
 Así pues, los niveles de insulina sérica están controlados en cada momento por 
las variaciones de las concentraciones extracelulares de nutrientes, hormonas y 
neurotransmisores. La respuesta insulinosecretora de la célula ß a todos los reguladores 
fisiológicos es rápida, produciéndose segundos después de la exposición a los estímulos. 
Por otra parte, cambios en la situación fisiológica del animal (modificaciones debidas a 
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factores ontogénicos, nutricionales o endocrinos) conducen a regulaciones adaptativas 
más lentas de la célula ß.  

 
Esquema IV. Región promotora/reguladora del gen de la insulina humana, y de rata I y II. Sitios de 
unión a factores de transcripción. Elementos involucrados en la transcripción del gen: Caja TATA, E1, 
E2. Elementos que confieren especificidad de tejido: E1, E2 y A3, A4. Elemento de respuesta a cAMP: 
CRE. Elemento de respuesta a glucosa: C1. 
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4. LA DIABETES MELLITUS TIPO 1. 
 
 La diabetes mellitus tipo 1 es el resultado de la destrucción autoinmune 
progresiva de las células ß pancreáticas. Esto trae como consecuencia la hiperglucemia 
crónica que la caracteriza. Los pacientes de diabetes tipo 1 dependen de inyecciones 
subcutáneas diarias de insulina para su supervivencia. Esto refleja la severidad de la 
deficiencia de insulina, sin la cual, la lipólisis en tejido adiposo se activa 
incontroladamente, generando altos niveles de ácidos grasos libres los cuales son 
metabolizados a cuerpos cetónicos en el hígado. Así se produce la cetoacidosis 
diabética, que conlleva al coma y muerte del paciente. 
 
4.1. Clínica de la diabetes tipo 1. 
 
 Los síntomas clásicos de la enfermedad son poliuria, generalmente  acentuada 
durante la noche (nocturia), polidipsia, polifagia, fatiga generalizada y una dramática 
pérdida de peso. Otros síntomas menos frecuentes son: calambres, visión borrosa e 
infecciones de piel. La hiperglucemia crónica de la diabetes también está asociada con 
daños a largo plazo. Se ha postulado que la hiperglucemia es el principal factor 
responsable del desarrollo de las complicaciones secundarias de esta enfermedad 
(patología microvascular en retina y riñón y complicaciones neurológicas). Como 
consecuencia de esta patología microvascular, la diabetes mellitus es actualmente la 
causa principal de ceguera en adultos y la responsable de un tercio de los casos de fallo 
renal crónico. Se cree que la glucosilación de proteínas y el exceso de producción de 
compuestos de poliol a partir de glucosa estarían involucrados entre los mecanismos 
responsables del daño ocasionado en los diferentes tejidos como consecuencia de una 
hiperglucemia crónica. Los pacientes con diabetes tienen mayor incidencia de 
enfermedades aterogénicas cardiovasculares, vasculares periféricas y cerebrovasculares. 
 
4.2. Factores  genéticos en la patogénesis de la diabetes tipo 1. 
 
 La diabetes tipo 1 frecuentemente se presenta de forma abrupta, con una 
marcada hiperglucemia, poliuria y cetoacidosis, que ocurren como resultado de la 
deficiencia de insulina. Esta presentación de la enfermedad sugería que el inicio de la 
diabetes tipo 1 era por una causa puntual. Sin embargo, ahora parece claro que el 
desarrollo de la enfermedad es un proceso crónico que se puede dividir en varias etapas. 
Existen individuos con una predisposición genética a desarrollar la enfermedad, en los 
cuales se inicia un proceso autoinmune posiblemente como respuesta a ciertos factores 
ambientales. Es un proceso de autoinmunidad caracterizado por la presencia de 
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autoanticuerpos y una destrucción progressiva de las células ß, pero manteniendo la 
glucemia y el test de tolerancia a la glucosa normal en las primeras etapas. A medida 
que avanza la destrucción de las células ß se altera el test de tolerancia y se instaura el 
proceso diabético. 
 
 La destrucción autoinmune de las células ß pancreáticas se caracteriza por la 
presencia de autoanticuerpos e insulitis. Los autoanticuerpos presentes en la diabetes 
tipo 1 actúan frente antígenos de la célula ß, incluyendo la insulina, la ácido glutámico 
descarboxilasa (GAD65 y 67), proteínas de membrana que son homologas a las tirosina 
fosfatasas (ICA512 y IA-2), y al gangliosido neuroendocrino del islote (Maclaren y col, 
1999). La insulitis, en cambio, se caracteriza por infiltrados linfocitarios en los islotes , 
principalmente células CD8 y CD4, células B, macrófagos y células asesinas (NK). Las 
causas de la diabetes tipo 1 y el desencadenamiento del proceso autoinmune son 
complejas, incluye tanto la predisposición genética como factores ambientales. La 
herencia de dicha predisposición, no sigue un patrón de herencia Mendeliana simple. 
Parece ser que la penetrancia de los genes involucrados en esta enfermedad está 
influenciada por factores ambientales aún desconocidos. Además, estudios tanto en 
ratones como en humanos demuestran que la enfermedad es poligénica. Se han usado 
dos tipos de aproximaciones para identificar estos genes; identificación de genes 
candidatos, comparando la frecuencia de alelos entre poblaciones diabéticas y controles, 
y analizando el genoma en busca de loci cromosómicos asociados con la susceptibilidad 
a padecer la enfermedad. Como locus candidatos se encuentran el del complejo mayor 
de histocompatibilidad (MHC) y el antígeno leucocitario humano (HLA), identificado 
como locus IDDM1 (Davies y col, 1994). El complejo mayor de histocompatibilidad 
contiene dos familias de genes; los genes de clase I, muy polimórficos y los genes de 
clase II. Los genes de clase I presentan los antígenos a los linfocitos T citotóxicos, y los 
de clase II presentan los antígenos a las células cooperadoras T (T helper). Hay dos 
clases de genes principales dentro de la familia de genes de clase II, los genes DR y los 
DQ (Buzzetti y col, 1998). Inicialmente se demostró la asociación de los alelos de clase 
I a la diabetes tipo 1, sin embargo ahora parece claro que las moleculas de clase II son 
más importantes como factores de riesgo a padecer la enfermedad. 
 
 Más tarde se identificó un segundo locus en el gen de la insulina, llamado 
IDDM2, localizado en el cromosoma 11 (Pugliese y col, 1997). El polimorfismo en esta 
región se debe al número variable de repeticiones en tandem (VNTR) en la región 5´ 
flanqueante del gen de la insulina. Existen tres alelos caracterizados; el de clase I que 
incrementa de dos a cinco veces la predisposición a pafdecer la enfermedad, el de clase 
III que parece tener un efecto dominante protectivo y el de clase II, aún sin caracterizar 
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su relación con la enfermedad. Se ha demostrado que el número de repeticiones en 
tándem modula la expresión del gen de la insulina in vitro, y de alguna manera confiere 
susceptibilidad a padecer la enfermedad. 
 

Ya que entre los loci IDDM1 y IDDM2 solo se puede explicar un 50 % de las 
asociaciones familiares a diabetes tipo 1, seguramente otros genes debían estar 
involucrados. Con esta finalidad meticulosos estudios del genoma han identificado 
diversos loci implicados en la susceptibilidad para la diabetes tipo 1, como son los 
IDDM3, IDDM4, IDDM5, IDDM7, IDDM8, IDDM11, IDDM12, IDDM13 (Lowe WL, 
1998). Ninguno de ellos tiene un papel tan importante como el IDDM1 en el riesgo a 
padecer la enfermedad, sino que mas bién confieren un riesgo similar al de IDDM2. 
Además, pueden existir diferentes tipos de interacciones (epistasis) entre estos loci, de 
manera que el genotipo de un locus afecta a la contribución de otro locus. 
 

La identificación de los factores genéticos que predisponen a un individuo a 
padecer diabetes tipo 1 tiene importantes implicaciones clínicas. Actualmente, los 
individuos se diagnostican cuando la mayor parte de las células ß ya han sido 
destruídas. Por ello, si bien no todos los individuos con predisposición genética 
desencadenan este proceso, un tratamiento prematuro i/o medidas profilácticas podrían 
amortiguar el impacto que tiene esta enfermedad (Pickup y Williams, 1997; Lowe WL, 
1998). 
 
4.3. Eventos inmunológicos de la diabetes tipo 1. 
 
 Actualmente se conoce que la diabetes tipo 1 es una enfermedad autoinmune 
mediada por linfocitos T. Prueba de ello es: i) la infiltración linfocitaria de los islotes, 
denominada insulitis (Gepts W, 1965); ii) la asociación de diabetes con otras 
enfermedades autoinmunes; iii) la presencia de anticuerpos contra células de islotes 
(ICA "islet-cell autoantibodies"), de autoanticuerpos y otros anticuerpos específicos en 
el suero de pacientes diabéticos con aparición reciente de la enfermedad (Lenmark A, 
1978; Dobersen MJ y col, 1980); iv) la asociación de diabetes tipo 1 con los genes de 
respuesta inmune HLA (Signal DP, 1973; Nerup J y col, 1974; Sanjeevi CB y col, 
1995); v) anormalidades en las cantidades relativas de linfocitos CD4/CD8 circulantes 
(Peakman M, 1994) y vi) la remisión de la diabetes tipo 1 con drogas inmunosupresoras 
como ciclosporina (The Canadian-European Randomized Control Trial Group, 1988). 
 
 La diabetes tipo 1 está fuertemente asociada con ciertos tipos de HLA y con la 
presencia de ICAs. Los dos principales autoantígenos son GAD65 (ácido glutámico 
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decarboxilasa) e insulina. En cuanto a la respuesta autoinmune se conoce muy poco, 
habiéndose centrado los estudios en los autoanticuerpos circulantes más que en las 
respuestas de los linfocitos T. El anticuerpo para la proteína GAD65 muestra la mayor 
sensibilidad, especificidad y valor predictivo para la diabetes tipo1, por lo que GAD65 
puede ser un autoantígeno que inicia la lesión en la célula ß.  
 
 La destrucción autoinmune de las células ß del páncreas es un proceso lento, que 
puede durar años antes de que se haya completado, lo cual permitiría intervenir 
oportunamente a fin de evitar su completa destrucción (Yoon JW y col, 1998; Mauricio 
D y col, 1998). Sin embargo, generalmente la enfermedad es detectada una vez la 
destrucción es prácticamente total. En la última década, se ha conseguido un 
considerable progreso en la comprensión de los procesos patogénicos de la enfermedad. 
Modelos animales tales como las ratas BB (bio-breeding ) y los ratones NOD (non 
obese diabetic ) han contribuido al entendimiento de los mecanismos patogénicos 
(Mauricio D y col, 1998). Se considera que la respuesta autoinmune  contra las células ß 
resulta de un desorden en la inmunoregulación (Rabinovitch y col, 19994; Rabinovitch 
y col, 1998). De acuerdo con este concepto, una subclase de células T, las Th 1 (T-
helper 1 ), y sus citoquinas IL-2, IFN-γ, TNF-ß dominan sobre la subclase 
inmunoreguladora Th 2 (supresora) y sus citoquinas IL-4 e IL-10. Esto permite que las 
citoquinas tipo 1 inicien la cascada de procesos inmunes/inflamatorios en el islote 
(insulitis), culminando con la destrucción de la célula ß (Ravinovitch y col, 19994; 
Ravinovitch y col, 1998). Las citoquinas producidas por los linfocitos Th 1 pueden 
activar las células T citotóxicas que interactúan especificamente con las células ß y las 
destruyen. Pueden también interactuar con macrófagos que producen citoquinas 
proinflamatorias, como IL-1 y TNF-α, y radicales libres que son altamente tóxicos para 
las células ß pancreáticas. Además, las citoquinas IL-1, TNF-α. e INF-γ son citotóxicas 
por si mismas para la célula ß, en gran parte debido a la inducción de la formación de 
radicales libres oxigenados, NO (óxido nítrico) y peroxinitritos (Rabinovitch y col, 
1994; Rabinovitch y col, 1998). 
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5. TERAPIA DE LA DIABETES MELLITUS TIPO 1. 
 
5.1. Terapia sustitutoria con insulina. 
 
 5.1.1. Inyecciones subcutáneas de insulina. 
 
 Actualmente, la mayoría de pacientes son tratados con inyecciones subcutáneas 
de preparaciones de insulina humana recombinante que intentan mimetizar los perfiles 
fisiológicos de la hormona (niveles basales bajos a los que se superponen picos 
postpandriales de secreción de insulina). La insulina administrada en solución es 
rápidamente absorbida, y es de acción rápida, mientras que suspensiones de partículas 
de insulina de diferentes tamaños proporcionan acción intermedia y larga. Sin embargo, 
la mezcla de insulina soluble con lenta reduce la disponibilidad de los componentes de 
acción rápida (Heine y col., 1985). Una de las principales deficiencias de las insulinas 
de acción retardada es la absorción variable a partir del tejido subcutáneo (Binder y col., 
1984). Además, las preparaciones de acción retardada no son generalmente capaces de 
producir niveles basales de insulina adecuados, resultando en muchos casos en la 
aparición tanto de hiperglucemia como de hipoglucemia. Por tanto, los niveles de 
insulina circulante que se consiguen con las terapias actuales están bastante alejados de 
los que se obtendrían si las células ß funcionasen correctamente. Si bien la terapia con 
insulina permite a la mayoría de pacientes llevar una vida activa, esta sustitución es 
imperfecta y afecta en gran manera a su estilo de vida. 
 
 El ensayo realizado por el Diabetes Control and Complications Trial (DCCT) ha 
mostrado que la terapia intensiva con insulina (tres o más inyecciones diarias) puede 
retrasar el inicio y la progresión de la retinopatía, nefropatía y neuropatía en pacientes 
de diabetes tipo 1 (The Diabetes Control and Complications Trial Research Group, 
1993). Sin embargo, esta clase de tratamiento no se puede llevar a cabo en todos los 
pacientes diabéticos, siendo desaconsejable tanto en niños como en personas mayores. 
Además, pacientes bajo este tratamiento intensivo con insulina presentan un elevado 
riesgo de hipoglucemia. 
 
 5.1.2. Bombas de insulina. 
 
 Una alternativa que cada vez es más utilizada, consiste en la implantación de 
bombas de insulina subcutáneas, sobretodo en niños y adolescentes. Estas bombas 
liberan de forma continua unos niveles basales de insulina en una tasa constante. Las 
infusiones adicionales de insulina deben ser administradas por el propio paciente a 
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través de un control electrónico. Para la correcta dosificación el paciente tiene que 
controlar los niveles de glucosa con los procedimientos convencionales. Actualmente se 
están desarrollando bombas de insulina de “ciclo cerrado” (closed loop) que llevan un 
sensor electrónico de glucosa que permite autoajustar las dosis constantemente, 
haciendo compatible cualquier tipo de dieta, ejercicio y estilo de vida que lleve el 
paciente. Esta alternativa se encuentra todavía en fase preliminar de estudio (Jaremko y 
Rorstad, 1998). 
 
5.2. Transplantes. 
 
 Esta aproximación se basa en la realización de transplantes de páncreas (Stratta 
y col, 1995) o bien, de islotes de Langerhans. El transplante de páncreas, que 
normalmente se realiza conjuntamente con el transplante de riñón, elimina la necesidad 
de inyectarse insulina en el paciente y, en muchos casos, de hemodiálisis. La calidad de 
vida de los pacientes transplantados con éxito está claramente mejorada, y se ha 
conseguido una tasa de supervivencia al cabo de un año del transplante del 70%. Sin 
embargo, los transplantes requieren inmunosupresión crónica, y los donantes son muy 
limitados (Remuzzi y col., 1994; Landgraf, 1996). El transplante de islotes tiene las 
mismas desventajas (Remuzzi y col., 1994) y adicionalmente presenta un índice de 
supervivencia de sólo el 20% (Cretin y col, 1998).  
 
5.3. Terapia génica. 
 

Mediante la terapia génica se podría corregir una función anormal o la pérdida 
de la funcionalidad celular causada por la presencia de un gen mutado a través de la 
introducción del gen normal. La diabetes mellitus tipo 1, causada por la destrucción 
autoinmune de las células ß pancreáticas, es una enfermedad candidata para ser curada a 
través de la terapia génica. Sin embargo, a diferencia de otras enfermedades genéticas 
humanas que son causadas por mutaciones en un único gen hasta el momento, no se 
conocen genes alterados en la diabetes tipo 1 cuya sustitución por un alelo normal, a 
través de aproximaciones de terapia génica, pudiera revertir el proceso diabético (Efrat, 
1998; Leibowitz y Levine, 1999). 
 
 Actualmente las aproximaciones para la terapia génica de la diabetes están 
centradas en cuatro grandes áreas : 
 1) Terapia celular mediante el transplante de células manipuladas genéticamente para 
que expresen insulin. Así,  se podrían transplantar en pacientes diabéticos tipo 1 células 
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secretoras de insulina derivadas de células ß o bien derivadas de otros tipos celulares 
como células hepáticas o musculares. 
2) Reducción de la hiperglucemia diabética mediante un incremento en la captación de 
la glucosa por el hígado y/o los tejidos periféricos. 
3) Desarrollo de mecanismos de prevención de la destrucción autoinmune de las células 
ß, con lo que se podrían salvar tanto los islotes transplantados como los islotes propios 
de los individuos prediabéticos.  
4) Inducción de la regeneración de los islotes de Langerhans. Así, en pacientes con 
diabetes abierta se podría reemplazar los islotes dañados si al mismo tiempo se pudiese 
bloquear la autoinmunidad (Efrat, 1998). 
 
 5.3.1 Terapia celular. 
 
 Gran número de aproximaciones se han centrado en manipular genéticamente 
células para que produzcan insulina de manera regulada fisiológicamente. Este es un 
largo camino hacia la obtención de una célula ß artificial. Actualmente, diversos grupos 
están utilizando dos abordajes principales, que incluyen por un lado manipular 
genéticamente líneas celulares derivadas de insulinomas, y por otro, manipular células 
no pancreáticas para que produzcan insulina. Un punto clave es conseguir que las 
células produzcan insulina madura de manera regulada in vivo, de manera que secreten 
suficiente insulina para contrarrestar la hiperglucemia pero que se evite la aparición de 
episodios de hipoglucemia. Esta aproximación es muy compleja y requerirá mucha 
investigación antes de la obtención de un “producto” aplicable a pacientes diabéticos 
(Mitanchez y col., 1997; Newgard y col., 1997; Efrat, 1998). Muchos investigadores 
están centrando sus esfuerzos en la utilización de líneas de células ß de roedores 
transformadas (Efrat, 1998). Sin embargo, una desventaja de la utilización de estas 
células de insulinoma en humanos es el hecho de que producen insulina de rata o ratón, 
aunque algunas (como las células RIN de insulinoma de rata) se han manipulado 
genéticamente para que produzcan también insulina humana (Newgard, 1994). Además, 
muchas de estas células presentan una producción de insulina reducida y han perdido la 
respuesta normal a los secretagogos, como glucosa o aminoácidos. Recientemente, se 
han obtenido líneas celulares derivadas de las RIN mediante transfección con 
combinaciones de genes que codifican para la insulina humana, el transportador de 
glucosa GLUT2 y glucoquinasa (Clark y col., 1997; Hohmeier y col., 1997; Tiedge y 
col, 2000), las cuales presentan un incremento en el contenido de insulina y una 
respuesta mejorada a la glucosa y sus potenciadores. Como principales inconvenientes, 
estas líneas celulares presentan inestabilidad fenotípica, desdiferenciación y manifiestan 
tendencia a la secreción de insulina en respuesta a concentraciones subfisiológicas de 
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glucosa. Las líneas celulares derivadas de insulinomas de animales son las más 
utilizadas. En cambio, las líneas celulares derivadas de insulinoma humano son muy 
poco utilizadas debido a dificultades para mantenerlas en cultivo durante largos 
períodos de tiempo. Sin embargo, se ha caracterizado una nueva línea celular que podría 
representar un buen modelo de estudio (Baroni MG, 1999). 
 
 Otra aproximación que está siendo desarrollada para la terapia génica de la 
diabetes tipo 1, es la manipulación genética de líneas celulares no endocrinas como 
hepatocitos, mioblastos, fibroblastos para que produzcan únicamente insulina humana 
(Valera y col, 1994; Kolodra y col, 1995; Simpson y col, 1995; Simonson y col, 1996; 
Gross y col, 1997, 1999; Falqui y col, 1999). Así, la síntesis de insulina en células 
derivadas de mioblastos de ratón conlleva al descenso de la glucemia en animales 
diabéticos tratados con Stz (Gross y col, 1999). No obstante, en esta aproximación debe 
obtenerse una producción de insulina madura de manera regulada. La glucosa es la señal 
que pone en marcha la síntesis y secreción de insulina en un individuo no diabético. 
Para ello, la glucosa debe ser transportada hacia el interior de la célula ß y ser 
metabolizada (Newgard y McGarry, 1995). El mayor obstáculo para la expresión 
ectópica de insulina, es la dificultad de reconstruir el sistema tan altamente regulado de 
secreción de insulina existente en la célula ß normal en las líneas celulares no derivadas 
de células ß. 
 
 Dada la similitud con el sistema secreción de insulina de las células ß, se han 
manipulado también células neuroendocrinas, como las AtT-20 de ratón o las GH3 de 
rata, pero presentan una gran desventaja ya que, además de insulina, producen niveles 
elevados de hormona adrenocorticotropa (ACTH) (Moore y col, 1983; Kaufmann y col, 
1993). Ello limitaría su uso en clínica, ya que podrían provocar la aparición de 
síndrome de Cushing. Por tanto, se debe tener en cuenta la posibilidad de que una 
secreción continuada de hormonas u otras proteínas endógenas de algunas de estas 
líneas celulares podría causar severos trastornos en los pacientes transplantados con 
estas células (Efrat, 1998). 
 
 Una nueva tecnología que tiene mucho potencial, es la de diferenciación de 
células ß a partir de células pluripotenciales (células stem). En un estudio recientemente 
publicado, se consiguió la generación de islotes pancreáticos in vitro  a partir de células 
endoteliales de conductos pancreáticos aisladas provenientes de ratones NOD adultos. 
Posteriormente, estos islotes fueron transplantados a ratones NOD a los que se les había 
suspendido el tratamiento con insulina; con la consecuente recuperación de la 
normoglucemia (Ramiya y col, 2000). Otro estudio muestra que células productoras de 
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insulina derivadas de células pluripotenciales embrionarias de ratón son también 
capaces de normalizar la glucemia en ratones con diabetes inducida por estreptozotocina 
(Soria B y col, 2000). No obstante estos importantes hallazgos, aún queda mucho por 
investigar antes de que puedan ser considerados para la aplicación clínica. Problemas 
como la disponibilidad de “stem cells” en páncreas adulto humano, la pérdida de 
funcionalidad que se ha observado en islotes cultivados a largo plazo (Beattie y col, 
1999), o el rechazo inmune que sería similar al de islotes transplantados de otro donante 
(Mitanchez D y col, 1997), así como el continuo ataque autoinmune al que se verían 
expuestos, limitan el potencial de estos islotes cultivados en la cura de la diabetes. 
Además, hay que tener en cuenta que para generar islotes inmunológicamente 
compatibles con humanos, se necesitaría obtener “stem cells” a partir de embriones 
humanos clonados lo que plantea aspectos éticos muy debatidos (Lanza RP y col, 1999). 
 
 Recientemente un estudio in vivo  demuestra que la transferencia del gen PDX-1 
mediada por adenovirus al hígado de ratón resulta en la conversión de hepatocitos a 
células ß (Ferber S y col, 2000). Estos ratones sobreviven a la diabetes inducida por 
estreptozotocina y llegan a normalizar la glucemia. La expresión de PDX-1 en 
hepatocitos puede tener dos efectos. Por un lado estimular la expresión del gen de la 
preproinsulina, con la consecuente producción de la hormona inmadura. La segunda 
posibilidad estriba en que menos del 1% de los hepatocitos se haya diferenciado en 
células ß, con la inducción de las convertasas PC1 y PC3 conllevando al completo 
procesamiento de la proinsulina. Sin embargo, permanecen muchos aspectos por 
investigar, como la respuesta secretora frente a glucosa o la extensión de la 
diferenciación. Además queda por determinar si los hepatocitos diferenciados 
representan un nuevo blanco para la destrucción autoinmune (Kahn A, 2000). No 
obstante, este hallazgo abre una ventana hacia nuevas aproximaciones entre la terapia 
celular, la terápia génica y los transplantes. 
 
 5.3.2. Incremento de la captación de glucosa. 
 
 Se han diseñado diversos modelos animales a fin de estudiar que combinación de 
genes permitiría incrementar la captación de glucosa por hígado, músculo y demás 
tejidos periféricos. Se sabe que el transporte y la fosforilación de la glucosa son los 
pasos iniciales para la utilización de la glucosa. En el hígado, la fosforilación de la 
glucosa por la glucoquinasa (GK) parece ser clave en la regulación de la utilización de 
la glucosa. Al contrario que las otras hexoquinasas, la GK presenta una Km para la 

glucosa elevada (5-8 mM) y su actividad no se inhibe por concentraciones fisiológicas 
de glucosa-6-P (Iynedjian, 1993; Printz y col, 1993). Durante la diabetes, la expresión 
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de la GK es muy baja y por tanto, el hígado es incapaz de metabolizar la glucosa 
sanguínea (Iynedjian, 1993; Printz y col, 1993). Se ha observado que la expresión de 
GK en células de hepatoma, que carecen de expresión de GK endógena, resulta en una 
inducción en la captación glucosa y acumulación de glucógeno (Valera y Bosch, 1994). 
Por otra parte, se ha observado en ratones transgénicos que expresan el gen quimérico 
PEPCK/GK en hígado que la GK es capaz de controlar la utilización y acumulación de 
glucosa in vivo  en este tejido. Además, estos animales transgénicos presentan una 
tolerancia a la glucosa incrementada y una glucemia e insulinemia inferiores a la de los 
animales control (Ferre y col, 1996a). Además, al tratarlos con estreptozotocina, la 
expresión de GK es capaz de contrarestar la hiperglucemia diabética (Ferre y col, 
1996b). También, se han observado niveles bajos de glucemia e insulinemia en ratones 
transgénicos que sobreexpresan GK en músculo esquelético (Otaegui P y col, 2000). 
También, muestran glucemias más reducidas después de un tratamiento con Stz y 
mantienen el peso corporal. Así, estos estudios sugieren que manipular genéticamente el 
hígado o el músculo esquelético con el fin de expresar GK, podría ser una buena 
aproximación para reducir la hiperglucemia diabética y por tanto, para desarrollar 
aproximaciones de terapia génica para la diabetes. 
 
 5.3.3. Prevención del ataque autoinmune. 
 
 La mejor aproximación para el tratamiento de la diabetes tipo 1 radicaría en la 
identificación de las personas con un mayor riesgo de contraer la enfermedad, cuyo 
tratamiento consistiría en prevenir el daño al islote. Para ello se requiere el desarrollo de 
métodos altamente sensibles para diagnosticar las personas prediabéticas y un mejor 
conocimiento de los mecanismos de la destrucción autoinmune de la célula ß.  Aunque 
se ha observado que un gran número de genes están implicados en la autoinmunidad, no 
está claro si alguno de ellos juega un papel esencial en el inicio de la respuesta 
autoinmune (Tisch y McDevitt, 1996; Yoon y col, 1999). Sin embargo, en la actualidad 
no es posible predecir con seguridad si un individuo va a desarrollar o no la 
enfermedad. La capacidad de predicción recae en la región HLA y la detección de 
algunos anticuerpos, pero sólo ofrecen una estimación del riesgo, ya que muchos 
individuos que portan haplotipos de riesgo en el grupo HLA, nunca llegan a desarrollar 
la enfermedad. Por otra parte, los autoanticuerpos sólo se detectan una vez ha 
comenzado la destrucción de las células ß.  
 

Una vez que el paciente ya padece una diabetes abierta, cualquier aproximación 
terapéutica, bien sea transplante de islotes, implante de células ß artificiales, generación 
de células ß por diferenciación de hepatocitos, etc. estará continuamente amenazada con 
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la destrucción autoimune. Con la finalidad de preservar los islotes del ataque 
autoinmune se han llevado a cabo distintas aproximaciones para inducir tolerancia.  
 
 Así pues, cualquier protocolo terapéutico, bien sea la prevención antes del 
desarrollo de la enfermedad o el tratamiento una vez ya se encuentra completamente 
establecida, requeriría ingeniería genética de la autoinmunidad tanto para prevenir el 
proceso patológico como para preservar la supervivencia de las nuevas células 
productoras de insulina. A continuación se presentan algunos de los hallazgos más 
significativos en distintos niveles de intervención de la respuesta inmune. 
 
 5.3.3.1. Inducción de tolerancia. 
 
 Diversas líneas de investigación coinciden en señalar que la diabetes tipo 1 es 
una enfermedad cuyos orígenes residen en el fallo de la tolerancia central y periférica 
frente moléculas específicas de la célula ß. La presencia de células T en los islotes 
(insulitis) en los inicios de la enfermedad, y las altas titulaciones de anticuerpos anti-
islotes en el suero de animales y humanos diabéticos avalan esta hipótesis.  
 
 Así, con el fin de preservar los islotes del daño inmunológico, el primer nivel de 
intervención considera la inducción de la tolerancia. En este sentido, se han adoptado 
como modelos de diabetes tipo 1 a los ratones NOD y las ratas BB, ambos con una 
inmunopatología muy similar a la de humanos (Rossini A y col, 1999). Así, en ratones 
NOD, la expresión de proinsulina modulada por el promotor de MHC clase II, resulta 
en la producción de insulina en el timo con la consiguiente prevención de diabetes tipo I 
(French MB y col, 1997). De forma similar, la inyección de extractos de islotes en el 
timo de ratones NOD y ratas BB previene el desarrollo de la enfermedad (Posselt AM y 
col, 1992; Koevary SB y col, 1992; Charlton B y col, 1994). En estos estudios se 
sugiere que la tolerancia es el resultado de la eliminación de timocitos reactivos para 
islotes. También, se han conseguido los mismos resultados mediante la inyección 
intratímica de la cadena B de la insulina y la proteína GAD65, siendo ambos, probables 
autoantígenos en la diabetes tipo 1 (Cetkovic-Cvrlje M y col, 1997). Además, se ha 
conseguido la tolerancia de islotes transplantados en ratas inyectando extracto de células 
de médula ósea del donante en el timo del receptor (Posselt AM y col, 1992); así como 
con la inyección intratímica de antígenos del MHC clase I (Oluwole SF y col, 1994). 
Recientemente, se ha demostrado que ratones NOD que expresan las moléculas no 
diabetogénicas del MHC clase II en lugar de las diabetogénicas I-Ag7 no llegan a 
desarrollar diabetes (Singer SM y col, 1998). Estos estudios sugieren que la inducción 
de la tolerancia y la supresión de la autoinmunidad se pueden conseguir en el timo con 
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la eliminación de los timocitos que reconocen los antígenos de las células ß.Por tanto, 
mediante ingeniería genética se podrían diseñar vectores que codificasen para 
autoantígenos e inyectarlos en el timo de los individuos que tienen alto riesgo de 
desarrollar diabetes tipo 1.  
 
 5.3.3.2. Modificación de la presentación de antígenos. 
 
 Otro nivel de intervención considera la activación y función de las células 
presentadoras de antígenos (APC) en los islotes. Así, las APC residentes en los islotes 
de Langerhans que incluyen macrófagos y células dendríticas son células diana para la 
incorporación de genes manipulados.  
 

Uno de los eventos iniciales en la activación de macrófagos en islotes humanos 
y murinos es la producción de IL-1ß (Lacy PE y col, 1994). Así pues, se ha demostrado 
que la transferencia in vitro  del gen de la proteína antagonista del receptor para la IL-1ß 
(IRAP) en islotes humanos puede prevenir tanto los daños metabólicos que sufre la 
células ß expuesta a IL-1ß, así como la apoptosis mediada por Fas y la producción de 
NO (Giannouskakis N y col, 1999). Otro potente regulador de la actividad de las APC 
es el  TNF-α. Ratones NOD transgénicos que expresan receptores solubles de TNF-α 
secretado por células ß no llegan a desarrollar insulitis ni diabetes (Hunger y col, 1996; 
Hunger y col, 1997). Otra posibilidad de intervenir en la actividad de los macrófagos, 
está representada por el factor de transcripción nuclear NF-kB. La expresión de 
citoquinas y las moléculas de adhesión están bajo el control de este factor (Ghivizzani 
SC y col, 1998). Un inhibidor fisiológico de NF-kB es el factor I-kB el cual se le une en 
el citoplasma e impide su translocación al núcleo. Así, la transfección del gen del 
represor I-kB mediada por adenovirus a islotes humanos, los protege de la destrucción 
mediada por IL-1ß (Giannouskakis N y col, 2000). 

 
5.3.3.3. Apoptosis y supervivencia de las células ß. 
 

El término apoptosis ha sido utilizado como muerte celular individual, tanto si está 
dirigida por factores internos como externos. Esta muerte celular es lo que se esperaría 
de una célula que ha llegado al final de su vida, una condensación y fragmentación del 
núcleo y citoplasma y un rápido desarrollo de los cuerpos apoptóticos por parte de las 
células vecinas. Un aspecto que permanece sin resolver es cómo la apoptosis se pone en 
marcha de forma específica en las células seleccionadas para morir. La apoptosis está 
controlada por distintas vías de señalización que convergen en una única vía final 
(Steller H y col, 1995). Así, la apoptosis se puede provocar en distintos puntos de la 
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cascada dependiendo del estímulo y del tipo celular (Martin J, 1993). Las señales que 
inducen apoptosis son muy variadas y en muchos casos las mismas señales pueden 
inducir también diferenciación y proliferación (Hale AJ, 1996). Las vías implicadas en 
el proceso apoptótico son las siguientes: 

1) El sistema Fas (también conocido como APO-1 o CD95) 
2) La vía de las proteína/tirosina quinasas 
3) La vía de las serina/treonina quinasas 
4) La vía de Ras 
5) La vía de la proteína quinasa C (PKC) 
6) La señalización del calcio 
7) La vía de las ceramidas 
8) La acción de los radicales libres 

 
Existen dos familias de genes especialmente importantes en el control de la apoptosis: 
los genes que codifican para la enzima convertidora de la IL-1ß (ICE) conocidas 
también como caspasas y la familia del protooncogen Bcl-2. La forma como todos estos 
mecanismos engranan entre sí para producir finalmente la muerte celular, aún no es 
perfectamente conocida, ya que cada día se descubren nuevos factores involucrados.  
 
La apoptosis en células ß puede ser inducida de varias formas. Una de las vías más 
importantes y en la que más investigaciones se han realizado la constituye la vía de la 
apoptosis mediada por Fas e inducida por TNF-α. En esta vía, intervienen las caspasas, 
las cuales son comunes intermediarias de muchas vías, e incluso llegan a constituir las 
últimas ejecutoras de la muerte de la célula.  Fas induce la apoptosis cuando se une a su 
ligando FasL. Sin embargo, se ha sugerido que FasL tiene la capacidad tanto de inducir 
apoptosis como de prevenirla. Otra vía muy importante la constituyen la activación de 
los miembros de la familia de Bcl-2. Así, los miembros proapotóticos de la familia Bcl-
2: Bid, Bim, Harikari, Noxa, Bax, Bak y otros, se oligomerizan e insertan en la 
membrana mitocondrial liberando el citocromo c (Eskes y col, 2000), el cual se une a la 
proteína Apaf-1 (Cain y col, 2000), la cual desencadena una serie de activaciones de 
proteínas, fundamentalmente de las caspasas –9 y -3 que terminan en la inducción de 
apoptosis. Por otra parte, las proteínas antiapoptóticas Bcl-2 y Bcl-x bloquean la 
apoptosis al impedir la liberación del citocromo c (Newmeyer y col, 2000). 
 

En este sentido, diversos experimentos in vitro e in vivo  han planteado la 
posibilidad de inhibir la apoptosis de las células ß mediante la modulación de las vías 
más importantes. Así, se ha observado que islotes transplantados a ratones que expresan 
FasL soluble sobreviven por mucho más tiempo (Leibowitz y col, 1999). Sin embargo, 
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previamente se habían obtenido resultados contrarios en un estudio en el que los islotes 
de ratón transfectados con FasL sufrieron infiltración neutrofilica y su consecuente 
destrucción (Kang SM y col, 1997). Así, queda demostrado que la variante soluble de 
FasL confiere protección contra apoptosis mientras que, en la forma de molécula unida 
a la membrana, la apoptosis se induce (Suda T y col, 1997). Además, la apoptosis 
inducida por la expresión de FasL en membrana puede ser inhibida mediante la proteína 
Bcl-2. Así, se ha observado que la expresión in vitro de Bcl-2 confiere protección 
antiapoptótica a células ß frente al “cocktail” proapoptótico compuesto por las 
citoquinas IL-1ß, TNF-α e IFN-γ (Kawahara A y col, 1998).  
 
 La producción de NO también parece ser clave en la señalización de apoptosis 
en células ß. Así, la apoptosis producida en células RINm5F mediante IL-1ß, esta 
precedida por la producción de óxido nítrico (NO), y la inhibición de iNOS en estas 
células previene la muerte por apoptosis (Ankarcrona M y col, 1994). Por otra parte, se 
ha descrito que la óxido nítrico sintasa inducible (iNOS) se expresa en células ß y 
macrófagos durante la insulitis en los ratones NOD y las ratas BB (Rothe H y col, 1994; 
Rabinovitch y col, 1996). Además, algunos estudios in vivo  en modelos animales de 
diabetes tipo 1 han mostrado un retraso o prevención de la aparición de la enfermedad, 
al ser tratados con bloqueantes de la óxido nítrico sintasa (NOS). Se sabe que las 
citoquinas median la síntesis de NO que puede causar apoptósis en macrófagos y 
fibroblastos Las células ß pancreáticas han mostrado ser susceptibles a apoptósis. Esta 
es la forma como se reduce la masa de células ß en el post-parto (Scaglia L y col, 1995) 
y en los islotes transplantados.  
 

La apoptosis también es la forma de muerte celular en varios modelos animales 
que desarrollan diabetes, como ratones NOD y en las ratas BB (Yoon y col, 1998). 
También, el método más utilizado de inducción experimetal de diabetes, que consiste en 
la administración de múltiples bajas dosis de estreptozotocina, la cual destruye las 
células ß mediante el mecanismo de apoptosis (O´Brien BA y col, 1996). 
 
 5.3.4. Regeneración de islotes. 
 
 A pesar de los esfuerzos por combatir el desarrollo de la diabetes antes de que la 
destrucción de los islotes haya culminado, en la gran mayoría de los casos, la 
enfermedad es diagnosticada cuando la destrucción autoinmune se encuentra ya muy 
avanzada. Por tanto, la terapia ideal ha de conferir la capacidad de “curar” un páncreas 
dañado, extinto de células ß y que de ser repuestas, estarían constantemente amenazadas 
por el sistema inmunitario. Por ende, la cura tendría que ser el resultado de dos efectos 
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combinados: la generación de nuevas células ß y su protección contra la destrucción 
autoinmune. 
 
 La generación de nuevas células ß en el páncreas de un individuo adulto puede 
parecer imposible. Sin embargo, un concepto biológico básico, muchas veces ignorado 
es que los islotes como todas las células tienen un tiempo de vida finito, con lo cual es 
de esperar que haya un recambio. Durante la vida del individuo esta regulación depende 
en forma directa del correcto balance de la masa de células ß. Los mecanismos a través 
de los cuales se mantiene este delicado equilibrio se traducen en, replicación de células 
ß preexistentes, neogénesis de células ß y muerte celular programada o apoptosis de las 
células que hayan cumplido su ciclo vital. Tales cambios ocurren a lo largo de toda la 
vida del individuo, con el desarrollo, el crecimiento, el envejecimiento, así como 
también durante la gestación, la obesidad y otros cambios que incrementan la demanda 
funcional del islote. A continuación se presentan los hallazgos más significativos en los 
mecanismos de neogénesis y replicación (el mecanismo de apoptosis se ha presentado 
previamente). 
 
 5.3.4.1. Neogénesis de células ß. 
 
 Se denomina nesidioblastosis, al proceso definido morfológicamente como la 
neogénesis de células endocrinas que se originan por diferenciación de las células 
epiteliales de los conductos (Pictet R y col, 1972; Cantenys D, 1981). Durante la vida 
fetal, cerca de un 80% del total de células que se generan lo hacen mediante 
diferenciación de células endoteliales. Después del nacimiento, se ha postulado que la 
replicación es el principal medio de expansión de las células ß diferenciadas 
(Hellerström C, 1988; Sweene I, 1992). 
 
 En la vida adulta las células ß están altamente diferenciadas. A pesar de ello, en 
el adulto el epitelio de conductos pancreáticos puede ser estimulado para inducir 
neogénesis. Un incremento en la tasa de neogénesis se ha conseguido en varios modelos 
experimentales. Estos modelos incluyen: ratas parcialmente prancreatectomizadas 
(Bonner-Weir y col, 1993), ratas pancreatectomizadas tratadas con un inhibidor de la 
sintasa de poli-ADP-ribosa (Terazono K y col, 1988), hamsters en los que se ha 
realizado un ligamiento del páncreas (Rosenberg L y col, 1983), o ratas con conductos 
pancreáticos ligados (Wang RN, 1995). Sin embargo, estos modelos no son adecuados 
para la correcta evaluación de factores específicos involucrados en la regeneración de 
las células ß, ya que muchos de estos factores pueden también estar siendo estimulados 
por el proceso de regeneración del páncreas exocrino. También, se han obtenido 
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animales transgénicos que sobreexpresan IFN-γ en células ß (Gu y col, 1995). Estos 
animales son capaces de recuperar la normoglucemia, así como el peso corporal después 
de ser tratados con Stz. Puede que esta mejoría se deba a la regeneración del páncreas, 
ya que los ratones transgénicos presentaban una tasa de neogénesis más elevada que sus 
análogos control. Sin embargo, los nuevos islotes crecen de forma ectópica en los 
conductos. Resultados similares se han obtenido en animales que sobreexpresan TGF-α 
conjuntamente con gastrina en células ß (Wang TC y col, 1993).  
 
 Además de los modelos experimentales previamente mencionados, en los que se 
ha inducido neogénesis, esta también se puede dar de forma espontánea en el adulto. En 
la rata, a los 20 días de gestación, la masa total de células ß aumenta por encima de un 
50% respecto a hembras no gestantes (Scaglia y col, 1993). Tres días después del parto, 
comienza la involución del número de células ß mediante apoptosis. Por otra parte, se 
ha observado neogénesis en pacientes con pancreatitis crónica (Klöppel G y col, 1978). 
También, se ha descrito neogénesis de células ß a partir de células de conductos en 
pacientes diabéticos de reciente aparición (Gepts W y De Mey J, 1978). Incluso en 
pacientes diabéticos tipo 1 a largo plazo se ha observado, numerosos islotes con células 
que son inmunoreactivas para PP. Este hallazgo es muy interesante, ya que el PP es 
estructuralmente muy cercano a NPY, y este último ha sido propuesto como marcador 
de células precursoras de islotes (Gepts W y De Mey J, 1978; Löhr M, 1987). Así, la 
neogénesis de islotes es quizás un intento del organismo para compensar la pérdida de 
células ß que está sufriendo, pero por alguna razón desconocida este proceso fracasa y 
se detiene.  
 
 5.3.4.2. Replicación de células ß. 
 
 Respecto al mecanismo de replicación, algunos autores piensan que es el 
principal medio de expansión después del nacimiento, pero con una capacidad que 
disminuye con la edad (Hellerström C, 1988; Sweene I, 1992). Como los islotes adultos 
muestran muy pocas células mitóticas y muy bajos índices de incorporación de análogos 
de timidina (BrdU), comúnmente se han considerado que no son capaces de crecer. Sin 
embargo, en algunos modelos in vitro e in vivo con islotes de ratones neonatos y adultos 
se ha demostrado lo contrario, encontrándose que unos y otros responden de manera 
similar a la mayoría de los estímulos. Diversos estímulos han sido identificados: 
glucosa, miembros de la familia de la hormona de crecimiento (GH), y varios factores 
de crecimiento. 
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  La capacidad inductora de replicación de la glucosa se identificó como estímulo 
in vivo, en 1938 cuando Woerner demostró que se producía un aumento de la masa de 
islotes en cobayas después de una infusión continua de glucosa. Usando un modelo 
similar en ratas adultas, se encontró que una infusión continua de glucosa durante 96 h 
resultaba en un incremento de alrededor del 50 % de células ß y que tanto la hipertrofia 
de células individuales como la hiperplasia estaban involucradas. (Bonner-Weir y col, 
1989). En cultivo, también se observó una respuesta de replicación dosis-dependiente a 
la glucosa, no obstante los índices obtenidos fueron mucho menores que en los 
experimentos in vivo. Por ejemplo, en islotes de adultos en cultivo solo un 0.85% de 
células por hora se replicaban en un medio que contenía glucosa 33.3 mM contrastando 
con los islotes de neonatos (1 semana), que se replicaban con un índice de 1.8% 
(Hellerstrom y col 1988, Swenne 1992). Utilizando marcaje específico, para distinguir 
las células ß de otras células en monocapas de células de islotes adultos, se ha observado 
que la respuesta máxima de replicación de células ß /4h es del 1% a 16.7 mM de 
glucosa, lo cual es diez veces mayor que el índice observado en condiciones basales (a 
5mM) de glucosa (Schuppin y col, 1992). En islotes fetales la estimulación de la glucosa 
sobre el crecimiento de estos es un evento tardío y se hace evidente a partir del día 22 
(Swenne, 1992). Esta maduración lenta de la capacidad replicativa como la respuesta 
frente a glucosa es paralela a la biosíntesis de insulina inducida por glucosa; la cual se 
produce poco después del nacimiento. Dado que la glucosa es un fuerte estímulo tanto in 
vitro  como in vivo, tal vez el metabolismo de la glucosa en células ß juegue un papel 
clave en la regulación de la división de células ß.  
 
 Miembros de la familia de la GH y otros factores estimuladores del crecimiento 
están también involucrados en los procesos de división celular. Los primeros estudios in 
vivo  se han centrado en el periodo de gestación, ya que el incremento en la demanda 
metabólica durante este estado se compensa con cambios a nivel de respuesta secretora 
de insulina y también con un aumento de la masa de células ß. En la rata, a los 20 días 
de gestación, la masa total de células ß ha aumentado por encima de un 50% respecto a 
hembras no gestantes (Marynissen y col, 1983). Se han observado tanto el incremento 
en replicación como el aumento del volumen de los islotes (Bonner-Weir y col, 1995). 
Los incrementos en la replicación de células ß, así como el aumento en la secreción de 
insulina están directamente relacionados con la aparición de la secreción de lactógeno 
placentario (PL), (Parsons y col 1983). Otro modelo in vivo  lo constituye la rata BB 
(mammosomatotropic-tumor-bearing rat ), en la cual la hipersecreción de GH y 
prolactina (PRL) resulta en una marcada hiperplasia de células ß (Parsons y col, 1983). 
Debido a que GH, PRL y la PL son antagonistas a la acción de la insulina y causan 
resistencia a la insulina, su efecto sobre las células ß se ha considerado indirecto. Sin 
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embargo, se ha conseguido la estimulación de la síntesis del DNA en islotes en cultivo 
como efecto directo de la adición de estas hormonas (Brelje y col 1993). La hGH (GH 
recombinante humana) tiene un marcado efecto estimulador en la replicación de islotes 
de ratas en cultivo, incrementando su tasa basal por islote unas cinco veces en un 
período de 4 meses. Los receptores para GH y PRL están presentes en páncreas, islotes 
y células ß. La efectividad de la estimulación tanto en la replicación de la célula ß como 
en la secreción de insulina está en el orden PL>PRL>>GH. Cuando se incubaron islotes 
de rata adulta con hPL, rPL, hPRL, rPRL, hGH y rGH, se observó que la replicación de 
las células ß aumentaba una media de 15 veces en todos los casos excepto en presencia 
de rGH. Este péptido tiene muy poco efecto mitogénico (Schuppin y Bonner-Weir 
1993). Por tanto, la GH de primates que tiene efecto tanto somatogénico como 
lactogénico. El papel de la GH parece ser muy complicado ya que en muchos tejidos 
está mediado por IGF-I, el cual aparentemente se sintetiza en islotes en cultivo de 
adultos y neonatos. Sin embargo no está del todo claro si esta producción la realizan la 
células endocrinas o células contaminantes del tejido exocrino y células endoteliales. Se 
han realizado muchos estudios inmunohistoquímicos que han localizado IGF-I en los 
islotes, sin embargo ninguno de ellos descarta la posibilidad de que el anticuerpo 
utilizado haya podido tener actividad cruzada con la molécula de proinsulina, con la 
cual IGF-I comparte regiones de alta homología. Mediante hibridación in situ, sólo se ha 
conseguido detectar mRNA de IGF-I en las células endoteliales (Smith y col, 1991). Los 
efectos del IGF-I y su papel como mediador de GH no son claros. En diversos estudios 
se ha encontrado la GH no conduce a un aumento en la síntesis de IGF-I en islotes 
(Nielsen y col, 1992; Billestrup y Nielsen 1991). En cambio, otros autores han revelado 
que sí (Swenne y col 1987). Si fuese el caso que la GH ejerciera sus acciones principales 
a través del receptor de PRL/PL, no cabría esperar una dependencia de IGF-I.  
 
 También se han encontrado diversos factores de crecimiento que inducen la 
replicación de las células ß. Así, se ha observado que IGF-I induce la proliferación in 
vitro  de las células ß en cultivo y que esta inducción es dependiente de glucosa (Hügl 
SR y col, 1998). Otros factores que también afectan la replicación de la célula ß son 
PDGF (factor de crecimiento derivado de las plaquetas), que se ha visto que dobla la 
incorporación de timidina en islotes fetales siendo además este efecto aditivo a la 
estimulación producida por IGF-I;  HGF (hepatocyte growth factor ) cuya expresión en 
ratones trasngénicos RIP/HGF, conllevan a un incremento en la tasa de replicación 
dando como resultado un aumento de 2-3 veces de la masa de célula ß respecto al valor 
normal (Garcia-Ocaña A, 2000), y IGF-II que sobreexpresado en células ß de ratones 
transgénicos da lugar a un marcado incremento en la masa de células ß (Devedjian JC y 
col, 2000). 
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6. EL FACTOR DE CRECIMIENTO SEMEJANTE A LA INSULINA I. 
 
6.1. Estructura y síntesis. 
 
 Los factores de crecimiento semejantes a la insulina (IGFs) pertenecen a una 
familia de péptidos que comprende la insulina, el IGF-I y el IGF-II. Estas tres hormonas 
peptídicas tienen en común el 50% de aminoácidos. La estructura de la insulina 
demostrada por Frederick Sanger en 1953 es bien conocida. Está formada por dos 
cadenas, una α de 21 y otra ß de 30 aminoácidos  unidas covalentemente mediante dos 
enlaces disulfuro. En la síntesis se parte de una única cadena, pero pierde un péptido C 
de 30 aminoácidos y quedan dos cadenas separadas. La estructura de los IGFs es muy 
similar, aunque conservan la cadena única con el péptido C de unión y además 
presentan en el extremo carboxiterminal un dominio D que no tiene la insulina 
(Daughaday y  col, 1989).  
 
 El IGF-I está compuesto por 70 aminoácidos y se le predice un peso molecular 
de 7,6 KDa, mientras el IGF-II posee 63 residuos y un peso molecular de 7,4 KDa (Van 
den Brande y col., 1990). La alta homología que comparten, sobre todo en los 
aminoácidos más conservados, permite suponer una estructura terciaria muy próxima a 
la insulina manteniendo el núcleo hidrofóbico de ésta, así como los puentes disulfuro 
(Blundell y col., 1978, 1983; Honegger, 1985). 
 
 La insulina tiene una vida media de minutos y circula en concentraciones del 
orden de picomolar. Por otra parte IGF-I circula a concentraciones mucho mayores del 
orden de nanomolar, unido a alguna de las seis proteínas de unión (IGFBPs) que 
modulan su actividad (Jones y col, 1995). El principal órgano de producción de IGFs 
como de sus proteínas de unión es el hígado, aunque  también son sintetizados en la 
mayoría de los tejidos en donde actúan de forma autocrina o paracrina. 
 
6.2. Papel fisiológico y mecanismo de acción. 
 
 La insulina actúa principalmente en el hígado, músculo y tejido adiposo (Kahn 
CR, 1985), mientras que los IGFs ejercen sus acciones en prácticamente en todo el 
organismo (Kahn CR, 1985; Daughaday y  col, 1989). Ambos IGFs son esenciales en el 
desarrollo embrionario (Baker J y col., 1993) y se mantienen en circulación en 
concentración nanomolar durante la vida adulta. Después del nacimiento, IGF-I juega el 
papel predominante mientras que se desconoce el significado fisiológico de IGF-II.  
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 Partiendo de la idea de que los IGFs tienen acciones semejantes a la insulina, los 
primeros estudios de unión competitiva demostraron que aunque el IGF-I y el IGF-II se 
unen débilmente al receptor de esta hormona, éstos poseen sus propios receptores de 
alta afinidad (Hintz y col., 1972; Marshal y col., 1974 y Zapf y col., 1978). La 
estructura de cuatro subunidades unidas por puentes disulfuro del receptor de la insulina 
se dedujo gracias al método de unión cruzada por afinidad. Por este mismo método se 
pudo conocer la estructura similar del receptor del IGF-I, también denominado de tipo 1 
(Massagué y Czech, 1982). Este receptor tiene la mayor afinidad por el IGF-I y una 
afinidad unas 10 veces menor por el IGF-II. La insulina es con diferencia la que se une 
en menor grado, con una afinidad 100 veces menor a la del IGF-I. Los receptores tipo 2, 
por lo contrario, no están estructuralmente relacionados con el receptor de la insulina, se 
unen con alta afinidad al IGF-II, 10 veces menos al IGF-I y no se detecta unión a la 
insulina. Los estudios realizados hasta el momento indican que este receptor de tipo 2 
no está involucrado en la mediación de las acciones propiamente conocidas de los IGFs 
de tipo metabólico y de control de la proliferación y diferenciación, que se atribuyen al 
receptor de tipo 1 (Esquema V). 
 
 Los pasos intermedios del proceso de traducción de señal que se conocen hasta 
el momento del IGF-I son compartidos por la insulina actuando a través de su receptor. 
Estos implican el IRS-I (insulin receptor substrate-I) y la fosfatidilinositol 3-quinasa 

(Ruderman y col., 1990), p21ras (Jhun y col., 1994), así como la Map2 quinasa y la S6 
quinasa ribosomal que se activan en células tratadas con uno u otro efector (Hoshi y 
col., 1988; Sturgill y col., 1988).      
 
 A pesar de estas similitudes, la insulina y el IGF-I tienen, a través de sus propios 
receptores, diferentes papeles fisiológicos. La primera está más involucrada en la 
regulación del metabolismo y el segundo en el crecimiento y desarrollo. Esto puede ser 
debido más a la distribución celular que a diferencias fundamentales de su modo de 
acción. Así, aunque muchos tejidos expresan ambos receptores, se observa que los 
tejidos metabólicos como hígado y adiposo, conocidas dianas de insulina, tienen 
muchos receptores de insulina y muy pocos o ninguno de IGF-I. Mientras, por el 
contrario, los fibroblastos y las células ß del páncreas contienen fundamentalmente 
receptores de IGF-I (Flier y col., 1986; Van Schravendijk y col., 1990).  
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Esquema V. Acciones metabólicas, de proliferación y diferenciación que se atribuyen a los 
receptores para la insulina y los factores de crecimiento semejantes a la insulina I y II. 

 
 Algunos investigadores han sugerido que el IGF-I está involucrado en el 
crecimiento del páncreas tanto exocrino como endocrino, ya que IGF-I estimula la 
diferenciación y proliferación de las células ß (LeRoith D, 1997). Se ha sugerido que la 
capacidad proliferativa de IGF-I está mediada por IRS-2 (Zhang Q y col, 1998; Hugl SR 
y col,.1998). Por otra parte, tras pancreatectomía parcial en ratas adultas, se ha 
observado neogénesis de islotes y replicación de islotes residuales. Estos cambios 
coinciden con un marcado incremento en la expresión del gen de IGF-I (Smith FE y col, 
1991; Hayakawa H y col, 1996). Por tanto, estos resultados sugieren que IGF-I induce 
la diferenciación de células epiteliales de conductos pancreáticos a células ß (Bonner-
Weir y col, 1993). Asimismo, otro estudio realizado en perros sometidos a 
pancreatectomía parcial ha revelado un aumento en los niveles de mRNA de IGF-I así 
como en la síntesis del péptido en las zonas de regeneración. Estos resultados se 
corresponden con un fuerte aumento de la síntesis de DNA en el páncreas remanente 
(Hayawaka H y col, 1996). 
  
 Además de sus acciones diferenciadoras y proliferativas, IGF-I es también un 
potente factor antiapoptótico y su acción ha sido comprobada en distintos estudios tanto 
in vitro como in vivo. Así, se ha demostrado que IGF-I protege los islotes contra la 



Introducción 

 33

inhibición de la secreción de insulina mediada por IL-1ß, la estimulación de la 
formación de NO y la apoptosis (Mabley JG, 1997). En la inhibición de la apoptosis, 
IGF-I actúa a nivel de diversas vías de activación. Por un lado, se ha observado que el 
papel antiinflamatorio y antiapoptótico de IGF-I en células ß pancreáticas es 
dependiente de la activación de PI3K (fosfatidil inositol 3 quinasa), que a su vez activa 
la proteína quinasa B/Akt, la cual previene la apoptosis (Kauffman-Zeh A, 1997). Se ha 
observado que el efecto anti-apoptótico de IGF-I en otros tipos celulares además de 
estar mediado por la activación de PI3K, también lo está a través MAP quinasa 
(Párrizas M y col, 1997). Por otro lado, se ha observado que IGF-I también protege los 
islotes de rata frente a la apoptosis inducida por citoquinas y mediada por Fas (Harrison 
M y col, 1998). Además, se ha comprobado el efecto antiapoptótico de IGF-I en la línea 
de células ß de rata Ins-1, frente al efecto de lipoprotein lipasa (LPS) e INF- γ, los 
cuales estimulan la expresión del gen de la sintasa de NO tipo 2 (NOS-2) (Castrillo A, 
2000). En este trabajo se demostró, que el importante papel antiapoptótico de IGF-I en 
las células ß pancreáticas previene tanto la apoptosis mediada por NOS como la 
independiente de NO y que IGF-I actúa en ambas vías en un punto común: activando la 
PI3K. Asimismo, estudios in vivo han revelado que la administración de rhIGF-I en 
ratones NOD previene parcialmente la insulitis y el desarrollo de diabetes (Bergerot I y 
col, 1995).  
 
 Por sus efectos a nivel de los tres mecanismos que regulan la masa de células ß, 
neogénesis, proliferación y apoptosis, IGF-I podía representar un gen candidato a tener 
en cuenta para el estudio de la regeneración pancreática en la diabetes mellitus tipo 1. 
Para estudiarlo, en este trabajo se ha utilizado una línea de animales transgénicos que 
expresan IGF-I en las células ß del páncreas, obtenida previamente en nuestro 
laboratorio. 
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El objetivo general de este proyecto fue estudiar de una nueva aproximación de 

terapia génica para la diabetes tipo 1 centrada en la regeneración del páncreas 

endocrino, utilizando para ello animales transgénicos que sobrexpresan IGF-I 

específicamente en células ß. 

 

Dado que se había observado que:  

-el IGF-I incrementaba la proliferación de células ß in vitro. 

-el IGF-I protegía a los islotes frente a la inhibición mediada por citoquinas de la 

muerte celular por apoptosis. 

-la expresión de IGF-I aumentaba en las áreas de regeneración tras 

pancreatectomía parcial. 

-el receptor de IGF-I se acoplaba al IRS-2 en el islote pancreático para mediar el 

desarrollo, la proliferación y la supervivencia de las células ß. 

Este factor de crecimiento muy probablemente podría inducir la replicación y formación 

de nuevas  células ß in vivo, y, al mismo tiempo, evitar la destrucción autoinmune de los 

nuevos islotes recien formados. 

 

Por tanto, este objetivo general lo dividimos en los siguientes objetivos parciales: 

 

1) Estudiar el papel del IGF-I en la regeneración de la masa de células ß y en la 

normalización de los parámetros metabólicos, tras inducción de diabetes experimental, 

utilizando animales transgénicos de background genético C57Bl6/SJL.  

 

2) Estudiar el papel del IGF-I en la regeneración de la masa de células ß y en la 

normalización de los parámetros metabólicos, tras inducción de diabetes experimental, 

utilizando animales transgénicos de background genético CD-1, altamente susceptibles 

a desarrollar insulitis.  
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1. RATONES TRANSGÉNICOS QUE EXPRESAN IGF-I EN CÉLULASß 

 

 En este trabajo se utilizó una línea de ratones transgénicos de la cepa 

C57B16/SJL, que expresaba IGF-I de forma específica en células ß del páncreas bajo el 

control del promotor de insulina de rata I (RIP-I) (Tesis Doctoral, C. Costa, 1995). 

Análisis inmunohistoquímicos del páncreas de los ratones control y transgénicos 

demostraron que únicamente los islotes de los transgénicos producían IGF-I (Fig. 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Análisis inmunohistoquímico de la presencia de IGF-I en los islotes 
pancreáticos. Se determinó de la presencia de IGF-I en islotes de ratones controles y 
transgénicos con anticuerpo anti-IGF-I en cortes histológicos de páncreas (x 100). 
 

 Estos ratones transgénicos de 6-8 semanas de edad, eran normoglucémicos y 

normoinsulinémicos (Tabla I). También, presentaban niveles de IGF-I circulante 

similares a los de los animales control y valores normales de ácidos grasos libres 

(NEFAS) y triglicéridos (Tabla 1).  

 
  

Controles 
 

 
Transgénicos 

 
Glucosa (mg/dl) 

 
141 ± 6 

 
140 ± 4 

   
IGF-I (ng/ml) 231±15 228±12 
 
Insulina (µU/ml) 

 
30 ± 3 

 
30 ± 2 

 
Triglicéridos (mg/dl) 129±8 132±10 
   
NEFAS (mmol/l) 0,9±0,05 1,0±0,05 
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Tabla I. Parámetros séricos de los ratones transgénicos que espresan IGF-I. Los niveles 
circulantes de glucosa, IGF-I, insulina, triglicéridos se determinaron en ratones control y 
transgénicos de 6 semanas de edad como se indica en Materiales y Métodos. Los resultados se 
expresan como la media ± SEM de 31 ratones controles y 32 transgénicos. 
 El IGF-I circulante es producido en el hígado (Le Roith D, 1997). Así, pudimos 

observar que los ratones transgénicos no presentaban diferencias en la expresión 

hepática de este factor de crecimiento al analizarlo mediante Northern Blot (Fig. 2). 

Dado que las células ß contienen receptores de IGF-I (Van Schravendijk CF y col, 

1987) estos resultados indicaban que el IGF-I producido en las células ß pancreáticas 

actuaba muy probablemente de manera autocrina o paracrina en el islote. 

IGF-I

ControlesTransgˇnicos

§-actina
 

Figura 2. Expresión del gen endógeno del IGF-I en hígado. Se determinó mediante análisis 
por Northern Blot la expresión del gen de IGF-I en RNA total de hígado. Se presenta un 
Northern blot representativo hibridado con sonda específica para IGF-I y corregido con ß-
actina. 
 
 
 Asímismo, al realizar un test de tolerancia a la glucosa no se observaron 
diferencias significativas entre ratones control y transgénicos (Fig. 3). Todos estos 
resultados indicaban que los ratones transgénicos no presentaban alteraciones en la 
homeostasia de la glucosa como consecuencia de la expresión de IGF-I en las células ß. 
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Figura 3. Test de tolerancia a la glucosa de los ratones transgénicos. Ratones transgénicos 
(n=12) y controles (n=10) alimentados, de 6 semanas de edad, fueron anestesiados con Avertín 
y sometidos a un test de tolerancia a la glucosa. Se determinó la glucemia mediante el 
analizador Glucometer EliteTM en los tiempos indicados. Los resultados se expresan como la 
media ± SEM. 
2. EVALUACIÓN DE LOS ANIMALES TRANSGÉNICOS TRAS INDUCCIÓN 
DE DIABETES EXPERIMENTAL. 
  

 Como ya se ha indicado en la introducción, se ha descrito que el IGF-I es capaz 

de incrementar la proliferación de células ß pancreáticas in vitro (Hügl, S y col, 1998), 

así como puede proteger a los islotes en cultivo de la destrucción mediada por 

citoquinas (Mabley J y col, 1997; Harrison M y col, 1998; Castrillo A y col, 2000). Por 

otra parte, los ratones transgénicos que sobrexpresan IGF-I en células ß no presentan 

alteraciones metabólicas, ni histológicas. Además, tampoco presentan diferencias en los 

niveles de IGF-I circulantes repecto a ratones control. Por tanto, el IGF-I producido por 

las células ß actuaba de forma paracrina/autocrina en el páncreas. Así pues, estos 

animales podrían representar un modelo muy adecuado para estudiar la posibilidad de 

regenerar los islotes pancreáticos tras la inducción experimental de diabetes. 

 

 Para la inducción de diabetes, se utilizó estreptozotocina (Stz), un antibiótico 

que deriva del Streptomices achromogenes. La estreptozotocina es una molécula 

constituída por una N-metil-N-nitrosurea unida al C-2 de la D-glucosa. El mecanismo 

de toxicidad sobre la célula ß se da a través del reconocimiento de transportadores de 

glucosa Glut-2. La parte glucosada de la molécula es la que dirige la entrada a las 

células que tienen este sistema de transporte.  

 

 Ratones transgénicos y controles de 6 semanas de edad fueron inyectados 

intraperitonealmente con 5 dosis bajas de estreptozotocina (50 mg/Kg) durante 5 días 

consecutivos. Este tratamiento se conoce como MLD Stz (multiple low doses of 

Streptozotocin) e induce infiltración linfocitaria de los islotes (insulitis) que lleva al 

desarrollo de diabetes mellitus tipo 1 (Rossini A y col, 1977). Sin embargo, la 

intensidad de la insulitis depende de la cepa de ratón. Además, este tratamiento con Stz 
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induce la expresión de citoquinas en los islotes (Huang X y col, 1994) y la muerte de 

células ß por apoptosis (O’ Brien B y col, 1996). También, el tratamiento con STZ 

induce la formación de radicales libres y óxido nítrico (NO) en el islote (Turk J y col, 

1993), los cuales están directamente involucrados en la destrucción de la célula ß. 

 

 El estudio que se presenta a continuación, se centró en determinar si los 

animales transgénicos eran capaces de recuperarse de la inducción experimental de 

diabetes. Para ello, se realizó un seguimiento de las glucemias e insulinemias de estos 

animales a largo plazo, así como un seguimiento de la supervivencia y los pesos 

corporales. 

 

  

 

2.1. Análisis de las glucemias de los animales tratados con Stz. 

 

 Se determinaron las glucemias en animales controles y transgénicos siempre a la 

misma hora y en estado de alimentación a partir de muestras de sangre obtenidas de la 

cola del animal (Fig. 4).  

 

 La primera determinación de glucemia se realizó el día 1 cuando los animales 

aún no habían recibido la primera dosis de Stz. Como se había descrito anteriormente 

(Tabla I), no se observaron diferencias en los valores de glucosa sanguínea entre 

animales controles y transgénicos (Fig. 4). Seguidamente, se comenzó a administrar las 

dosis de Stz; el día 1, la primera; el día 2 la segunda y así sucesivamente hasta 

completarse 5 dosis consecutivas. 

 

 Dos semanas después de iniciado el tratamiento con Stz, los ratones controles 

mostraron un marcado aumento en la glucemia, cerca de 500 mg/dl; mientras que los 

transgénicos únicamente habían incrementado sus valores de glucemia cerca de 240 

mg/dl. Un mes después del tratamiento, los ratones control mostraron concentraciones 

de glucosa sanguínea superiores a 600 mg/dl (el nivel máximo de medición). A pesar de 

que los ratones transgénicos se hicieron hiperglucémicos después del tratamiento con 

Stz, los niveles de glucosa sanguínea no superaron los 300 mg/dl y permanecieron con 
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glucemias elevadas aproximadamente 2 meses, pero recuperaron progresivamente los 

valores normales (Fig. 4). El seguimiento de las glucemias de los animales control se 

llevó a cabo sólo durante 4 meses, ya que ninguno de ellos sobrevivió a este período 

(Fig. 5). En cambio, en el caso de los animales transgénicos las glucemias se analizaron 

durante 8 meses (Fig. 4). 

 

 

 2.2. Tasa de supervivencia en animales tratados con Stz. 

 

 El signo más evidente de que los transgénicos reaccionaban favorablemente a la 

agresión del tratamiento con Stz en relación a los controles se observó al analizar la tasa 

de supervivencia. Así el 100% de los ratones transgénicos sobrevivieron al tratamiento 

con Stz. En cambio, los animales controles no superaron los 4 meses de vida tras el 

tratamiento con Stz (Fig. 5). 
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Figura 4. Evolución de la glucemia en los ratones transgénicos y controles sometidos al 
tratamiento con Stz. En los días indicados se determinó la glucemia a partir de sangre de la 
vena caudal mediante el analizador Glucometer EliteTM. Los resultados se expresan como la 
media ± SEM de 19 animales control y 21 transgénicos. 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Estudio a largo plazo de la tasa de supervivencia después del tratamiento con 
Stz. Resultados obtenidos a partir de 21 animales transgénicos y 19 animales controles. 
 

 2.3. Análisis de las concentraciones séricas de IGF-I e insulina.  

 

 Con la finalidad de determinar los cambios en los niveles de IGF-I e insulina 

circulantes, se analizaron muestras de suero de animales transgénicos y controles el día 

antes del tratamiento con Stz (tiempo 0) y a los 30 y 90 días después del tratamiento. El 

análisis se hizo mediante la técnica de radioinmuno ensayo (RIA) y se analizaron entre 

12 y 15 animales por cada tiempo indicado. 
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 Se observó que antes del inicio de la administración de las dosis de Stz, los 

niveles circulantes de IGF-I eran similares entre ratones control y transgénicos. Sin 

embargo, al cabo de 30 días tras el tratamiento con Stz, los ratones controles 

experimentaron una disminución de estos valores de alrededor del 50%. En cambio, los 

ratones transgénicos presentaban valores normales de IGF-I circulante (Fig. 6A). La 

disminución en los niveles séricos de IGF-I que presentaban los animales control se 

considera un signo característico de la diabetes mellitus, en la cual se observan 

alteraciones en el eje hormona de crecimiento/IGF-I. Así, se ha observado que la 

mayoría de pacientes diabéticos tipo 1 presentan resistencia a la hormona de 

crecimiento a nivel hepático, con el consiguiente aumento de los niveles séricos de la 

hormona y una disminución en la concentración de IGF-I circulante (Le Roith D, 

1997). 

 

 Paralelamente, se determinaron los valores séricos de insulina. Antes de 

iniciarse el tratamiento con Stz, no se observaron diferencias significativas en la 

insulinemia entre ratones control y transgénicos. Sin embargo, al cabo de 1 mes los 

animales control experimentaron un fuerte descenso (66%) en los niveles séricos de 

insulina. Los ratones transgénicos también sufrieron un descenso del 30% en los niveles 

circulantes de la hormona. Sin embargo, tres meses después del tratamiento, los ratones 

control mantenían niveles muy bajos de insulina sérica mientras que los ratones 

transgénicos habían recuperado la normoinsulinemia (Fig. 6B). 

 

 

2.4. Cambios en el peso corporal de los ratones transgénicos sometidos al 

tratamiento con Stz. 

 

 También se analizaron los cambios en el peso corporal en los animales 

sometidos al tratamiento con Stz (Fig. 7). Los ratones transgénicos hiperglucémicos no 

ganaron peso en relación a los controles sanos (Fig. 7). Sin embargo, después de la 

normalización de  la  glucemia, el peso  corporal  aumentó y tres meses más tarde  era  

equiparable al  de  
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ratones control de la misma edad no tratados con Stz (Fig. 7). Por contra, los ratones 

controles tratados con Stz mostraron una drástica pérdida de peso (Fig. 7). 
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Figura 6. Determinación de los niveles séricos de IGF-I  e insulina. Los niveles séricos de 
IGF-I (A) y de insulina (B) en animales transgénicos (barras negras) y controles (barras 
blancas) se determinaron a distintos tiempos tras el tratamiento con Stz. Los resultados se 
expresan como la media ± SEM de 15 ratones control y 15 transgénicos para cada tiempo 
indicado. 
 

 

Se ha de considerar que en el caso de los controles el número de animales disminuyó 

progresivamente con el tiempo y que sólo se presentan los datos de los animales que 

sobrevivieron. Por tanto, aunque aparentemente el peso de los animales control parezca 

mantenerse constante, en realidad estos animales iban experimentando una gran pérdida 

de peso (reducción del 25%) y a continuación perecían. En cambio, los animales 

transgénicos con la recuperación de la normoglucemia incrementaron el peso corporal, 

lo cual indicaba que eran capaces de contrarrestar las alteraciones diabéticas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Seguimiento del peso corporal de los ratones transgénicos y controles sometidos 
al tratamiento con Stz. Se pesaron en los tiempos indicados ratones control sanos (triángulos) 
(n=10), ratones controles tratados con Stz (cuadrados) (n=10 y ratones transgénicos tratados 
con Stz (círculos) (n=15). Todos los valores se expresan como la media ±SEM. *p<0.05 (versus 
ratones controles tratados con Stz). 
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2.5. Análisis inmunohistoquímico del páncreas de los animales tratados con Stz. 

 

  Después de realizar un análisis inmunohistoquímico con los anticuerpos anti-

IGF-I, anti-insulina y anti-glucagón en páncreas de animales controles y transgénicos 

tratados con Stz, se observaron marcadas diferencias. Antes del tratamiento con Stz, se 

pudo observar islotes esféricos con inmunoreactividad similar para la insulina y el 

glucagón en los islotes de los animales transgénicos y controles (Fig. 8B,C,E,F). 

También se pudo apreciar que el IGF-I era detectable únicamente en los islotes 

transgénicos pero no en los de los controles (Fig. 8A,D). Tres meses después del 

tratamiento con Stz, los animales controles presentaban muy pocos islotes, los cuales 

mostraban cierto grado de insulitis y una gran pérdida de células productoras de 

insulina dando como resultado una fuerte reducción en el número de células ß (Fig. 

8H). En cambio, los ratones transgénicos presentaban islotes con morfología normal 

(Fig. 8K). Además, en estos animales se obsevaba con frecuencia células ß aisladas o 

en grupos muy reducidos dispersos en el parénquima pancreático. Por otra parte, en las 

preparaciones de los animales transgénicos se observaban también células ß, asociadas 

a los conductos, lo que indicaba que estos animales tedrían probablemente una tasa de 

neogénesis más alta que sus análogos controles (Fig.9). Ello estaría de acuerdo con el 

hecho que los conductos pancreáticos de animales adultos conservan células 

pluripotenciales con capacidad de diferenciarse en células endocrinas del páncreas y 

generar así un nuevo islote (Bonner-Weir S, 1995). 
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Figura 8. Análisis inmunohistoquímico en ratones controles y transgénicos antes y después 
del tratamiento con Stz. Anticuerpos: anti-IGF-I (A,D,G,J), anti-insulina (B,D,H,K) y anti-
glucagón (C,F,I,L). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
Figura 9. Presencia de células ß asociadas a conductos. Se utilizó el anticuerpo anti-insulina 
y se observó numerosas células positivas pertenecientes a los conductos. Se presenta un 
conducto representativo (x1000). 
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2.6. Análisis morfométrico del páncreas de los animales tratados con Stz. 

 

 Dado que tras el tratamiento con Stz los ratones transgénicos habían recuperado 

los niveles de glucosa sanguínea, y que además, esto ocurría paralelamente a la 

normalización de la insulinemia, se procedió a determinar si ello era el resultado de la 

recuperación de la masa de células ß en el páncreas de estos animales. 

 

 Con el fin de determinar la masa de célula ß, se realizó un análisis morfométrico 

del páncreas en dos grupos de animales. El primer grupo estaba formado por animales 

sanos; es decir, ratones transgénicos y controles no tratados con Stz. El segundo grupo, 

estaba formado por animales controles y transgénicos, 90 días después de ser sometidos 

a la inducción de diabetes experimental con Stz. 

 

 En primer lugar se obtuvo la masa de células ß totales. Para ello, las células ß se 

marcaron con un anticuerpo anti-insulina. Se utilizaron 18 cortes seriados de páncreas 

de animales controles y transgénicos antes y después de ser sometidos al tratamiento 

con Stz. Posteriormente, se determinó el área de los cortes histológicos de páncreas, 

analizados con ayuda de un sistema de imágenes acoplado a un miscroscópio óptico. De 

la misma forma, también se determinó el área correspondiente a las células ß. La 

conversión de área de células ß totales/área de páncreas total a masa de células ß, se 

realizó multiplicando el peso del páncreas por el % de área de células ß. 

 Al realizar este estudio, no se observaron diferencias significativas entre 

animales controles y transgénicos sanos (Fig. 10A). En cambio, a los tres meses tras el 

tratamiento con Stz, se apreciaron notables diferencias entre animales controles y 

transgénicos. La masa de células ß de los controles tratados con Stz se había reducido 

en un 80 % respecto al valor inicial. En cambio, los ratones transgénicos sólo habían 

perdido un 35 % de masa de célula ß total inicial (Fig. 10A). Se ha descrito que para 

que aparezca hiperglucemia diabética, un animal debe perder alrededor del 70% de las 

células ß . Por tanto, aunque los ratones transgénicos tratados con Stz presentaban una 

masa de células ß muy superior al 20 % (65% del valor inicial), cabía suponer que en el 

momento en que estos animales eran hiperglucémicos (un mes tras el tratamiento con 

Stz), su masa de células ß se encontraba aún más disminuída. Por otra parte, la 

normalización de la glucemia en estos animales, indicaba que el 65% de la masa de 
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células ß inicial era suficiente para producir la insulina necesaria para lograr la 

homeostasia de la glucosa. 

 

 En segundo lugar, se analizó la masa de células ß neogénicas. En este estudio se 

determinó de la misma manera que en el caso de la masa de células ß total. No obstante, 

únicamente se consideró la masa de las células positivas para insulina asociadas a 

conductos pancreáticos (ver Materiales y Métodos). 

 

 Así, a la edad de 6 semanas, antes del inicio del tratamiento con Stz, la masa de 

células ß asociadas a conductos (neogénicas) era similar en animales controles y 

transgénicos (Fig. 10B). Al cabo de 90 días tras el tratamiento con Stz, los ratones 

control mantuvieron baja la masa de células ß neogénicas. Sin embargo, 90 días tras el 

tratamiento, los ratones transgénicos experimentaron un marcado incremento de 

alrededor 7 veces respecto al que presentaban antes del inicio del tratamiento (Fig. 

10B). Ello indicaba que estos animales tenían una tasa de neogénesis más alta que sus 

análogos controles. Por tanto, la expresión de IGF-I en células ß ponía en marcha un 

mecanismo de diferenciación de células endoteliales de los conductos hacia células ß 

endocrinas. 

 

 Los resultados obtenidos en este estudio indicaban que los animales 

transgénicos compensaban de alguna manera la destrucción de las células ß provocada 

por la Stz, ya que la masa de células ß total en estos animales estaba más elevada que 

en los animales control. Por otra parte, nuestros resultados sugerían que esta 

compensación podía deberse a un incremento en la neogénesis, ya que se observaba un 

incremento muy acentuado en la masa de células ß neogénicas. 

 

 Así pues, los resultados de esta primera parte del estudio mostraron que los 

ratones transgénicos sometidos a la inducción de diabetes experimental, eran capaces de  

recuperar la normoglucemia y la normoinsulinemia. Sin embargo cabe destacar, que los 

animales transgénicos nunca alcanzaron los elevados niveles de glucosa ni los bajos 

niveles de insulina circulante que llegaron a manifestar los controles diabéticos. Por 

otra parte, los animales transgénicos mantenían una elevada masa de células ß totales 

tres meses tras el tratamiento. Ello probablemente era el resultado del incremento de 
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neogénesis, que muy probablemente, conjuntamente con un incremento en la 

replicación de las células ß preexistentes, estaría compensando parcialmente la 

destrucción de las células ß por efecto de la Stz. Estos resultados parecían indicar que 

por un lado la producción de IGF-I en células ß, protegía estas células de la destrucción 

provocada por la Stz y al mismo tiempo llevaba a un incremento en la masa de células 

ß. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10. A) Masa de células ß. Se determinó la masa de células ß pancreáticas de ratones 
transgénicos (barras negras) (n=5) y ratones control (barras blancas) (n=5) antes y 3 meses 
después del tratamiento con Stz. Se analizaron 18 secciones seriadas de cada páncreas. B) Masa 
de células ß neogénicas. Se determinó la masa de células ß que se encontraban asociadas a 
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conductos de páncreas en las mismas secciones anteriores. Se llevó a cabo el análisis estadístico 
usando el test Student-Newmann-Keuls. *p<0.05 (versus ratones controles tratados con Stz). 
3. OBTENCIÓN Y ANÁLISIS DE ANIMALES TRANSGÉNICOS 

CONGÉNICOS CON LA BACKGROUND GENÉTICO CD-1. 

 

 Se ha descrito, que la diabetes mellitus tipo 1 es el resultado de la destrucción 

autoinmune de las células ß del páncreas. Este proceso está caracterizado por el 

desarrollo de insulitis, ocasionada por la infiltración de linfocitos T dentro de los islotes 

pancreáticos. En pacientes humanos, la insulitis se ha observado desde los primeros 

estadios de la diabetes hasta momentos alejados del inicio de la enfermedad. Por ello, se 

hacía imprescindible validar la capacidad protectora/proliferativa del IGF-I en una cepa 

de ratón más susceptible a desarrollar insulitis. 

 

 Dado que se había descrito en la bibliografía que la cepa de ratón C57B16/SJL 

en la que se obtuvieron inicialmente los ratones transgénicos era genéticamente más 

resistente a desarrollar insulitis (Rossini A y col, 1977), se procedió a la obtención de 

una segunda colonia de animales transgénicos en “background” genético CD-1. Esto se 

consiguío mediante retrocruzamiento de animales transgénicos de la cepa original con 

la cepa CD-1. Esta cepa es más susceptible a desarrollar insulitis, mostrando un 

desarrollo de la patología más similar a la diabetes tipo 1 en humanos que la cepa 

anterior (Rossini A y col, 1977). 

  

 Por tanto, se obtuvieron animales transgénicos que expresaban IGF-I en célula ß 

en background genético CD-1. Para ello, se cruzaron machos transgénicos en la cepa 

C57B16/SJL con hembras de la cepa CD-1. La descendencia obtenida de la primera 

generación (N1) presentaban el 50% de los genes de la cepa CD-1. Machos 

transgénicos de la generación N1 se cruzaron a continuación con hembras CD-1. De 

esta manera se obtuvo una segunda generación N2 que contenía el 75% de los genes de 

la cepa CD-1. Nuevamente se escogieron machos transgénicos de la generación N2 y se 

cruzaron con hembras CD-1, así se obtuvo la generación N3, que contenía un 87,5% de 

los genes de la cepa CD-1. Finalmente, se cruzaron estos machos con hembras CD-1 y 

se obtuvo la generación N4, con una presencia del 93,75% de genes de la cepa CD-1. 

Esta generación N4 de background CD1 fue la que se utilizó en los estudios que se 

presentan a continuación. 
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Figura 11. Obtención de ratones transgénicos congénicos con la cepa CD-1. Representación 
esquemática de los retrocruzamientos realizados para obtener ratones transgénicos con el 
“background” genético de la cepa CD-1, que es más susceptible a desarrollar diabetes. 
 

 

3.1. Análisis de la glucemia en estado de alimentación y ayuno de los animales 

transgénicos N4 CD-1 tratados con Stz.  

 

 Un mes después del tratamiento con bajas dosis de Stz (5 dosis de 50 mg/Kg en 

días consecutivos), tanto los ratones controles como los transgénicos presentaban una 

marcada hiperglucemia, alcanzando valores de glucosa sanguínea alrededor de los 600 

mg/dl (límite máximo de detección) (Fig. 12). Sin embargo, alrededor de 2.5 meses más 

tarde, las glucemias del 70% de los ratones transgénicos tratados con Stz comenzó a 

descender lentamente y hacia los 3 meses después del tratamiento habían alcanzado 

valores cercanos a 200 mg /dl (Fig. 12). A partir de entonces, estos animales 

mantuvieron la normoglucemia tanto en estado postpandrial como de ayuno (Fig. 12 y 
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13). El 30% restante de los ratones transgénicos tratados con Stz también se 

recuperaron de la elevada hiperglucemia, aunque más lentamente, llegando a alcanzar 

valores de glucemia de 350±20 mg/dl en estado postpandrial y 110±15 mg/dl en ayuno, 

a los 6 meses del tratamiento. Cabe destacar, que ninguno de los ratones transgénicos 

murió, llegando incluso a sobrevivir más allá del año tras el tratamiento con Stz. En el 

caso de los controles tratados con Stz, estos animales presentaban niveles de glucemia 

que sobrepasaban el nivel máximo de medición (600mg/dl) (Fig. 12 y 13). Además, a 

los tres meses de haberse realizado el tratamiento con Stz se determinaron las 

glucemias de los animales transgénicos y controles, tras 12 horas de ayuno. Se obervó 

que los animales transgénicos eran completamente normoglucémicos, mientras que los 

controles eran marcadamente hiperglucémicos (Fig. 13). Ninguno de estos animales 

controles diabéticos sobrevivió a los 4 meses del tratamiento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Seguimiento de la glucemia de los ratones transgénicos y controles sometidos al 
tratamiento con Stz. Se determinó la glucemia mediante el analizador Glucometer EliteTM en 
los días indicados. Los resultados se expresan como la media ± SEM de 20 animales controles y 
12 transgénicos. 
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 3.2. Determinación de las concentraciones séricas de insulina en animales 

transgénicos de la cepa CD-1 tratados con Stz. 

 

 Con la finalidad de determinar los niveles de insulina circulantes en los animales 

CD-1, se analizaron muestras de suero de animales transgénicos y controles el día antes 

del tratamiento (tiempo 0) y a los 21 y 120 días después del tratamiento con Stz. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Niveles de glucosa sanguínea en ayunas. Tras un ayuno de 12 horas, se determinó 
la glucemia (mediante el analizador Glucometer EliteTM) de los ratones transgénicos y controles 
3 meses después del tratamiento con Stz.. Los resultados se expresan como la media ± SEM de 
10 animales por grupo. **p<0.01. (versus ratones controles tratados con Stz) 
 
 

 Tres semanas después del tratamiento con Stz tanto los animales controles CD-1 

como los transgénicos mostraron una disminución del 60% en los niveles de insulina 

circulante (Fig. 14). Sin embargo, tres meses después de la inducción de diabetes, se 
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observó una normalización de la insulinemia en los ratones transgénicos tratados con 

Stz. Por contra, la insulinemia de los controles seguía mostrando valores muy bajos 

(reducción de más del 75%) (Fig. 14). 

 

 Estos resultados indicaban que durante las primeras semanas post-tratamiento 

con Stz, tanto los controles como los transgénicos sufrían un descenso abrupto de la 

insulinemia, muy probablemente como consecuencia de la pérdida de células ß debido 

al efecto de la Stz, lo cual estaría de acuerdo con los niveles de glucemia de estos 

animales durante este período. Sin embargo, tres meses después, los animales 

transgénicos eran capaces de recuperar los niveles de insulina y se observaba que este 

cambio era paralelo con la recuperación de la normoglucemia, lo cual supone que estos 

ratones transgénicos muy probablemente habrían recuperado la masa de células ß (Fig. 

14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 14. Determinación de los niveles séricos de insulina. Niveles séricos de insulina en 
animales controles (barras blancas) (n=8) y transgénicos (barras negras) (n=8) a distintos 
tiempos tras el tratamiento con Stz. Los resultados que se presentan son la media ± SEM. 
*p<0.05 (versus ratones controles tratados con Stz). 
 
 
 3.3. Determinación del consumo de agua y comida en animales transgénicos 
de la cepa CD-1 tratados con Stz. 
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 Debido a que la diabetes no controlada también trae como consecuencia 

polifagia y polidipsia, el consumo de agua y comida constituye un parámetro 

fundamental en la evaluación de la severidad de la enfermedad. Por tanto, se 

determinaron estos valores en los animales sometidos al tratamiento con Stz con la 

finalidad de averiguar si estaban alterados y en qué grado. 

 

 Un animal sano consume 8 ml de agua al día. Un mes tras el tratamiento con 

Stz, el consumo de agua aumentó 4 veces en los ratones control respecto al consumo 

normal en animales sanos (Fig. 15A). De igual forma, los ratones transgénicos también 

habían incrementado el consumo de agua unas 3 veces (Fig. 15A). A los dos meses, el 

consumo de agua de los ratones control era aún mayor, observándose un incremento de 

6 veces respecto al consumo normal (Fig. 15A). En cambio, los animales transgénicos 

habían recuperado los valores normales de consumo de agua, lo que reflejaba una 

mejoría en el estado general de estos animales (Fig. 15A). Finalmente, al cabo de 3 

meses tras el tratamiento con Stz, los animales controles mostraban una total 

descompensación en la regulación de la concentración de glucosa sanguínea, lo que se 

correspondía con un consumo de agua superior a 10 veces el valor inicial (alrededor de 

90 ml/día). Por otra parte, los animales transgénicos mantenían niveles de consumo de 

agua normales (Fig. 15A). 
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Figura 15. Determinación del consumo de agua (A) y comida (B). Se determinó el consumo 
de agua y comida a distintos tiempos tras el tratamiento con Stz, en animales transgénicos 
(barras negras) y controles (barras blancas). Los resultados se expresan como la media ± SEM 
de 10 ratones transgénicos y 10 ratones controles. *p<0.05 (versus ratones controles tratados 
con Stz). 
 

 En cuanto al consumo de comida, también se observaron marcadas diferencias 

entre animales transgénicos y controles. Si bien los animales sanos consumen unos 5 

g/día, un mes tras el tratamiento con Stz, el consumo de comida aumentó cerca de un 

100%, tanto en los ratones controles como en los transgénicos (Fig. 15B). 

Posteriormente, a los 2 y 3 meses tras el tratamiento, el consumo de comida continuaba 

incrementando en los animales control hasta alcanzar unos valores superiores a 3 veces 

lo  

que consume un animal sano. Sin embargo, los ratones transgénicos tratados con 

streptozotocina, al igual que ocurría con el consumo de agua (Fig. 15A), recuperaron 

los niveles normales de consumo de comida (Fig. 15B). 

 

 Estos resultados indicaban que los animales transgénicos conseguían con la 

normalización de la glucemia y la insulinemia, recuperar los valores normales de 

consumo de agua y alimento. Por el contrario, los animales control no eran capaces de 
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estabilizar los valores normales, lo cual estaba de acuerdo con la gran severidad de la 

diabetes. 

 

 

 3.4. Determinación de los parámetros séricos de los ratones transgénicos N4 

tras el tratamiento con Stz. 

 

 Una vez observado que los animales transgénicos habían recuperado la 

normoglucemia tras la inducción experimental de diabetes, se procedió a la 

determinación de otros parámetros séricos indicadores de las alteraciones diabéticas. 

 

 Así, se observó que los animales controles presentaban un incremento muy 

marcado en los niveles de triglicéridos, NEFAS y 3 veces los niveles de ß-

hidroxibutirato respecto a un animal control sano (Tabla II). En cambio, los animales 

transgénicos presentaban valores normales de triglicéridos, ácidos grasos y cuerpos 

cetónicos, lo que confirmaba la recuperación de estos animales del estado diabético.  

 

 

 

 

Tabla II. Parámetros séricos en animales CD-1 tras tratamiento con Stz. 
 

 ß-hidroxibutirato (mmol/l) TG (mg/dl) NEFAs (mmol/l)
 
Con  0.7 ± 0.1 160 ± 17 0.85 ±  0.1 
Stz-Con                 2.12 ± 0.4   237 ±  46     1.28 ±  0.13 
Stz-Tg       0.66 ± 0.16 **      144 ±  22 *      0.91 ±  0.17 * 

 
** p < 0.01 y  * p < 0.05  vs. ratones controles tratados con Stz. 
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3.5. Test de tolerancia a la glucosa en animales transgénicos tras el tratamiento 

con Stz. 

 

 Con el fin de determinar la capacidad de metabolizar la glucosa en los ratones 

transgénicos tratados con Stz, pero recuperados de la diabetes experimental, se les 

sometió a un test de tolerancia a la glucosa. 

 

 Para ello, 3 meses después del tratamiento con Stz, animales transgénicos  y 

controles fueron anestesiados y sometidos a un test de tolerancia a la glucosa en estado 

de ayuno. Este se realizó mediante una inyección intraperitoneal del azúcar (1 mg/g 

peso vivo) a tiempo 0 y se llevó a cabo un seguimiento de la glucemia durante 180 

minutos. 

 

 En cuanto al nivel basal de glucemia, los ratones transgénicos mostraban valores 

alrededor de 110 mg/dl, mientras que los controles estaban cerca de 450 mg/dl (Fig. 

16). Al cabo de 30 minutos tras la administración de glucosa, los ratones transgénicos 

alcanzaron valores de 450 mg/dl, mientras que los controles mostraban valores 

superiores de 600mg/dl (Fig. 16). Posteriormente los animales transgénicos recuperaron 

progresivamente los niveles basales de glucemia. Por el contrario, los controles no 

fueron capaces de metabolizar el azúcar y permanecieron con niveles muy elevados 

durante los 180 minutos de duración del test (Fig. 16).  

 

 Estos resultados indicaban que los ratones transgénicos tratados con Stz 

respondían normalmente a una sobrecarga de glucosa. Esta observación es clave para 

evaluar el grado de recuperación de los animales diabéticos, ya que la principal 

característica de esta enfermedad es la incapacidad de mantener la homeostasia de la 

glucosa. 
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Figura 16. Test de tolerancia a la glucosa de ratones transgénicos Se administró una 
inyección intraperitoneal (i.p.) de 1 mg de glucosa/g de peso a ratones transgénicos (STZ-Tg) ) 
y controles (STZ-Con ) ayunados 12 horas. Las muestras de sangre se tomaron a partir de la 
vena caudal. Se determinó la glucemia mediante el analizador Glucometer EliteTM en los 
tiempos indicados. Los resultados se expresan como la media ± SEM de 5 ratones transgénicos 
y 5 control. 
 
 
 3.6. Análisis inmunohistoquímico del páncreas a las 2 semanas tras el 

tratamiento con Stz. 

 

 Dado que los ratones transgénicos conseguían normalizar la glucemia y la 

insulinemia, así como el consumo de agua y comida, estos resultados sugerían que muy 

probablemente habrían recuperado la masa de células ß. Por tanto, en este estudio nos 
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propusimos investigar los cambios a nivel histológico que se producían en el páncreas a 

distintos períodos de tiempo tras la administración de Stz.  

 

 Así, en primer lugar se procedió a estudiar los efectos que se producen en los 

islotes pancreáticos a corto plazo, a las 2 semanas después del tratamiento con Stz 

cuando los animales eran marcadamente hiperglucémicos. Al realizar un análisis 

inmunohitoquímico pudimos observar que a diferencia de los páncreas de ratones 

controles sanos, en los cuales se apreciaban islotes esféricos bien definidos, tanto los 

páncreas de los ratones controles como el de los transgénicos tratados con Stz 

mostraban islotes con forma alterada  y con gran infiltrado linfocitario (Fig 17). Ello se 

observó tanto utilizando un anticuerpo anti-insulina (Fig. 17A,B,E,F) como utilizando 

un anticuerpo anti-glucagón (Fig. 17I, J, L, M). 

 

  Puesto que tanto los islotes de los animales control tratados con Stz como el de 

los transgénicos, mostraban infiltración linfocitaria, se procedió a continuación a 

analizar la severidad de la misma. Se reconoce como grado 0 de insulitis, cuando el 

islote esta intacto, es decir, no hay infiltrado linfocitario (Fig. 18A), grado 1 cuando la 

infiltración del islote es < 25% (Fig. 18B), grado 2 cuando el área infiltrada 

corresponde entre el 25 y 50% del islote (Fig. 18C) y grado 3 cuando el área afectada es 

>50% (Fig. 18D). A pesar de que tanto los islotes de ratones controles como de los 

transgénicos tratados con Stz presentaban insulitis (Fig.17), el grado de la misma difería 

entre ambos grupos de animales. Así, los transgénicos presentaron un alto porcentaje de 

islotes no infiltrados, o con un nivel bajo de infiltración (< 25%) (Fig. 19). En cambio, 

se observó una insulitis más severa en los ratones control tratados con Stz, ya que la 

mayoría de los islotes presentaba un alto grado de infiltración (Fig. 19). Estos 

resultados sugerían que la expresión de IGF-I en células ß atenuaba el desarrollo de 

insulitis, muy probablemente debido a una reducción en la apoptosis por la acción de 

este factor de crecimiento. 
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Figura 18. Criterio para la determinación del grado de insulitis. Células teñidas con 

insulina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 19. Determinación del grado de insulitis. Se determinó el porcentaje de islotes 
infiltrados. La severidad de la insulitis se calculó en base a 25 islotes por cada páncreas 
analizado con tinción de hematoxilina/eosina en animales controles (barras blancas) (n=5) y 
transgénicos (barras negras) (n=5). Se reconoce como grado 0 cuando el islote esta intacto, 
grado 1 cuando la infiltración es < 25%, grado 2 cuando el área infiltrada corresponde > 
25 y <50% del islote, grado 3 cuando el área afectada es >50%. Los resultados se 
expresan como la media ± SEM.*p<0.05 (versus ratones controles tratados con Stz). 
 

 

 3.7. Determinación de la tasa de apoptosis. 

 

 Se ha descrito que la apoptosis, es el mecanismo de muerte celular programada 

mediante el cual los individuos sanos mantienen el equilibrio de la masa celular. Sin 

embargo, en pacientes diabéticos está considerado como el mecanismo principal de 

muerte celular durante el desarrollo de la enfermedad. También se ha descrito a la 
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apoptosis como la forma de muerte celular en la diabetes provocada por la inyección de 

cinco dosis bajas consecutivas de estreptozotocina (O' Brien BA y col, 1996) 

 

 Por tanto, también se examinó la tasa de apoptosis en los islotes de los animales 

tratados con Stz a fin de determinar si la expresión de IGF-I en los islotes pancreáticos, 

los protegía de los efectos oxidativos y apoptóticos de la Stz y por tanto podía explicar 

en parte las diferencias observadas al determinar el grado de insulitis. 

 

 Por ello, se realizó en páncreas de ratones tratados con Stz una doble 

inmunohistoquímica con insulina y marcaje con dideoxinucleótidos mediado por la 

transferasa terminal (TUNEL) (Fig. 20). La técnica de TUNEL permite marcar los 

núcleos de las células apoptóticas, gracias a la acción de la enzima transferasa terminal. 

Esta enzima actúa uniendo nucleótidos marcados a los fragmentos rotos del DNA, 

característica propia del proceso apoptótico. Así, se determinó la tasa de apoptosis en 

cortes seriados de animales tratados con Stz a los 3, 8, 15 y 30 días después de la última 

inyección de Stz y en animales sanos (día 0) (Fig. 21). En estas secciones se 

examinaron un total de 1000 núcleos de células ß por animal y se analizaron 3 animales 

controles y 3 transgénicos en cada caso. 

 

 Los animales sanos tanto controles como transgénicos (día 0) no presentaban 

células ß apoptóticas (Fig. 21). Además, no se encontraron diferencias significativas en 

la tasa de apoptosis entre animales controles y transgénicos analizados el tercer día 

después de la última inyección (Stz día 3) (Fig. 21). Sin embargo, cinco días más tarde 

(Stz día 8) la tasa de apoptosis en los animales transgénicos permanecía constante 

mientras que en los controles se encontraba aumentada respecto a la que presentaban el 

tercer día. (Fig. 21). En las muestras analizadas de los grupos Stz día 15 y Stz día 30, no 

se detectaron células ß positivas para TUNEL (Fig. 21). 

 

 Estos resultados indicaban que a pesar de que los animales transgénicos no eran 

resistentes a la acción destructiva de la Stz, presentaban un menor grado de apoptosis. 

Por tanto, IGF-I estaba actuando como factor de supervivencia para las células ß. 

 

 



  Resultados y Discusión  
 

 63

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Doble inmunohistoquímica Insulina/TUNEL Se realizó análisis 
inmunohistoquímico en secciones de páncreas de animales controles y transgénicos. Se utilizó 
el kit de apoptosis de Roche Molecular y el anticuerpo anti insulina, según se indica en 
materiales y métodos.(X400) 
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Figura 21. Tasa de apoptosis. Se determinó el porcentaje de células apoptóticas mediante  
dobles inmunohistoquímicas Insulina / TUNEL en secciones seriadas de páncreas de los ratones 
controles (n=3) y transgénicos (n=3). Se analizaron 4 secciones de páncreas por animal 
separadas 50 µm entre sí. Los resultados se expresan como la media ± SEM.*p<0.05 (versus 
ratones controles tratados del grupo Stz día 3) 
 
 
 3.8. Análisis inmunohistoquímico del páncreas a los 4 meses tras el 
tratamiento con Stz. 
 
 A los cuatro meses después del tratamiento con Stz, los animales transgénicos 

presentaban normoglucemia y normoinsulinemia, lo cual sugería que se habían 

recuperado del proceso de destrucción de los islotes observadao a las 2 semanas del 

tratamiento con Stz.  

 

 Al realizar estudios inmunohistoquímicos con insulina de los páncreas controles 

se observaron pequeños islotes con unas pocas células ß (Fig. 17C,D). Sin embargo, el 

análisis inmuhistoquímico con glucagón permitió observar numerosas células α (Fig. 

17K). Este resultado probablemente era consecuencia de la disminución de las células ß 

y por tanto de la producción de insulina, lo cual llevaría a la proliferación de las células 

α. En cambio, los análisis inmunohistoquímicos con anticuerpos anti-insulina de los 

páncreas de los ratones transgénicos tratados con Stz revelaron un gran número de 

islotes sin insulitis, de tamaño similar al de los islotes de ratones no tratados con Stz 

(Fig. 17G,H). Además, en el páncreas de estos animales también se observaban 

pequeños grupos aislados de células positivas para insulina. No obstante, estos islotes 

presentaban una distribución alterada de las células α, encontrándose con mayor 

frecuencia distribuidas en el centro del islote que en la periferia (Fig. 17N). La doble 

inmunohistoquímica insulina/IGF-I, demostró que las células ß de los animales 

transgénicos que se habían recuperado de la inducción de diabetes experimental 

continuaban produciendo IGF-I (Fig. 22). 
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Figura 22. Análisis inmunohistoquímico de la presencia de IGF-I en animales transgénicos 
CD-1 tratados con Stz. Se determinó la presencia de IGF-I, tres meses después del tratamiento 
con Stz, en islotes de animales transgénicos con anticuerpo anti-IGF-I.(X400). 
 3.9. Análisis morfométrico del páncreas de los ratones transgénicos 

tratados con Stz. 

 

 Dado que los animales transgénicos presentaban páncreas de aspecto normal y 

habían recuperado los valores de glucemia e insulinemia, se procedió a determinar si 

estos cambios eran consecuencia directa del restablecimiento de la masa total de células 

ß. 

 

 Con el fin de determinar la masa total de célula ß, se realizó un análisis 

morfométrico del páncreas en dos grupos de animales. El primer grupo estaba formado 

por animales sanos; es decir, ratones transgénicos y controles no tratados con Stz. El 

segundo grupo, estaba formado por animales controles y transgénicos, 90 días después 

de ser sometidos a la inducción de diabetes experimental con Stz. El análisis 

morfométrico se llevó a cabo tras analizar 18 secciones de páncreas de cada animal. Las 

células ß se marcaron con un anticuerpo anti-insulina. El cálculo de la masa de células ß 

totales se realizó según se indica en Materiales y Métodos. 

 

 En primer lugar se obtuvo la masa de células ß totales. Al realizar este estudio, 

no se observaron diferencias significativas entre animales controles y transgénicos 

sanos (Fig. 23A). En cambio, en el grupo tratado con Stz se apreciaron notables 

diferencias entre animales controles y transgénicos. La masa de células ß de los 

controles tratados con Stz se había reducido en un 85 % respecto al valor inicial, 

mientras que los ratones transgénicos sólo habían perdido un 20% respecto a la masa de 
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célula ß total inicial y por tanto, presentaban un incremento de 7 veces respecto a los 

controles diabéticos (Fig. 23A). 

 

 En segundo lugar, se determinó la masa de células ß asociadas a los conductos 

pancreáticos, es decir, células ß neogénicas o de nueva formación. Si bien no se 

apreciaron diferencias entre animales controles y transgénicos antes del inicio del 

tratamiento, estas se hicieron evidentes tres meses después (Fig 23B). Los animales 

transgénicos, 90 días tras el tratamiento con Stz, presentaban una masa de células ß 

neogénicas 7 veces mayor que los controles tratados y casi 4 veces mayor respecto a 

animales controles sanos. Cabe destacar, que se consiguieron las mismas proporciones 

que cuando se realizaron los análisis morfométricos en ratones de la cepa C57B16/KSJ. 

Al igual que en el caso anterior, estos resultados indicaban que en estos animales se 

estaba produciendo un proceso de neogénesis, capaz muy probablemente de recuperar 

la masa de células ß. 

 

 

 

 

 3.10. Determinación de la tasa de replicación de células ß en animales 

transgénicos tras el tratamiento con Stz. 

 

 Además de un aumento en el proceso de neogénesis, el mantenimiento de la 

masa de células ß observado en los ratones transgénicos, también podía deberse a un 

incremento en la tasa de replicación de estas células. Por tanto, se determinó la tasa de 

replicación de las células ß en animales controles y transgénicos antes y después del 

tratamiento con Stz. Para ello, se utilizó la técnica de incorporación de 

bromodeoxiuridina (BrdU), un análogo de la timidina que se incorpora en la cadena 

recién sintetizada de DNA de una nueva célula. La BrdU se inyectó i.p. (100mg/kg 

peso) y 8 horas después se sacrificaron los animales. Para determinar la tasa de 

replicación se realizó una tinción inmunohistoquímica con un “cocktail” de anticuerpos 

para glucagón, somatostatina y polipéptido pancreático, a fin de poder diferenciar por 

descarte las células ß del resto de células endocrinas. También, se realizó un analisis 

inmunohistoquímico con el anticuerpo para la BrdU para diferenciar los núcleos 
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replicantes. Además, se realizó una tinción con fluorescencia con un anticuerpo anti-

insulina y así corroborar que la determinación de células positivas para BrdU se 

realizaba efectivamente sobre células ß (Fig. 24).  
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Figura 23. A) Masa de células ß. Se determinó la masa de células ß pancreáticas de ratones 
transgénicos (barras negras) (n=5) y ratones control (barras blancas) (n=5) antes y 3 meses 
después del tratamiento con Stz. Se analizaron 18 secciones seriadas de cada páncreas. B) Masa 
de células ß neogénicas. Se determinó la masa de células ß que se encontraban asociadas a 
conductos de páncreas en las mismas secciones anteriores. **p<0.01 (versus ratones controles 
tratados con Stz). 
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 Una vez realizadas las tinciones inmunohistoquímicas se contaron los núcleos 

positivos para la BrdU respecto al total de núcleos positivos para la insulina y se 

representaron en % de células ß positivas para BrdU. En el caso de animales no tratados 

con Stz, en el tercer y octavo día despúes del tratamiento se contaron un total de 1000 - 

1200 núcleos, mientras que en las muestras de los animales 2 meses post-tratamiento, la  

 

 

tasa fue calculada a partir de 200 núcleos por páncreas, debido al escaso número de 

células ß supervivientes en los animales control. 

 

 El marcaje in vivo de células recién sintetizadas reflejó una mayor tasa de 

replicación de las células ß en páncreas de los animales transgénicos respecto a los 

animales control (Fig. 25). Este incremento se observaba tanto en animales transgénicos 

sanos como a los 8 días tras el tratamiento con Stz, permaneciendo elevado incluso 3 

meses después (Fig. 25). También se observó marcaje en células epiteliales de los 

conductos pancreáticos y ocasionalmente en células exocrinas (datos no mostrados). 

Por tanto, estos resultados indicaban que el IGF-I producido por las células ß 

preexistentes estimulaba la tasa de replicación de las células ß en el páncreas de estos 

animales transgénicos. 
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Figura 24. Analisis triple inmunohistoquímico (Glucagón + Somatostatina + polipéptido 
pancreático)/Insulina/BrdU en secciones de páncreas a distintos tiempos tras el 
tratamiento con Stz. A) Islote de animal transgénico. B) Islote de animal control. Las flechas 
indican los núcleos que se están replicando.(X1000) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25. Análisis de la tasa de replicación. Se realizó un analisis triple inmunohistoquímico 
(Glucagón + Somatostatina + polipéptidp pancreático)/Insulina/BrdU en secciones de páncreas 
de los ratones controles y transgénicos a distintos tiempos del tratamiento con Stz. Se 
analizaron 4 secciones de páncreas por animal separadas 50 µm entre sí. Se analizaron 3 
animales controles y tres animales transgénicos para cada tiempo indicado. 
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 Este estudio indica que la síntesis y acción local de IGF-I en las células ß, bajo 

condiciones de destrucción de estas células, estimula la neogénesis y replicación de 

dichas células. Estos procesos resultaron suficientemente eficientes en los ratones 

transgénicos como para restablecer la normoinsulinemia y, por tanto, la normoglucemia 

en los animales sometidos al tratamiento con Stz. 

 

 Los animales trangénicos que expresanban IGF-I en células ß pancreáticas 

mostraban una tasa de replicación del orden de 2-3 veces más elevada que sus análogos 

control. Así, nuestros resultados se correspondían con la inducción de la proliferación 

de células ß observada en la línea de células pancreáticas Ins-1, donde la estimulación 

de IGF-I era dependiente de glucosa y provocaba un incremento en la tasa de 

replicación (Hügl, S y col, 1998). También, nuestros resultados están de acuerdo con 

observaciones in vivo que indican que la señalización a través del receptor de IGF-I 

promueve el desarrollo y la proliferación de la célula ß (Withers y col, 1999). Por otra 

parte, dado que se ha observado que las células ß de islotes presentan receptores para 

IGF-I (Van Schravendijk, 1987) y que  ratones que carecen de receptores para IGF-I y 

para IRS-2 (insulin receptor substrate 2) sufren una marcada disminución de masa de 

células ß y mueren de diabetes, ello parece indicar que los receptores de IGF-I se 

acoplan al IRS-2 en la célula ß, mediando el desarrollo, proliferación y supervivencia 

de células ß. Recientemente, se observó que la expresión de HGF (hepatocyte growth 

factor ) en célula ß de ratones trasngénicos, conllevan a un incremento en la tasa de 

replicación dando como resultado un aumento de la masa de célula ß de 2-3 veces 

respecto al valor normal (Garcia-Ocaña A, 2000). También IGF-II sobreexpresado en 

células ß de ratones transgénicos da lugar a un incremento en la masa de células ß 

(Devedjian JC y col, 2000) 

 

  Por otra parte, el marcado incremento observado en la tasa de neogénesis de 

nuestros animales transgénicos (7 veces el valor control) está de acuerdo con unos 

estudios realizados en ratas (Smith, 1991) y perros (Hayakawa H y col, 1996) a los que 

se les había sometido a una pancreatectomía parcial. En estos modelos animales se 

observó un incremento en la expresión y síntesi de IGF-I, en los páncreas residuales en 

proceso de regeneración, sugiriendo que IGF-I podía estar involucrado en la 

diferenciación y crecimiento de tejido endocrino pancreático. También en pacientes 
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diabéticos de reciente aparición, se ha descrito neogénesis de células ß a partir de 

células de conductos (Gepts, 1978). 

 

 El tratamiento con Stz induce insulitis y su grado de afectación depende de la 

cepa de ratón utilizada (Rossini A y col, 1977). La inyección de múltiples dosis de Stz 

conlleva a la expresión de citoquinas en los islotes (Huang X y col, 1994) y la muerte 

de células ß por apoptosis (O’ Brien B y col, 1996). Además, el tratamiento con STZ 

induce la formación de radicales libres y óxido nítrico (NO) en el islote (Turk J y col, 

1993), directamente involucrados en la destrucción de la célula ß. En este estudio, se 

observó que la producción local de IGF-I protegió las células ß de los efectos 

oxidativos y apoptóticos de la STZ y limitó el alcance de la insulitis. Estos resultados 

concuerdan con el papel protector de IGF-I contra la muerte celular mediada por 

citoquinas in vitro  (Mabley J y col, 1997). Además, IGF-I es capaz de bloquear la 

actividad óxido nítrico sintasa (iNOS) in vitro (Castrillo A y col, 2000). También están 

de acuerdo con el hallazgo de que la vía receptor-IGF-I / IRS-2 protege a las células ß 

frente a apoptosis in vivo (Withers DJ y col, 1999). Puede que también en nuestros 

animales, IGF-I estuviese actuando a través de la inhibición de la óxido nítrico sintasa 

(iNOS) in vivo ya que se ha observado que ratones "knock-out" para la enzima iNOS, 

estaban protegidos contra la destrucción de células ß inducida por el tratamiento de 

múltiples dosis de Stz (Flodström M y col, 1999. Por otra parte, la administración 

subcutánea de rhIGF-I en los ratones NOD antes de la aparición de la diabetes, reduce 

la incidencia de diabetes y de insulitis, pero no una vez ya iniciada la enfermedad 

(Bergerot I y col, 1995). 

 

 

 La desorganización de los islotes también se detectó en animales transgénicos 

que expresan IGF-II en células ß (Devedjian JC y col, 2000) y en ratones que carecen 

de los genes del receptor de insulina y de IRS-1 (Bruning JC y col, 1997), sugiriendo 

que un incremento en la respuesta mediada por el receptor de IGF-I estaría involucrada 

en esta alteración. A pesar de ello, no se observó una proliferación incontrolada de 

células ß en el islote en los ratones transgénicos, probablemente debido a la expresión 

regulada de IGF-I por el promotor RIP-I. Esta hipótesis estaría de acuerdo con el 

presumible papel de la insulina en el control de la masa de células ß. Modelos de ratón 
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que carecen de los genes de insulina-1 y -2, muestran hiperplasia de islotes y 

proliferación anormal de células ß no funcionales (Duvillie B y col, 1997). Así pues, 

muy probablemente cabría esperar una cooperación entre la insulina y el IGF-I de 

manera tal que la masa de células ß en estos transgénicos se mantenga en equilibrio.  

 

Por otra parte, la expresión de IGF-I no afectó otros órganos, a juzgar por la 

similitud observada en cuanto a los niveles de glucosa, IGF-I e insulina circulantes, y 

peso corporal entre ratones controles y transgénicos sanos. Estas observaciones están de 

acuerdo con la acción autocrina/paracrina del IGF-I en este modelo transgénico. Por 

otra parte, se ha podido observar en ratones “knock-out” de IGF-I específico de hígado, 

que el IGF-I no es un factor crítico en el desarrollo y crecimiento de estos animales 

(Yakar S y col, 1999), ya que a pesar de que el hígado es el principal productor de IGF-

I circulante, estos animales presentan un desarrollo normal. 

 

 Así pues, la síntesis de IGF-I en células ß, estimuló la recuperación de la masa 

de células ß a través de los tres mecanismos responsables del mantenimiento de la masa 

de células ß en la vida adulta. Estos mecanismos son por una parte, un incremento de la 

neogénesis a partir de células de conductos, y por otra, la replicación a partir de células 

ß preexistentes. Por último, el IGF-I disminuyó la apoptosis, que en individuos sanos es 

responsable de mantener el equilibrio de la masa celular y en individuos diabéticos está 

considerado como el mecanismo principal de muerte celular durante el desarrollo de la 

enfermedad. Por tanto, la transferencia del gen del IGF-I a páncreas endocrino podría 

representar una aproximación de terapia génica de la diabetes tipo 1. Estudios futuros 

en nuestro laboratorio abordaran el desarrollo de protocolos de transferencia de IGF-I 

in vivo a animales diabéticos. 
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1- Ratones transgénicos (de background genético C57Bl6/SJL) que sobreexpresan 

IGF-I en células ß, tratados con estreptozotocina (Stz), desarrollan una hiperglucemia 

suave, pero gradualmente normalizan la glucemia y sobreviven normalmente. En 

cambio, los ratones control tratados con Stz desarrollan diabetes abierta y no 

sobreviven más de cuatro meses. 

 

2- En los ratones transgénicos se compensa la destrucción de las células ß provocada 

por el tratamiento con Stz gracias a un incremento de la masa total de célula ß y de la 

tasa de célula ß neogénica. 

 

3- Mediante cuatro retrocruzamientos de animales transgénicos de la cepa C57Bl6/SJL 

con animales de la cepa CD-1, se han obtenido ratones transgénicos que 

sobreexpresan IGF-1 en las células ß en background genético CD-1.  

 

4- Los ratones controles y transgénicos de background CD-1 desarrollan insulitis tras 

un tratamiento con bajas dosis de Stz. Sin embargo, la producción local de IGF-1 en 

los ratones transgénicos protege parcialmente a la célula ß de los efectos apoptóticos 

de la Stz y disminuye la infiltración linfocitaria de los islotes. 

 

5- Los ratones transgénicos desarrollan una severa hiperglucemia, hipoinsulinemia, 

polidipsia y polifagia tras la inducción de diabetes experimental, pero gradualmente 

normalizan todos los parámetros metabólicos y sobreviven más allá de los 8 meses. 

 

6- Tras tres meses de tratamiento con Stz, los ratones transgénicos muestran un test de 

tolerancia a la glucosa normal, indicando que responden correctamente a una 

sobrecarga del azúcar. 

 

7- La normalización de los parametros metabólicos en los animales transgénicos 

tratados con Stz es paralela a un incremento de la masa de célula ß, como resultado de 

un aumento en la tasa de replicación y en la tasa de neogénesis de las mismas. 

 

8- Todos estos resultados indican que la producción local de IGF-1 en las células ß 

puede contrarestar la diabetes tipo 1. 
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9- Este trabajo sugiere que la transferencia del gen del IGF-1 al páncreas podría 

constituir una terapia adecuada para regenerar el páncreas endocrino y así revertir la 

diabetes tipo 1. 
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1. MATERIALES. 

 

 1.1. Animales. 

  

Los animales empleados proceden del cruce de las cepas C57BL/6 y SJL 

(Jackson Laboratories) y portan el gen quimérico RIP-I/IGF-I. Han sido previamente 

obtenidos y caracterizados (Cristina Costa Valles, Tesis Doctotal. 1995. UAB). 

Posteriormente se retrocruzaron con CD1 hasta llegar la generación N4. Los animales se 

utilizaron de acuerdo con la legislación vigente y con la aprobación del Comité de Ética 

y de Experimentación Animal y Humana de la UAB. 

 

 1.2 Reactivos. 

 

Todos los reactivos de biología molecular se adquirieron de las firmas 

comerciales Roche, Gibco-BRL y Pharmacia. Los productos marcados 

radioactivamente [α-32P]dCTP se adquirió en Amersham. La estreptozotocina utilizada 

para inducir diabetes experimental se adquirió en Sigma. 

 

 1.3 Sondas. 

 

La sonda IGF-1 utilizada tanto para el Southern blot como para el Northern blot, 

correspondía al fragmento EcoRI/EcoRI de 0.8 Kb del cDNA de IGF-1 de ratón. La 

sonda de insulina utilizada para el Northern blot, correspondía al fragmento SmaI/XhoI  

de 0.36 Kb del cDNA de la insulina humana (cedido por el Dr.W.Rutter). 

 

 1.4 Anticuerpos. 

 

El anticuerpo de conejo contra IGF-1 de rata se obtuvo en GroPep, Adelaide, 

Australia. El anticuerpo de cobayo contra insulina porcina en DAKO Corp., Carpinteria, 

CA. Los anticuerpos  de conejo contra glucagón humano, somatostatina humana y 

polipéptido pancreático humano de ICN Biomedicals Inc.,Cleveland, OH. 

 

 

2. MÉTODOS. 
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2.1. OBTENCIÓN Y ANÁLISIS DE DNA. 

 

 2.1.1. Obtención de DNA genómico. 

  

 Para la extracción de DNA genómico empleado en la detección de los animales 

transgénicos mediante Southern blot, se siguió el método de De Wet y col. (1987) a 

partir de cola de ratón. Este método consiste en la obtención de DNA de un 

homogenado de cola de ratón en una solución tamponada que contiene proteinasa K y 

SDS, incubación a 55°C y purificación por extracción con fenol y fenol-cloroformo. 

Posteriormente, es precipitado con isopropanol y resuspendido en TE. 

 

Soluciones empleadas en el protocolo: 

  

 Tampón de lisis (preparación extemparánea) 

 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 

 

 2.1.2. Análisis de los animales por PCR. 

  

La detección de los animales transgénicos se realizó mediante la técnica de PCR 

en la que se utilizaron dos primers específicos para el transgén. El primero (P1) estaba 

situado en el primer exón del gen de la insulina de rata y el segundo (P2) se localizaba 

en el cDNA de ß-globina. De esta manera, sólo se amplifica la banda en aquellos 

animales que presentan el gen quimérico en su genoma. 

 

           Primers utilizados 
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           P1 :  5´  CCC TCT CGC CAT CTG CCT ACC TAC C  3´ ( RIP-I  5´) 

           P2 : 5´  AAG AGA AAG GCA GGA TGA TGA CCA G  3´ ( ß-Globin  3´) 

 

La amplificación del DNA obtenido a partir de un fragmento de cola se realizó en un 

termociclador Perkin-Elmer 9600 siguiendo las indicaciones del proveedor. 

 

           Condiciones de la PCR 

           94oC     30 seg. 

           68oC     60 seg. 

           Nº de ciclos : 30 

 

2.2. PREPARACIÓN Y ANÁLISIS DE RNA. 

 

 2.2.1. Preparación de RNA total. 

 

 La preparación de RNA a partir de tejidos animales ricos en ribonucleasas, 

consta en un primer paso en el cual el tejido congelado en nitrógeno líquido y 

homogenizado hasta polvo fino es descongelado en un tampón conteniendo tiocianato 

de guanidinio y otros agentes desnaturalizantes con el fin de inactivar las RNAsas. Le 

sigue una purificación mediante centrifugación en gradiente en CsCl y una posterior 

precipitación con etanol. En el caso de tejido pancreático empleamos preferentemente el 

tejido en fresco por obtenerse un RNA de mayor calidad. 

 Cuando el material de partida era cultivo celular, se añadió la solución 

desnaturalizante directamente a la placa previa eliminación del medio de cultivo. 

 

 2.2.2. Electroforesis del RNA en geles desnaturalizantes de 

agarosa/formaldehído. 

 

 Este tipo de geles eran utilizados para el fraccionamiemto del RNA en 

experimentos de "Northern blot", ya que el formaldehído a concentración 2,2 M actúa 

desnaturalizando las estructuras secundarias del RNA. Este hecho permite que la 

migración del RNA sea proporcional al logaritmo de su peso molecular y posibilita el 

cálculo del tamaño molecular de los diferentes mensajeros específicos. Los tampones de 

electroforesis y de carga, que se describen a continuación, debían ser preparados en 
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condiciones libres de contaminación con ribonucleasas para evitar la degradación 

enzimática del RNA. 

 

 Tampón borato 10x pH=7.0     Tampón de electroforesis   

 Borato sódico    62 mM   Tampón Borato 1 x 

 Acido bórico  620 mM   Formaldehído3,7%(vol/vol) 

 Citrato sódico    12 mM 

 

 

            Tampón de carga para RNA 3x 

 Metilmercurio   4.5% (vol/vol) 

 Glicerol   30% (vol/vol) 

 Azul de bromofenol  0.5% (p/vol) 

 SDS    1.5% (p/vol) 

 Tampón borato  0.5x 

 

 2.2.3. Análisis de RNA por "Northern Blot" (hibridación DNA-RNA). 

  

 Esta técnica consiste en la hibridación de una sonda de DNA o RNA marcada 

radioactivamente con RNA fraccionado en un gel desnaturalizante de agarosa y fijado a 

un filtro de nylon o nitrocelulosa.  

 

 La transferencia de RNA a la membrana es básicamente similar a la descrita 

para el caso de "Southern blot", con la excepción de que el RNA no es nunca 

depurinado o desnaturalizado con NaOH. En nuestro caso, las transferencias se 

realizaron empleando presión positiva mediante Posiblot (Stratagene, La Jolla, CA). 

Una vez finalizadas éstas, el filtro era irradiado con luz ultravioleta de onda corta para 

crear uniones covalentes del RNA con el nylon mediante el uso de UV-Stratalinker 

modelo 1800 (Stratagene, La Jolla, CA). El tamaño molecular de la banda de 

hibridación se calculaba mediante interpolación sobre una recta patrón realizada 

mediante marcadores de tamaño molecular de RNA fraccionados en el mismo gel y que 

posteriormente se habían teñido con bromuro de etidio. 
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 El protocolo para la prehibridación, hibridación y lavados era el recomendado 

por la firma fabricante de las membranas de nylon, GeneScreenPLUS (NEN, Boston, 

MA), destacando la presencia de formamida desionizada en las soluciones de 

prehibridación e hibridación con objeto de incubar los filtros a una baja temperatura (42 

°C), ya que el RNA no puede ser calentado a altas temperaturas durante tiempo 

prolongado 

 

 Solución de prehibridación e hibridación 

 Formamida desionizada   50% (vol/vol) 

 NaHPO4 pH 7                    250 mM 

 NaCl                                         50 mM 

 EDTA                                        1 mM 

 BLOTTO                                   0,1% (p/vol) 

 SDS                1% (p/vol) 

 DNA desnaturalizado de salmón      0.5 mg/mL 

  

 2.2.4. Marcaje radioactivo de sondas.  

 

 Como método de elección para el marcaje de sondas usadas en los "Northern 

blot" se empleó el preparado comercial "Random primed DNA Labeling Kit", (Roche, 

Alemania), siguendo las indicaciones del fabricante.Las sondas marcadas 

radioctivamente eran obtenidas incubando de 10 a 50 ng de sonda a 37 °C durante 1 h. 

con una mezcla de dATP, dGTP, dTTP y [α32P]dCTP en presencia del fragmento 

Klenow de la DNA polimerasa I de E. coli. Esta técnica (Feinberg y Vogelstein, 1983), 

permite la síntesis de sondas de DNA de alta radioactividad específica (1,8x109 

dpm/mg) y marcadas uniformemente. La separación de los nucleótidos no incorporados 

se conseguía mediante gel filtración en columnas de Sephadex G-50. 

 

2.3. DETERMINACIÓN DE PARÁMETROS SÉRICOS. 

 

 Para la obtención del suero se sacrificó a los animales por decapitación e in-

mediatamente se recogió la sangre en tubos de vidrio mantenidos a 0 °C. El suero se 

obtuvo tras dejar coagular la sangre durante 30 minutos a 0 °C. El coágulo se separó 
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mediante centrifugación a 2000xg durante 15 minutos. El suero se mantenía congelado 

a - 20 °C hasta el momento de la determinación de la insulina o IGF-1. 

 

 2.3.1. Glucosa. 

 

Los niveles de glucosa en sangre se determinaron mediante el sistema Glucometer 

eliteTM de Bayer a partir de 5µl de sangre total obtenida de la vena caudal de los 

animales. 

 

 2.3.2. Insulina. 

 

 La insulina se determinó por radioinmunoensayo en suero y en medios de 

incubación de islotes aislados (CIS Biointernational, Gif-Sur-Yvette, Francia). El 

método tiene un límite de sensibilidad de 30 pM y una variación intraensayo del 6%.  

 

 2.3.3. IGF-1. 

 

 Los niveles de IGF-1 en suero se determinaron por radioinmunoensayo (Nichols 

Institute Diagnostics, San Juan Capistrano, CA, USA). 

 

 2.3.4. Triglicéridos. 

 

 Los triglicéridos séricos se determinaron siguiendo el método enzimático de 

Wahlefeld (1974) basado en la cuantificación del cromógeno PAP. Este es obtenido a 

partir de tres reacciones acopladas en las que intervienen la glicerol quinasa, la glicerol 

3-fosfato oxidasa y la peroxidasa. Se empleó el ensayo PeridochromR Triglicéridos 

GPO-PAP, adaptado por Roche para el COBAS-bio.  

 

 2.3.5. Acidos grasos no esterificados (NEFAs). 

 

 La determinación de los ácidos grasos no esterificados en suero se realizó 

mediante el método enzimático NEFA C de la firma comercial Wako Chemicals, Neuss, 

Alemania, adaptado al autoanalizador COBAS-bio. Se basaba en la cuantificación de un 
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cromógeno obtenido tras el acoplamiento de tres reacciones en las que intervienen la 

Acil-CoA sintetasa, la Acil-CoA oxidasa y la peroxidasa. 

 

 2.3.6 ß-Hidroxibutirato. 

 

Los niveles séricos de ß-hidroxibutirato se determinaron en el autoanalizador COBAS 

BIO, utilizando el método colorimétrico del kit comercial D-3-Hydroxybutyric acid de 

Roche. 

 

2.4. TEST DE TOLERANCIA A LA GLUCOSA. 

 

 El test de tolerancia a la glucosa es un test que tiene como objetivo comprobar si 

los animales son capaces de responder correctamente a una sobrecarga de glucosa. Se 

escogieron animales controles y transgénicos y fueron anestesiados con Avertin.  Se les 

realizó un control de la glucemia basal a tiempo cero. La glucemia fue medida con el 

Glucometer Elite TM de Bayer. Cuando los animales se estabilizaron se les inyectó 

intraperitonealmente una dosis de 1 mg de glucosa por gramo de peso vivo. A partir de 

este momento se realizaron extracciones de sangre seriadas con un intervalo de 30 min 

hasta las 3 horas desde el inicio del test. 

 

2.5. INDUCCIÓN DE LA DIABETES EXPERIMENTAL MEDIANTE STZ. 

 

Se administraron 5 dosis STZ consecutivas durante 5 dias por vía intraperitoneal, de 

50mg/Kg de peso corporal. La estreptozotocina se disolvió en una solución de citrato 

sódico 10 mM con 0.9 % NaCl, pH 4,5 inmediatamente antes de su administración.  

 

2.6. ANÁLISIS INMUNOHISTOQUÍMICO. 

 

 Para la detección inmunohistoquímica de IGF1, insulina, glucagón, 

somatostatina y polipéptido pancreático, los páncreas procedentes de ratones 

transgénicos y controles se fijaron durante 12-14 h en formol, posteriormente se 

incluyeron en parafina con un inclusor tipo Histokinette y de aquí se realizaron 

diferentes secciones. Las secciones eran incubadas durante toda la noche a 4ºC con los 

anticuerpos: contra IGF1 (GroPep, Adelaide, Australia) dilición 1:100,  contra insulina 
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(DAKO Corp., Carpinteria, CA) dilución 1:1000, contra glucagón (ICN Biochemicals 

Inc., Cleveland, OH) dilución 1:4000, contra somatostatina (ICN Biochemicals Inc., 

Cleveland.) dilución 1:2000, contra polipéptido pancreático (ICN Biochemicals Icn.) 

dilución 1:20000. El anticuerpo secundario IgG de conejo contra cobayo, conjugado con 

peroxidasa era de Roche Molecular Biochemicals,  el secundario de cabra contra conejo 

biotinilado y como terciario el conjugado con el complejo ABC obtenido en Vector, 

Burlingame, CA. Como cromógeno se usó diaminobenzidina (DAB). Los cortes se 

contrastaban con Mayer´s hematoxilina. 

 

 2.6.1 Análisis de los niveles de replicación de la célula ß. 

 

 Para medir los niveles de replicación se inyectaban intraperitonealmente 

100mg/Kg de peso de 5-bromo-2-deoxyuridina (BrdU) (Sigma Chemical Co.,St.Louis, 

MO), a ratones control y trasngénicos 8 horas antes de su  sacrificio. En secciones de 

parafina (5µm) se realizaba doble tinción para ver las células no ß, con un cóctel de 

anticuerpos contra (glucagón, somatostatina y polipéptido pancreático), y para la BrdU 

(bromodeoxyurinina), con un anticuerpo monoclonal de ratón contra BrdU (Sigma 

Chemical Co.) diluido 1:1000, seguidamente se añadió un segundo anticuerpo contra 

IgG de ratón conjugado con peroxidasa. En estos cortes se observaban con el citosol 

rojo las células no ß, mientras que las células positivas para BrdU tenían el núcleo 

marrón oscuro. Seguidamente se contaban el número de células ß positivas por corte. 

Los datos se expresaban como porcentaje de células ß  BrdU positivas por el número 

total de células ß, tras 8h de la inyección de BrdU. 

 

 2.6.2 Análisis morfométrico. 

 

 Para el análisis morfométrico, los páncreas se obtenian de animales controles y 

transgénicos, y la detección inmunohistoquímica de insulina se realizaba en 3 secciones 

(2 a 3 µm) separadas cada una por unos 200 µm. El área de los islotes y el área de cada 

sección de páncreas se determinaba utilizando el microscopio Nikon Eclipse E800 

(Nikon Corp., Tokio, Japan) conectado a una cámara de video con un minitor en color y 

un analizador de imagenes (analySIS 3.0, Soft Imaging System  Corp., Lakewood, CO). 

Mediante la inmunodetección de insulina se delimitaba el área de células ß del páncreas. 

El porcentaje de célula ß del páncreas se calculaba dividiendo el sumatorio de las áreas 
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que presentaban positividad a insulina en una sección de páncreas por el área total de la 

sección y multiplicando esta relación por 100. La masa de célula ß se calculaba 

multiplicando el peso del páncreas por el % del área de célula ß. La neogénesis era 

determinada de forma similar, pero  solo se contaban las células positivas para insulina 

adheridas a los ductos pancreáticos por sección. Para determinar el tamaño de la célula 

ß, se hacia la media del área de las secciones de todas las células individuales adheridas 

a los ductos.  Para obtener el porcentaje del área de células ß neogénicas en cada 

sección, se multiplicaba el numero de células ß adheridas a los ductos por el tamaño de 

la célula ß y se dividia por el área total de la sección y esta relación era multiplicada por 

100. La masa de célula ß neogénica se obtenia multiplicando el peso del páncreas por el 

% del área de célula ß neogénica. 

 

 2.6.3 Detección de apoptosis en la célula ß. 

 

 Para el análisis de la apoptosis se desparafinaban las muestras con xilol y etanol 

(100%,96% diluido con agua destilada). Seguidamente se trataban las muestras con 

Proteinasa K (20µg/ml con Tris/HCl pH 7.6, 5-10min, 37°C). Posteriormente se 

permeabilizaban las muestras con Triton X (0.1% en PBS, 2 min a 25°C). Finalmente se 

realizaba doble tinción para detectar apoptosis y célula ß, utilizando marcaje terminal 

con dideoxinucleotidos dUTP mediada por dideoxinuleotiltransferasa (TdT), Kit de 

Detección de muerte celular In Situ, ( Roche ) y anticuerpo de cobaya contra insulina 

porcina (1:1000). Como secundario para la insulina se uso un anticuerpo de conejo 

contra cobaya marcado con rodamina (Sigma Chemical Co.). Además se contrastaban 

las muestras con Hoechst (33258), para descartar falsos positivos y asegurar que eran 

núcleos y no eritrocitos. Una vez realizada la inmuno se contaban el número de células 

doble positivas para TUNEL y insulina por sección. Los resultados se expresaban como 

procentaje de células doble positivas por el total de células ß. 

 

 2.6.4 Análisis del grado de insulitis. 

 

 Para determinar el grado de infiltración de los islotes las secciones de páncreas 

se  contrastaban con hematoxilina/eosina. Posteriormente se contaban el número de 

isltotes no infiltrados, 0: con una infiltración <25%, 1: con una infiltración >25% y 

<50%, 2: y con un grado de infiltración >50%, 3 por corte. Se contaron 
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aproximadamente 25 islotes por corte y 12 cortes por animal. Los datos se expresan 

como el porcentaje del grado de infiltración por el total de islotes. 

 

2.7. CÁLCULO ESTADÍSTICO. 

 

 Los resultados se expresan como media ± error estandar de la media. La 

comparación de resultados se realiza mediante t de Student de datos no apareados. Las 

diferencias se consideran estadísticamente significativas con * p<0.05 y ** p<0.01. 
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