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La diabetis mellitus (DM) tipus 2 és una malaltia d’elevada incidència i 

prevalença  en el nostre medi (1) i que condiciona una elevada despesa econòmica en 

el sistema sanitari (2). Es tracta d’un trastorn extremadament heterogeni caracteritzat 

per múltiples defectes en l’acció  i secreció de la insulina, que presenta un component 

de susceptibilitat genètica i un factor ambiental desencadenant (3). Malgrat l’optimisme 

inicial considerant que podria ser identificat un trastorn genètic que explicaria la 

majoria de formes de diabetis, només en una minoria de casos de diabetis tipus 2 ha 

pogut ser perfectament definit un defecte genètic simple, com són les formes 

monogèniques de diabetis tipus MODY (4) o les infreqüents formes de diabetis 

secundària a síndromes genètiques (5) o a alteracions de l’ADN mitocondrial (6). El 

component genètic de les formes més comunes de diabetis tipus 2 és probablement 

complex i involucra les interaccions de múltiples gens i factors ambientals. 

 

Malgrat la gran controvèrsia existent en relació a la patogènia de la diabetis 

tipus 2, està acceptat de forma generalitzada que: 1) la malaltia presenta un important 

component genètic i ambiental (adquirit) (7-10); 2) la seva herència és poligènica, la 

qual cosa significa que és necessària la presència simultània de diversos defectes 

genètics o polimorfismes pel desenvolupament de la malaltia (11); 3) la disrupció de la 

relació normal entre la funció de la cèl·lula β i la sensibilitat a la insulina, ambdues 

genèticament regulades, constitueix un punt central en la patogènia de la diabetis tipus 

2 (3); 4) la majoria de pacients són obesos; i 5) l’obesitat, especialment l’obesitat 

intraabdominal, causa resistència a la insulina (12) i està genèticament determinada 

(13).  

 

El component genètic de la diabetis tipus 2 està avalat per estudis realitzats en 

germans bessons, on s’observa una major concordància en monozigòtics (70-80%) 

que en dizigòtics (14, 15). També s’ha observat una major incidència de diabetis tipus 
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2 en determinats grups ètnics que comparteixen ambients similars (16, 17). Però, pot 

ser l’argument més important a favor d’aquest component genètic sigui la modificació 

de la incidència de la diabetis tipus 2 en parelles mixtes de races diferents (18). 

Malgrat les diverses evidències que apunten a una clara predisposició genètica, les 

bases moleculars de l’herència de la diabetis tipus 2 no han pogut ser completament 

dilucidades (19). 

 

En una primera part d’aquest apartat introductori es fa una revisió somera dels 

possibles gens candidats pel desenvolupament de la diabetis tipus 2. La definició de 

les bases genètiques de la DM tipus 2 permetrà un millor coneixement de la seva 

fisiopatologia i  el desenvolupament de noves estratègies terapèutiques.  En la segona 

part, ens centrarem en la importància de la presència d’amiloide en els illots 

pancreàtics en la patogènia i tractament de la diabetis tipus 2. 

 

1.- Bases genètiques de la DM tipus 2. Estudi de gens 

candidats en el desenvolupament de la DM tipus 2. 

 

1.1- Gen de la insulina 

 
El gen de la insulina, localitzat en el cromosoma 11p, fou un dels primers gens 

candidats considerats en la base genètica de la diabetis tipus 2. Les mutacions en la 

regió codificant del gen constituirien menys d’un 1% de casos, presenten un patró de 

herència autosòmica dominant, i donarien lloc a la producció d’insulines anormals amb 

activitat biològica notablement reduïda (20, 21). En aquesta regió s’han descrit dos 

tipus de mutacions puntuals. Les primeres condicionarien una alteració en la 

seqüència primària de les cadenes A i B de la insulina, afectant el domini d’unió de 

l’hormona al seu receptor. El fenotipus associat seria hiperglucèmia, hiperinsulinèmia, 
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nivells normals de pèptid C i una resposta normal a l’administració exògena d’insulina 

(22). Les segones alterarien el processament de la molècula de la insulina, donant lloc 

a hiperproinsulinèmia (23, 24). D’altra banda, també s’han detectat polimorfismes 

localitzats en la regió promotora del gen afectant a un 5% d’individus d’origen 

afroamericà (25).  

 

No obstant, l’associació entre defectes del gen de la insulina i diabetis tipus 2 

ha resultat negativa o poc freqüent en la majoria de poblacions estudiades, indicant 

que aquest gen no estaria involucrat en la patogènia de la diabetis tipus 2 en la majoria 

de pacients (21, 26, 27).  

 

1.2- Gen del receptor de la insulina 

 

El receptor de la insulina és una proteïna transmembrana consistent en dos 

subunitats α de 719 o 731 aminoàcids i 2 subunitats β de 620 aminoàcids (28). La 

cadena α és extracel.lular i s’uneix a la insulina, mentre que la cadena β travessa la 

membrana presentant el domini tirosin-cinasa en la regió citoplasmàtica (29). El gen 

del receptor de la insulina, clonat per Seino en 1989 (30), està ubicat en el cromosoma 

19p i consisteix en 22 exons (31). S’han identificat  un total de 35 mutacions en aquest 

gen, majorment en famílies amb síndromes caracteritzades per una severa resistència 

a la insulina (32-35), incloent-hi leprechaunisme, la síndrome de Rabson-Mendenhall 

(resistència a la insulina, acantosis nigricans, alteracions dentals i ungueals, i 

hiperplàsia pineal), diabetis lipoatròfica, i resistència a la insulina de tipus A 

(resistència a la insulina, acantosis nigricans i hiperandrogenisme). En conjunt, les 

mutacions en el receptor insulínic només representen un 0.1% del total de casos de 

diabetis tipus 2, per la qual cosa el gen del receptor de la insulina tampoc constituiria 

un candidat major en la susceptibilitat a desenvolupar diabetis en la població general. 
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1.3- Gen del substrat del receptor insulínic-1 (IRS-1) 

 
El substrat del receptor insulínic-1 o IRS-1 constitueix el principal substrat del 

receptor de la insulina, formant part de la via de senyalització de la insulina. IRS-1 

conté 21 llocs tirosina en la regió carboxiterminal susceptibles de ser fosforilats com a 

conseqüència de l’activació del receptor de la insulina o d’IGF1. L’activitat tirosin-

cinasa del receptor de la insulina donarà lloc a la fosforilació dels residus tirosina, 

fonamentalment ubicats en posició 460, 608, 939 i 987. Les fosfotirosines d’aquesta 

proteïna s’uniran als dominis SH2 de la subunitat p85α (de 85 KDa) de la 

fosfatidilinositol 3-cinasa (PI 3-cinasa), conduint a l’activació de la PI 3-cinasa i ulterior 

estimulació del transport de la glucosa i de la síntesi de glicogen (36, 37). 

  

El gen codificant per IRS-1 està ubicat en humans en el cromosoma 2q (38). 

Donat que IRS-1 és un element central en la regulació de PI 3-cinasa per insulina i 

IGF1, podria presentar un paper important en la translocació de GLUT4 estimulada per 

la insulina, així com en la regulació del creixement cel·lular (39, 40). En aquest sentit, 

ratolins homozigots deficients en IRS-1 presenten resistència a la insulina i retràs de 

creixement (41), per tant, constituiria un excel·lent gen candidat per la diabetis tipus 2.  

No obstant, si bé l’estudi molecular del gen d’IRS-1 ha demostrat l’existència de 

mutacions en alguns pacients amb diabetis tipus 2, la seva prevalència és baixa i no 

explicarien la major part de casos (42-46). 

 

D’altra banda, un substrat alternatiu pel receptor de la insulina és IRS-2, que 

presenta una homologia del 43% amb IRS-1. El gen codificant per IRS-2 en humans 

està ubicat en el cromosoma 13q (47). S’ha demostrat que ratolins deficients amb IRS-

2 desenvolupen retràs de creixement i diabetis (48), indicant que la disfunció d’IRS-2 
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podria contribuir en la predisposició genètica a la diabetis tipus 2. Això no obstant, la 

majoria d’estudis han descartat que es tracti d’un locus major de susceptibilitat (49-51). 

 
1.4- Gens del transportadors de la glucosa: Glut-1, Glut-2 i Glut-4 

 
Les diferents isoformes dels transportadors de la glucosa Glut-1, Glut-2 i Glut-4 

també van ser considerades inicialment com potencials gens candidats en la diabetis. 

Els nivells d’expressió més importants d’ARNm per Glut-1 es trobarien en placenta, 

cervell i ronyó, l’ARNm de Glut-2  s’expressaria en la cèl·lula β i fetge, així com en 

ronyó i budell prim; l’ARNm de Glut-4 es trobaria en teixit muscular i adipós, sent 

responsable de la utilització de glucosa estimulada per insulina. S’han identificat les 

localitzacions cromosòmiques dels gens codificants. El gen de Glut-1, que va ser el 

primer en ser caracteritzat, està ubicat en el cromosoma 1p i consta de 10 exons. Els 

gens de Glut-2 i Glut-4  estan ubicats en els cromosomes 3q i 17p, respectivament,  i 

ambdós contenen 11 exons (52). Malgrat que alteracions dels transportadors de la 

glucosa podrien potencialment causar disfunció de la cèl·lula β i resistència a la 

insulina, les expectatives inicials no s’han complert, i l’estudi de Glut-1 ha resultat 

negatiu, mentre que en el cas de Glut-2 i Glut-4 només s’han detectat variants poc 

freqüents o sense repercussió funcional clara (53-57). 

 
1.5- Síndromes MODY 

 
Les síndromes MODY (“Maturity Onset Diabetes of the Young”) constitueixen 

un subtipus genètica i clínicament heterogeni de diabetis, sent les formes 

monogèniques de diabetis més extensament estudiades. Actualment aquesta forma de 

diabetis està classificada dins del grup de defectes genètics de la cèl·lula β (58). La 

síndrome MODY es caracteritza per: 1) inici de la diabetis en edats joves (infantesa, 

adolescència, o adults joves d’edat inferior als 25 anys); 2) herència autosòmica 
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dominant; 3) defectes en la secreció d’insulina (59). El caràcter ben definit de la seva 

herència, amb una elevada penetrança i l’inici precoç de la malaltia, facilita el 

reclutament d’amplis pedigrís familiars, fent que sigui un model atractiu per estudis 

genètics en la diabetis.  

 

La taula 1 mostra un estudi comparatiu entre les característiques generals de 

les 3 formes més freqüents de diabetis d’inici juvenil: diabetis tipus 1, tipus 2 i MODY. 

 

 

 DM tipus 1 MODY DM tipus 2 

Edat d’inici pics als 5 i 15 anys < 25 anys adolescents, adults joves

Ètnia predominant caucàsica caucàsica llatins, afroamericans, 

americans natius 

Ratio Home:Dona 1.1 : 1 1 : 1 1 : 1.5 

Severitat a l’inici aguda 

requereix insulina 

subtil 

no requereix insulina 

subtil 

no requereix insulina 

HLA DR3, DR4 molt comú absent absent 

Autoimmunitat antiillot present absent absent 

Cetosi, CAD comunes rares infreqüents 

Prevalença obesitat infreqüent infreqüent ≥ 90% 

% casos inici juvenil de 

diabetis 

causa més freqüent ≤ 5% de casos en 

caucàsics joves 

freqüència en augment 

Familiar 1r grau afecte ≤ 15 % 100 % Variable, però comú 

Herència no mendeliana 

freqüentment esporàdica

autosòmica dominant no mendeliana 

++ familiar 

Gens en l’herència poligènica Monogènica poligènica 

Patogènia destrucció autoimmune 

cèl·lula β, insulinopènia 

disfunció cèl·lula β, 

insulinopènia 

resistència a la insulina + 

relativa insulinopènia 

 

Taula 1.  Comparació de les formes juvenils més comunes de diabetis. CAD, cetoacidosi.  
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La variabilitat fenotípica del subjectes amb MODY va suggerir que la seva base 

genètica era heterogènia, la qual cosa va ser confirmada pels estudis genètics. S’han 

descrit fins al moment actual 5 subtipus diferents de MODY (veure Taula 2) : 1) 

diabetis causada per mutacions en el gen del factor nuclear-4α dels hepatòcits (HNF-

4α), en el cromosoma 20q, designada MODY 1 (60); 2) diabetis associada a mutacions 

en el gen de la glucocinasa, en el cromosoma 7p, designada MODY 2 (61); 3) diabetis 

associada a mutacions en el gen del factor nuclear-1α dels hepatòcits (HNF-1α), en el 

cromosoma 12q, designada MODY 3 (62): 4) diabetis associada a mutacions en el 

factor promotor de la insulina 1 (IPF1, també anomenat PDX 1 per “pancreatic 

duodenal homeobox-1 protein”, IDX-1 per “islet duodenum homeobox-1”), en el 

cromosoma 13q (63), designada MODY 4; 5) diabetis associada a mutacions del factor 

nuclear-1β (HNF-1β), en el cromosoma 17, designada MODY 5 (64).  

 

 

 MODY 1 MODY 2 MODY 3 MODY 4 MODY 5 

Proteïna mutada HNF-4α Glucocinasa HNF-1α IPF1 HNF-1β 

Gen 20q12-q13.1 7p15-p13 12q24.2 13q12.1 17cen-q21.3

Distribució 
(% Famílies MODY) 

0-9% 8-63 % 21-73 % rara (<1%) rara 

% de DM tipus 2 infreqüent < 0.2 % 1-2 % infreqüent infreqüent 

Inici hiperglucèmia postpuberal Infantesa postpuberal adults joves NR 

Severitat de la DM severa moderada severa moderada ? NR 

Complicacions freqüents rares freqüents NR ++renals 

 

Taula 2.  Comparació de les diferents formes més comunes de MODY. NR, no reportat. 
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La distribució de les formes MODY és universal, i encara que es pensava que 

constituïa una forma rara de diabetis tipus 2, la seva prevalència pot haver estat 

subestimada per un diagnòstic tardà de la hiperglucèmia. Així, estudis recents 

suggereixen que aproximadament un 2-5% de pacients amb diabetis tipus 2 podrien 

presentar de fet MODY (65). Les prevalences relatives dels diferents subtipus de 

MODY varien notablement en les diferents poblacions estudiades (66-72). MODY 2 

representa el 8-63% de casos, sent la forma més prevalent en França (66, 67), mentre 

que MODY 3 representa el 21-73% de casos, sent la més prevalent en Anglaterra (69). 

MODY 1, MODY 4 i MODY 5 constitueixen formes poc freqüents, havent sent descrits 

només en algunes famílies. Un estudi recent en població espanyola amb 20 pedigrís 

familiars amb el diagnòstic clínic de MODY, ha mostrat que el subtipus més freqüent 

era MODY 3, amb una prevalença relativa del 35% (72). 

 

1.5.1- MODY- 1: HNF- 4α  

Es una forma poc prevalent de MODY. L’extensa família RW va ser en 1991 la 

primera (i la única, fins recentment) en la que es va demostrar la presència de 

lligament pel braç llarg del cromosoma 20 (73). No obstant, la raresa d’aquest subtipus 

genètic va enrederir la identificació del gen corresponent, que actualment se sap que 

està ubicat en la regió 20q12-q13.1 (60). L’estudi per seqüenciació d’aquesta família 

va detectar la presència d’una mutació antisentit a l’exó 7 del gen, a conseqüència de 

la qual la glutamina en posició 268 va seguida d’un codó stop (Q268X), donant lloc a 

una proteïna truncada. Posteriorment, van ser descrites mutacions diferents en altres 

famílies : E276G (74), R154X (75), T130I i V255M (76), R127W (77), V393I (78), 

G115S, I454V (79).  

El gen responsable de MODY 1 codifica el factor de transcripció HNF-4α, un 

membre de la superfamília de receptors nuclears i que actua regulant positivament 

l’expressió de HNF-1α (80).  
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Fenotípicament, pacients amb mutacions en HNF-4α presenten un 

deteriorament progressiu de la secreció d’insulina com a conseqüència de la disfunció 

de la cèl·lula β (78, 81), i una prevalença de complicacions microvasculars semblant a 

la diabetis tipus 1 (82).   

 

1.5.2- MODY- 2: Glucocinasa 

 
Froguel i col. van ser els primers en relacionar la presència de mutacions en el 

gen de la glucocinasa amb l’herència del MODY (61). En 1992 van estudiar 16 famílies 

franceses, detectant lligament positiu en 14 famílies entre el locus de la glucocinasa en 

el cromosoma 7p i diabetis. Estudis posteriors han confirmat l’existència de mutacions 

en el gen de la glucocinasa en famílies de diferents orígens ètnics, havent-se detectat 

fins al moment actual més de 80 mutacions en el gen (67, 70-72, 83-87). En la 

immensa majoria dels casos es tracta de mutacions puntuals afectant a la regió 

codificant del gen (veure Figura 1). Les mutacions descrites donen lloc a la substitució 

d’un aminoàcid, o bé a la síntesi d’una proteïna truncada per la creació d’un codó 

d’acabament prematur (codó stop), afectant en ocasions nucleòtids ubicats en les 

regions d’unió exó-intró i produint com a conseqüència l’expressió d’un ARN missatger 

anormal. D’altra banda, també s’han detectat mutacions del gen en dones amb 

diabetis gestacional, suggerint que la gestació en aquestes pacients podria 

desemmascarar una síndrome MODY subclínica (88, 89).  

 

Cal remarcar que  individus MODY 2 són universalment heterozigots, amb un 

al.lel mutat i un normal de la glucocinasa. No s’han descrits casos d’homozigosi per a 

mutacions del gen de la glucocinasa en humans, ja que és una situació incompatible 

amb la vida. Així, s’ha demostrat que ratolins homozigots deficients en glucocinasa 
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desenvolupen una diabetis severa després del naixement i moren durant la primera 

setmana de vida si no son tractats (90). 

 

 

 Exó 1a   1b  1c       2           3             4        5         6            7            8             9            10            

•S418-1G →C
•S418-7del11
•V455M

•L122-1G→T
•S131P
•H137R
•F150S
•K161+2del10
•K161+2del15

Promotor cèl.lula β

Promotor fetge

•R36W
•A53S
•E70K

•G72R
•G80A
•L88del10
•Q98X

•T168P
•G175R
•V182M
•R186X
•A188T
•G193+1
del33

•E200K
•V203A
•T209M
•T206M
•M210T
•C213R
•E221K
•V226M
•V226fs
delTinsAA

•T228M
•E248X
•E256K
•W257R
•G261R
•G261E
•G265X
•E279X
•E279Q
•A259T
•G227-2A →T
•M238fsdelT

•G299R
•E300Q
•E300K
•L309P
•S336L

•S360X
•V367M
•A384T
•R385X
•K414E
•V401del1

•D/N4
•A/T11

 
 
Figura 1.  Representació esquemàtica del gen de la glucocinasa en el locus 7p15-p13.1 i 

distribució de les mutacions descrites (de les referències 67, 70-72, 83-87). 

 

La glucocinasa s’expressa majoritàriament en cèl·lules β pancreàtiques i en 

fetge, on fosforila la glucosa a glucosa-6 fosfat, exercint una paper rellevant en la 

regulació del metabolisme de la glucosa en aquests teixits (91). Aquest enzim es 

diferencia dels altres membres de la família d’hexocinases en mamífers per la seva 

baixa afinitat per la glucosa (Km = 8 vs. 0.02-0.2 mmol/l per hexocinases). Estudis 

cinètics han mostrat un deteriorament de l’activitat enzimàtica de la diverses proteïnes 

mutants, les quals presenten una disminució en la Vmax o afinitat de la glucocinasa per 

la glucosa (92, 93). Aquesta disminució de l’activitat glucocinasa en les cèl·lules β es 
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tradueix in vivo en una alteració del sistema sensor de la glucosa i, en conseqüència, 

en un augment del dintell de la secreció d’insulina induïda per la glucosa en aquestes 

cèl·lules, i en un desplaçament cap a la dreta de la corba dosi-resposta relacionant 

concentracions de glucosa i taxa de secreció d’insulina (veure Figura 2). Així, la 

comparació de la secreció d’insulina en front diferents concentracions de glucosa ha 

demostrat que individus portadors de mutacions en el gen de la glucocinasa presenten 

en relació als controls una reducció superior al 50% en la secreció d’insulina per una 

determinada concentració de glucosa (94). D’altra banda, la secreció d’insulina en 

resposta a l’arginina està preservada habitualment (95), la qual cosa recolza el fet que 

en el MODY 2 està afectat el sistema sensor de la glucosa.  

 

3                     6                       9                     12                    15               
Glucèmia (mmol/l)

600

500

400

300

200

100

   0

TS
I (

pm
ol

/l)

MODY 1

MODY 2

MODY 3

CONTROL

 
 
Figura 2.  Taxa de secreció d’insulina (TSI) en funció de les concentracions de glucosa en 

plasma durant la infusió endovenosa de glucosa en 4 grups: controls no diabètics, pacients 

amb MODY 1, MODY 2,  i MODY 3. Inicialment, la taxa de secreció d’insulina en pacients amb 

MODY1 i MODY 3 és normal, però quan les concentracions plasmàtiques de glucosa són 

superiors a 100-150 mg/dl (5.5-8 mmol/l) és clarament patològica en relació a controls. La TSI 

en pacients amb MODY 2 inicialment és baixa, però augmenta gradualment amb l’increment de 

la glucèmia. Per tant, la corba dosi-resposta està desplaçada cap a la dreta.   
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D’altra banda, donat que la glucocinasa s’expressa en teixit pancreàtic i en 

fetge, i donat que les mutacions afecten simultàniament les dues isoformes, també 

estarà disminuïda l’activitat glucocinasa en els hepatòcits. Això conduirà a una 

disminució de la síntesi de glicogen (96), així com a una reducció de la supressió de la 

gluconeogènesi que es produeix fisiològicament durant la ingesta (97). Ambdós 

mecanismes (disminució de la glicogenosíntesi i augment de la gluconeogènesi) 

contribueixen de forma important en la hiperglucèmia postprandial que presenten 

pacients amb MODY 2. Per tant, es evident que en la patogènia de la diabetis en 

aquests pacients no només estaria involucrada l’alteració de la funció de la cèl·lula β, 

sinó que també l’alteració del metabolisme de la glucosa en el fetge exerciria un paper 

rellevant.   

No obstant les nombroses mutacions de la glucocinasa descrites al llarg de la 

literatura, pacients amb MODY 2 comparteixen un fenotipus comú: 

1) L’hiperglucèmia associada és freqüentment moderada, malgrat la presència 

de múltiples defectes tant en pàncrees com en fetge. En el curs evolutiu es 

produeix un cert deteriorament de la funció de la cèl·lula β, però que no 

arriba a ser tan sever com en pacients amb MODY 3 (82).  

2) La penetrança en les famílies afectes és ràpidament completa, de forma 

que pràcticament tots els individus portadors de mutacions es troben 

afectes abans de la pubertat, sent 12 mesos l’edat de diagnòstic més 

precoç reportada (67).   

3) Malgrat la llarga duració de la hiperglucèmia, el dèficit de glucocinasa no 

s’associa a un risc incrementat de complicacions cròniques de diabetis. En 

aquest sentit, s’ha documentat un baixa prevalença de retinopatia 

proliferativa, proteinúria i neuropatia perifèrica en pacients amb MODY 2 en 

relació a altres subtipus de MODY o a les formes clàssiques de diabetis 
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tipus 2 (67, 98). Això pot ser degut a la hiperglucèmia relativament 

moderada o a la baixa prevalença d’hipertensió arterial que presenten 

aquests pacients.     

 

1.5.3- MODY- 3: HNF-1α  

 
El gen de MODY 3 ha estat recentment identificat com el gen codificant per 

HNF-1α, ubicat en la regió cromosòmica 12q24.2 (62). HNF-1α és un factor de 

transcripció involucrat en la regulació tissular específica de gens hepàtics, incloent-hi 

albúmina, α1-antitripsina, fibrinògen α i β, factors de coagulació i apolipoproteïnes  

(99). S’expressa en fetge,  illots pancreàtics, tracte digestiu i ronyó. Defectes en HNF-

1α s’associen freqüentment a alteracions de la reabsorció tubular de glucosa i fosfat, 

probablement secundàries a una disminució de l’expressió de les proteïnes 

transportadores corresponents (100). Així, s’ha demostrat que ratolins amb deficiència 

completa de HNF-1α desenvolupaven disfunció hepàtica, fenilcetonúria i síndrome de 

Fanconi (101). Aquest factor de transcripció presenta 3 dominis funcionals: un domini 

de dimerització, un domini d’unió a l’ADN i un domini transactivador o d’activació 

transcripcional (102). 

 

Estudis genètics en famílies de diferents orígens ètnics, han confirmat que 

mutacions en HNF-1 α constitueixen la causa més freqüent de MODY (a excepció de 

França on, tal com s’ha comentat prèviament, la forma més prevalent és el MODY 2), 

havent-se detectat fins a l’actualitat més de 80 mutacions diferents, localitzades en les 

regions codificants i en la regió promotora (68-72, 103-107), (veure Figura 3). 

 

Mutacions en HNF-1α donen lloc a un deteriorament progressiu de la funció de 

la cèl·lula β, en absència de resistència a la insulina (59). Inicialment, la producció 
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basal d’insulina en condicions de normoglucèmia està preservada, però la capacitat 

d’augmentar la secreció d’insulina en front d’una situació d’hiperglucèmia està 

disminuïda. A mida que la funció cel·lular β es deteriora, també resulta afectada la 

producció basal, amb la conseqüent hiperglucèmia progressiva que freqüentment 

requereix tractament amb insulina. En general les mutacions presenten elevada 

penetrança, i la majoria d’individus portadors presenten diabetis a l’edat de 25 anys 

(69). Les complicacions microvasculars són freqüents en el MODY 3 com a resultat del 

deficient control metabòlic (98, 108), i és un tret fenotípic característic de la malaltia 

l’elevada sensibilitat a l’efecte hipoglucèmic de les sulfanilurees (109), les quals 

constitueixen una important eina terapèutica.  

 

Promotor    E1          E2          E3           E4          E5         E6           E7          E8         E9         E10     

-58A→C
-102G →C
-218T→C
-283A→C
-119delG

T620I
  

A559fsinsA
T547E548fsdelTG

IVS9nt+1G→A
L584S585fsinsTC

Domini de
 dimerització

  Domini d’unió a l’ADN                                        Domini transactivador

P519L

Q7X
L12H
A154X

R55G56fsdel5

L107R
K117E
Y122C
I128N
P129T
R131Q
R131W
V133M
S142F
H143Y
R159W
R159Q
R171X

S121fsdelC

G191D
R200W
R200Q
K205Q
Y218C
R229Q
R229X

C241G
C241R
V259D
T260M 
R263C
R272H
R272C

291fsinsC
P291fsdelC
G292fsdelG

IVSnt-2a>G
P379fsdelCT
P379fsdelT
P379fsinsC
T392fsdelA
Q401fsdelC

I414G415fsinsC
CdelTCG
G415R

P447L
A443fsdelCA

 
 
 
Figura 3.  Representació esquemàtica del gen HNF-1α en la regió cromosòmica 12q24.2, amb 

els 3 dominis funcionals de HNF-1α, i distribució de les mutacions descrites en la literatura (de 

les referències 68-72, 103-107). 
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Els mecanismes pels quals mutacions en HNF-1α s’associen a defectes de la 

cèl·lula  β i causen diabetis en el MODY 3 són, en gran part, desconeguts. Estudis 

recents indiquen que HNF-1α és un factor essencial per la transcripció del gen de la 

insulina així com per l’expressió de gens involucrats en el transport i metabolisme de la 

glucosa, tals com el GLUT 2 i la L-piruvat-cinasa (110, 111). Cal remarcar que ratolins 

heterozigots amb un al.lel normal i un al.lel inactivat de HNF-1α presenten una 

tolerància oral a la glucosa i una funció secretora d’insulina estrictament normals, i 

només desenvolupen diabetis quan són homozigots (112), mentre que subjectes 

MODY3 són heterozigots i expressen de forma completa el fenotipus de diabetis. Aquest 

fet suggereix que mutacions en humans podrien tenir un efecte dominant negatiu en la 

secreció d’insulina (111). Això no obstant, les dades experimentals indiquen que només 

mutacions localitzades en el domini transactivador de HNF-1α exerceixen aquest efecte 

dominant negatiu, mentre que mutacions en altres dominis de la proteïna no 

interfereixen en l’activitat de l’al.lel normal (113).   

 

1.5.4- MODY- 4: IPF1 (PDX1) 

 

El factor de transcripció PDX1 (“pancreatic and duodenal homeobox factor 1”), 

també anomenat IPF1 (“insulin promoter factor 1”) o IUF1 (“insulin upstream factor 1”) 

és un factor essencial pel desenvolupament embrionari dels illots pancreàtics i per la 

regulació de la transcripció dels gens específics del teixit pancreàtic endocrí en adults, 

tals com els gens de la insulina, GLUT2, glucocinasa i amilina en cèl·lules β, i el gen de 

la somatostatina en cèl·lules δ (114).  

Stoffers i col. van identificar una mutació en el gen de PDX1 en una extensa 

família que causa MODY (MODY 4) en situació d’heterozigosi, i agenèsia pancreàtica 

quan el gen mutat està present en homozigosi (63). Aquesta mutació consisteix en la 
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deleció de citosina en el codó 63 (P63fsdelC) en el domini transactivador o d’activitat 

transcripcional del gen, donant lloc a la creació d’un codó d’acabament prematur i a una 

proteïna truncada. La família estudiada presentava una elevada incidència de diabetis, 

sent l’edat mitja de diagnòstic de 35 anys amb un rang de 17 a 67 anys. Un infant 

homozigot per la mutació va néixer amb agenèsia pancreàtica i presenta diabetis i 

insuficiència pancreàtica exocrina (115). 

 

1.5.5- MODY 5: HNF- 1β 

 

  El factor de transcripció HNF-1β s’expressa fonamentalment en ronyó, fetge, 

budell, pulmó i pàncrees i forma heterodímers amb la proteïna estructuralment 

relacionada HNF-1α (116), exercint un paper crític en el desenvolupament renal (117). 

 

 Mutacions en el gen HNF-1β van ser inicialment descrites en dos famílies 

japoneses. Horikawa i col. van identificar la mutació R177X en el gen de HNF-1β en una 

família japonesa amb MODY (64), associant-se la presència d’aquesta mutació a 

diabetis i nefropatia. En aquesta primera família documentada, es van detectar tres 

subjectes amb la mutació R177X: la mare de 67 anys, amb antecedent de diabetis 

diagnosticada als 40 anys i tractada amb insulina, presentant com a complicacions 

cròniques retinopatia diabètica proliferativa i insuficiència renal crònica; la filla, de 36 

anys, amb diabetis diagnosticada als 10 anys, també amb retinopatia proliferativa i 

insuficiència renal crònica; el fill, de 31 anys, amb diabetis diagnosticada als 15 anys, 

tractada amb insulina, i proteinúria demostrada. En una segona família japonesa, es va 

descriure la mutació A263fsinsGG en el gen de HNF-1β, associant-se aquesta mutació 

a la presència de quists renals (118). L’edat de diagnòstic de diabetis oscil·lava entre 14 

i 61 anys, i el membres afectes presentaven insuficiència renal crònica i hipertensió 

arterial crònica o història d’hipertensió induïda per la gestació. 
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  En població caucàsica també s’ha descrit la presència de mutacions en HNF-1β 

associades a MODY i disfunció renal: A241T i G492S (119). A més a més, recentment 

s’ha documentat la presència d’una deleció de 75 pb a l’exó 2 de HNF-1β, que donaria 

lloc a una proteïna sense l’arginina en posició 137 i sense la lisina en posició 161 

(R137-K161del), en dos dones amb aplàsia vaginal i úter rudimentari (aplàsia 

Mulleriana), indicant que HNF-1β també podria ser un factor essencial en el 

desenvolupament dels genitals interns femenins (120).  

 

  Els mecanisme pel qual la pèrdua de funció de HNF-1β conduiria a un 

deteriorament de la funció de la cèl·lula β és en gran part desconegut, però se sap que 

HNF-1β regula la transcripció del gen de HNF-4α, i experiments in vitro han demostrat 

que mutacions en HNF-1β produeixen un deteriorament de la transcripció del gen de la 

insulina (121). 

 

1.5.6- Altres gens MODY 

 
La presència de famílies amb criteris clínics de MODY però que no presenten 

cosegregació per cap d’aquests 5 locus MODY ben definits, implica que existeixen 

altres gens MODY desconeguts, constituint l’anomenat MODY X (71, 72, 122,123). En 

aquest sentit, recentment s’ha detectat la presència de mutacions en el gen 

NeuroD1/Beta2 en dos famílies, que podrien constituir el subtipus MODY 6 (124). El 

gen NeuroD1 està ubicat en el cromosoma 2q32 i consta de dos exons, dels quals el 

primer no és codificant (125). L’exó 2 codifica un factor de transcripció que s’expressa 

en les cèl·lules β, budell, hipòfisi i en neurones del sistema nerviós central, i que 

exerceix una funció reguladora del desenvolupament del pàncrees i de la transcripció 

del gen de la insulina en la cèl·lula  β. Aquest factor s’uneix a la caixa E del promotor      

de la insulina, sent potenciada la seva activació per la proteïna coactivadora p300 
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 (126). Ratolins homozigots deficients en NeuroD1/B2 presenten una alteració de la 

morfologia dels illots amb una reducció de la massa cel·lular β, desenvolupant una 

diabetis severa amb mort perinatal (127). De les dos mutacions detectades en l’exó 2, 

la primera consisteix en el canvi G→T en posició 111, causant la substitució d’una 

arginina per leucina (R111L). Aquesta mutació està localitzada en el domini d’unió a la 

caixa E, abolint la seva capacitat d’unió al promotor de la insulina, i el fenotipus 

associat és inespecífic. La segona mutació consisteix en la inserció d’un residu de 

citosina en posició 206 (206+C), donant lloc a una proteïna truncada que manca del 

domini d’unió al coactivador p300, així com a un fenotipus semblant al del MODY 3. 

 

D’altra banda, la proximitat d’aquest gen al locus IDDM7, ha fet que també 

sigués considerat com a potencial gen candidat en la diabetis tipus 1 (128). 

 

1.6- Gen del receptor de GLP-1 

 

El glucagon-like peptide (GLP-1) és un polipèptid sintetitzat i secretat a l’ili en 

resposta a la ingesta de nutrients, sent la seva funció potenciar la secreció d’insulina 

estimulada per la glucosa, a més d’inhibir la secreció àcida gàstrica (129). Les accions 

de GLP-1 són mitjançades per un receptor específic localitzat en la membrana de la 

cèl·lula β. La unió de GLP-1 al seu receptor comportarà l’activació de l’adenil ciclasa, 

formació d’AMPc, i activació de la proteïna-cinasa A, que ulteriorment fosforilarà 

diversos elements relacionats amb la maquinària secretora d’insulina (130). El gen 

codificant del receptor de GLP-1 està localitzat en el cromosoma 6p (131). Els estudis 

genètics de lligament realitzats han descartat que aquest gen tingui un paper important 

en la patogènia de la diabetis tipus 2 (131, 132).    
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1.7- Gen del receptor del glucagó 
 

Donat que el glucagó és un regulador crític de l’homeostasi de la glucosa, el 

seu receptor va ser considerat un gen candidat en la patogènia de la diabetis tipus 2. 

El receptor del glucagó s’expressa en fetge, cèl·lula β pancreàtica, ronyó, teixit adipós, 

aparell cardiovascular, així com en algunes regions de cervell, estòmac i glàndula 

adrenal (133).  S’ha descrit la presència d’una mutació en l’exó 2 del gen del receptor 

del glucagó involucrant la substitució d’una glicina per serina en posició 40 (mutació 

G40S) associada a diabetis tipus 2 a França i Sardenya, amb una freqüència del 4.6% 

i 8.3%, respectivament (134, 135). Aquesta mutació donaria lloc a una disminució 

marcada de l’afinitat del receptor pel glucagó. 

  

1.8-  Gen de la prohormona convertasa 2 (PC2) 

 

La proinsulina és processada i transformada en insulina per l’acció combinada 

de dos endoproteases, la prohormona convertasa 2 (PC2) i la prohormona convertasa 

3 (PC3). PC2 processa la molècula de proinsulina en la regió carboxiterminal del 

senyal dibàsic lisina 64-arginina 65, que uneix els dominis del pèptid C i la cadena A. 

Donat que la diabetis tipus 2 està associada a un augment de les concentracions 

plasmàtiques de proinsulina, el gen de PC2 constituiria un gen candidat en aquesta 

malaltia. El gen de PC2 està ubicat en el cromosoma 20p i estudis practicats en 

població japonesa han detectat la presència d’un polimorfisme a l’intró 2 associat de 

forma significativa a DM tipus 2 (136). Això no obstant, la rellevància d’aquest canvi 

queda pendent de determinar en altres poblacions.   
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1.9- Gen de la sintasa del glicogen  

 
La sintasa del glicogen és un enzim crític en el metabolisme de la glucosa, 

representant més del 90% del metabolisme no oxidatiu de la glucosa en el múscul 

esquelètic. Un defecte metabòlic característic en pacients amb diabetis tipus 2 i 

resistència a la insulina, així com en familiars de primer grau, és la incapacitat de la 

insulina per estimular aquest enzim (137). L’estudi del gen de la glicogen sintetasa, 

ubicat en el cromosoma 19q13.3, ha detectat la presència de polimorfismes en la regió 

promotora sense repercussió en els nivells d’expressió de l’ARNm de l’enzim en 

múscul, així com un marcador STR (“short tandem repeats”) consistent en la repetició 

d’un dinucleòtid (TG) freqüentment associat a diabetis tipus 2 (138). 

 

1.10-  Gen Isl-1 

 

Isl-1 (Islet-1) és un factor de transcripció, de la família de les proteïnes 

“LIM/homeodomain”, amb un paper crític en la diferenciació de les cèl·lules endocrines 

dels illots pancreàtics (139). El gen codificant per Isl-1 va ser identificat en el 

cromosoma 5q, entre els marcadors D5S395 i D5S407, i consta de 6 exons (140). S’ha 

descrit recentment la mutació Q310X a l’exó 5 del gen Isl-1 en una família d’origen 

japonès amb diabetis tipus 2 (141). Aquesta mutació està localitzada en el domini 

d’activació transcripcional de Isl-1 comportant la deleció de 40 aminoàcids de la regió 

carboxiterminal. Experiments in vitro en cèl·lules βTC3 utilitzant el sistema reporter de 

la luciferasa han demostrat que la mutació Q310X dona lloc a una disminució severa 

de l’activitat transcripcional del gen, suggerint un potencial paper d’aquesta mutació en 

la patogènia de la diabetis tipus 2.  
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1.11- Gen de la glicerol-3-fosfat deshidrogenasa mitocondrial (GDHm) 

 

La glicerol-3-fosfat deshidrogenasa mitocondrial (GDHm) es troba situada a la 

superfície externa de la membrana mitocondrial interna i catalitza la conversió de 

glicerol-3-fosfat a dihidroxiacetona fosfat, formant FADH2 a partir de FAD. Transfereix 

els equivalents reductors citosòlics generats durant la glucòlisi a la cadena de transport 

d’electrons mitocondrial, juntament amb la glicerol-3-fosfat deshidrogenasa citosòlica, 

exercint un important paper en el control del flux de la llançadora del glicerolfosfat als 

illots pancreàtics. Defectes en aquest enzim podrien contribuir a un deteriorament de la 

secreció d’insulina induïda per glucosa (142). D’altra banda, s’ha detectat una 

disminució de l’activitat de la GDHm en illots pancreàtics de diferents models animals 

diabètics (143-145), així com en illots pancreàtics i en limfòcits de pacients amb 

diabetis tipus 2 (146, 147), la qual cosa fa que aquest enzim sigui un bon candidat per 

explicar la disfunció de la cèl·lula β en la diabetis tipus 2. 

 

El gen humà de la GDHm es localitza al cromosoma 2, banda q24.1, i consta 

de 17 exons i 16 introns. Els exons 3 i 4 codificarien el domini funcional d’unió al FAD; 

els exons 15 i 16, el domini d’unió al calci; els exons 10 i 11, el domini d’unió al 

glicerol-3 fosfat  (148, 149). Estudis genètics en pacients amb diabetis tipus 2, tant en 

població japonesa com d’origen caucàsic, han detectat la presència de variacions en la 

seqüència de la GDHm que no afecten els seus dominis funcionals (150, 151). 

Recentment, Novials i col. han descrit mutacions en els dominis d’unió al calci i al FAD 

en un pacient amb diabetis tipus 2, associades a una activitat disminuïda de la GDHm 

en els limfòcits (152). 
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1.12- ADN mitocondrial 

 

Una forma específica de presentació de diabetis és la que fou inicialment 

anomenada MIDD (“maternally inherited diabetes and deafness”), que 

característicament presenta una via de transmissió materna i s’associa a sordesa 

neurosensorial, constituint la seva base molecular mutacions específiques de l’ADN 

mitocondrial (ADNmt). La proposta de classificació de l’ADA de 1997 l’anomena 

diabetis lligada a mutacions de l’ADN mitocondrial (58). 

 

L’estructura de l’ADNmt humà consisteix en una doble cadena circular de 16.5 

kb, que conté 37 gens que codifiquen els 2 ARN ribosòmics (12S i 16S), 22 ARN de 

transferència (ARNt) i 13 proteïnes estructurals de la cadena respiratòria mitocondrial: 

7 subunitats del complex I (NADH deshidrogenasa-ubiquinona òxid-reductasa: ND1, 

ND2, ND3, ND4, ND4L, ND5 i ND6); 1 subunitat del complex III (ubiqinona-citocrom c 

òxid-reductasa); 3 subunitats del complex IV (citocrom c oxidasa: COXI, COX II, i 

COIII), i 2 subunitats del complex V (ATP sintetasa: A6 i A8) (153) (Figura 4).   

 

L’ADNmt en mamífers s’hereta quasi exclusivament via materna, ja que durant 

la fecundació l’òvul és el que aporta el citoplasma i, per tant, els mitocondris amb el 

seu ADN al zigot, mentre que l’espermatozoide contribueix exclusivament amb 

genoma nuclear. Com a resultat, l'ADNmt té una transmissió exclusivament materna 

(154). D’altra banda, dins d’una mateixa cèl·lula poden coexistir molècules d’ADNmt 

normals i molècules mutades, situació anomenada heteroplàsmia (en contraposició a 

la situació d’homoplasmia, en la qual totes les molècules són iguals, normals o bé 

mutades) (155). 
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Figura 4.  Estructura de l’ADN mitocondrial humà (ADNmt), presentant les regions codificants 

pels gens del complex I (ND1, ND2, ND3, ND4, ND4L, ND5), complex III (Cyt b), complex IV 

(COX I, COX II, COX III), complex V (ATPasa 6 i 8), els 2 ARN ribosòmics (16S i 12S rARN) i 

els ARNt específics pels específics aminoàcids (A, alanina; R, arginina; N, asparagina; D, àcid 

aspàrtic; C, cisteïna; Q, glicina; H, histidina; I, isoleucina; L, leucina; K, lisina; M, metionina; F, 

fenilalanina; P, prolina; S, serina; T, treonina; W, triptòfan; Y, tirosina; V, valina). OH i OL : origen 

de la replicació de l’ADNmt per a les cadenes pesada i lleugera, respectivament. PH1 i PH2, 

regions promotores de la cadena pesada; PL, promotor de la cadena lleugera. La posició de la 

mutació A3243G (RNAtLEU (UUR)) està indicada en la figura mitjançant una fletxa.  

 

L’evidència de que l’ADNmt podia exercir un potencial paper patogènic en la 

diabetis va partir de dos observacions. D’una banda, alguns estudis epidemiològics 

van demostrar una transmissió predominantment materna de la DM tipus 2 en les 

famílies afectes (156). D’altra banda, es va constatar que la diabetis es presentava 

associada amb  relativa freqüència a malalties mitocondrials (157). En aquest sentit, la 

diabetis pot manifestar-se en pacients amb oftalmoplegia externa progressiva (158), la 

síndrome de Kearns-Sayre complet (forma d’oftalmoplegia externa progressiva que 

comença abans dels 20 anys, caracteritzada per retinitis pigmentària, atàxia i bloqueig 
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cardíac, presentant àmplies delecions i duplicacions de l’ADNmt) (159), la síndrome de 

Pearson (160), la síndrome MELAS (caracteritzada per acidosi làctica i episodis 

semblants a accidents vasculars cerebrals) (161), i més rarament la síndrome MERFF 

(epilèpsia mioclònica amb fibres musculars “ragged red”, sent la base molecular la 

substitució d’una adenina per guanina en el gen codificant de l’ARNtLys en posició 

8344) (162). 

 
El gen codificant per l’ARN de transferència de la leucina (ARNtLEU (UUR)) 

constitueix un punt clau de localització de mutacions de l’ADNmt (163). S’han detectat 

diverses mutacions patogèniques en aquest gen, entre les quals s’han relacionat amb 

diabetis associada a altres símptomes: la mutació A3252G (detectada en un pacient 

amb encefalomiopatia mitocondrial, retinitis pigmentària, demència i hipotirodisme) 

(164); la mutació A3260G (en un pacient amb miopatia i cardiomiopatia) (165); la 

mutació C3256T (en un pacient amb epilèpsia mioclònica i fibres “ragged-red”) (166); 

la mutació A3264G (en un pacient amb sordesa, atàxia cervelletosa, lipoma cervical 

disfunció olfatòria, oftalmoplegia i paràlisi facial) (167); la mutació T3271C (168); i la 

mutació A3243G, clàssicament associada a la síndrome MELAS (161).     

 
En 1992 Van der Ouweland i col. van identificar un canvi d’adenina per guanina 

en el nucleòtid en posició 3243 del gen codificant per l’ARNtLEU (UUR) en un ampli 

pedigrí d’una família holandesa amb diabetis transmesa via materna i associada a 

sordesa neurosensorial (169). Aquesta mutació puntual de l’ADNmt va ser detectada 

en els membres afectes de la família, mentre que era absent en individus sans, la qual 

cosa indicava que podia constituir un actor patogènic en la diabetis. Quasi 

simultàniament Reardon i col. van descriure la mateixa mutació en una família anglesa 

que presentava també diabetis associada a sordesa neurosensorial (170). L’associació 

de la mutació A3243G de l’ADNmt amb diabetis i sordesa va ser confirmada 

ràpidament en posteriors publicacions estudiant famílies que presentaven diabetis amb 
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un patró d’herència de transmissió materna (171-174). El mateix fenotipus clínic va ser 

descrit per Ballinger i col. en una família, però en aquest cas la base molecular estava 

constituïda per la deleció de 10.4 Kb de l’ADNmt (174, 175).  

 

El mecanisme patogènic pel qual la mutació A3243G en el gen ARNtLEU (UUR) de 

l’ADNmt és capaç de causar diabetis no és coneix completament. Aquesta mutació es 

produeix en el lloc d’unió de l’ADNmt amb un factor proteic que promou la terminació 

de la transcripció, a l’espai limítrof entre el gen que codifica l’ARN ribosòmic 16S i el 

gen ARNtLEU (UUR), causant com a conseqüència un defecte en la síntesi proteica 

mitocondrial (176). L’estructura primària del gen ARNtLEU (UUR) està representada en la 

Figura 5. 

 

 
 

Figura 5.  Estructura primària del gen ARNtLEU (UUR). El canvi G→A en posició3243 està indicat en la 

figura mitjançant una fletxa. 
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Estudis de selecció clonal de línies cel·lulars van mostrar que quan el 

percentatge de molècules mutades superava el 80%, les cèl·lules perdien la seva 

capacitat per a consumir oxigen (176). En  teixits amb elevats percentatges de 

molècules mutades, el metabolisme oxidatiu de la glucosa està disminuït, i la relació 

ADP/ATP augmentada. D’altre banda, teixits postmitòtics, tals com múscul, cervell i 

cèl·lula β pancreàtica, presentaran una major tendència a acumular mutacions que 

cèl·lules de divisió ràpida. Per tant, és probable que el grau d’heteroplàsmia detectat 

en sang perifèrica no sigui el reflex fidel del que presenta la cèl·lula β. 

 

Però, com s’alterarà el mecanisme d’homeostasi de la glucosa com a 

conseqüència de mutacions patogèniques de l’ADNmt?. D’una banda, una disfunció 

mitocondrial en el múscul i teixit adipós resultarà en la reducció de la utilització de 

glucosa i, per tant, donarà lloc a un cert grau de resistència a la insulina. D’altra banda, 

en la cèl·lula β una disfunció mitocondrial es traduirà en un defecte en la secreció 

d’insulina induïda per la glucosa, la qual depèn de la relació ADP/ATP (177).  

Malgrat haver-se descrit la presència d’un cert grau de resistència a la insulina 

en alguns pacients amb diabetis mitocondrial (178, 179), la diabetis associada a 

mutacions de l’ADNmt és fonamentalment causada per un defecte en la secreció 

d’insulina. Així, estudis realitzats en pacients amb diabetis mitocondrial han demostrat 

que la capacitat secretora d’insulina (determinada mitjançant una prova de tolerància a 

la glucosa, l’excreció urinària de pèptid C i/o el test de glucagó) està disminuïda en la 

majoria de pacients portadors de la mutació A3243G (180). Així mateix, estudis 

d’autòpsies en aquests individus han mostrat la presència d’atròfia dels illots 

pancreàtics amb una reducció important en el número de cèl·lules β.  

 

La mutació puntual en el gen ARNtLEU (UUR)  en la posició 3243 de l’ADNmt ha 

estat documentada en aproximadament un 1% de diabètics adults estudiats (181), en 

situació d’heteroplàsmia, variant la seva prevalència entre un 0.2 i un 2.8 % segons el 
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grup ètnic estudiat i els mètodes emprats pel seu diagnòstic (182-184). En pacients 

amb diabetis no tipus 1 diagnosticada abans del 40 anys i/o amb història familiar de 

diabetis, la prevalència augmenta al 4%.  

 
Fenotípicament aquest tipus de diabetis mitocondrial presenta característiques 

clíniques diferencials envers la diabetis tipus 2 clàssica: 

- Associació a sordesa neurosensorial, present en el 60% de pacients, en 

ocasions severa, requerint l’ús de pròtesis auditives (169, 180). 

- Edat d’inici generalment abans del 40 anys, amb un rang d’edat 25-35 anys 

(180, 185). 

-  Absència d’obesitat en la majoria d’individus afectes, sent l’índex de massa 

corporal en general inferior a 27 Kg/m2 (180, 185). 

- Deteriorament progressiu de la secreció d’insulina, amb un requeriment 

més ràpid de tractament amb insulina (186). 

- Disfunció de les cèl·lules α pancreàtiques. Així, s’ha descrit en pacients 

portadors de la mutació A3243G un defecte de la secreció de glucagó 

mitjançant el test d’infusió amb arginina (187). 

- Absència d’associació a processos autoimmunes així com a haplotips HLA 

específics en la majoria de pacients (180, 188). Això no obstant, en alguns 

pacients s’han detectat anticossos ICA (antiillot pancreàtic) i/o GAD 

(antidescarboxilasa de l’àcid glutàmic) (189), i en estudis practicats per 

Kobayashi i col. pacients diabètics portadors de la mutació A3243G amb 

ICAS possitius van presentar una freqüència augmentada del subtipus 

molecular HLA-DQβ1*0301 (190). 

- Elevada freqüència de retinopatia (185, 188) i trastorns cardíacs 

(alteracions electrocardiogràfiques i/o ecocardiogràfiques) (191). 

- Absència de manifestacions clíniques de la síndrome MELAS, i presència 

de RRF (ragged red fibers: fibres musculars desestructurades amb tinció 
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amb tricròmic de Gomori), en escassa proporció en les biòpsies de la 

musculatura esquelètica dels pacients afectes (192).     

- Potencial eficàcia terapèutica de la coenzima Q10 en la prevenció del 

progressiu deteriorament de la secreció d’insulina (193). 

 
Finalment, ha estat reportada recentment en població japonesa una nova 

mutació de l’ADNmt, la mutació T14577C, que causa la substitució de l’aminoàcid 

valina per isoleucina al codó 33 del gen de la NAD deshidrogenasa 6, en la qual el 

probable mecanisme diabetogènic seria la reducció de l’activitat del complexe I de la 

cadena respiratòria mitocondrial (194). 

 

1.13- Gen del receptor adrenèrgic  β3  

 
El receptor adrenèrgic β3 s’expressa predominantment en teixit adipós visceral, 

on exerceix un important paper estimulant la lipòlisi i la termogènesi, i s’ha postulat que 

la disfunció d’aquest receptor estaria implicada en la patogènia de l’obesitat i 

resistència a la insulina en humans (195). Estudis moleculars han identificat la 

presència de la mutació W64R en el gen del receptor adrenèrgic β3, que causa la 

substitució de triptòfan per arginina en posició 64. Aquesta mutació és freqüent en 

indis Pima, associant-se a una edat més precoç de presentació de diabetis en aquesta 

població (196). Estudis en població finlandesa i en americans d’origen japonès han 

reportat una associació de la mutació a obesitat abdominal i resistència a la insulina 

(197, 198), mentre que en població francesa s’ha associat a un augment de la 

predisposició a guanyar pes en pacients amb obesitat mòrbida (199). D’altra banda, 

estudis en població japonesa han detectat una major freqüència de presentació de 

retinopatia proliferativa així com de nefropatia en pacients amb diabetis tipus 2 

portadors de la mutació W64R (200, 201). 
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1.14- Gen MAPK8IP1 

 
El gen MAPK8IP1, ubicat en el cromosoma 11p11.2-p12 i que conté 12 exons 

(202), ha estat recentment proposat com a gen candidat en la diabetis tipus 2. 

MAPK8IP1 codifica el factor de transcripció IB-1 (“islet-brain-1”), que s’expressa 

fonamentalment en illots pancreàtics i cervell. IB-1 és una proteïna de 714 aminoàcids 

relacionada amb JIP-1 (inhibidor de la proteïna-1 cinasa aminoterminal c-Jun), per tant 

actuaria prevenint la via d’activació de c-Jun, que és un repressor de l’expressió del 

gen de la insulina (203, 204). A més a més, IB-1 actuaria regulant l’activitat 

transcripcional del gen del transportador de glucosa GLUT-2, mitjançant la unió a 

l’element GTII del seu promotor (205). Recentment, Waeber i col. han identificat una 

mutació en la regió codificant de MAPK8IP1 en una família francesa amb diabetis tipus 

2 (206). Aquesta mutació consisteix en el canvi AGC→AAC a l’exó 2 del gen, resultant 

en la substitució de serina per asparagina al codó 59 (mutació S59N), i cosegrega amb 

diabetis, sent heterozigots tots el membres afectes de l’esmentada família. Estudis in 

vitro han mostrat que la mutació provoca l’abolició de l’efecte inhibidor de IB-1  en la 

via de c-Jun, i indiquen que una alteració de la funció de IB-1 podria fer més 

susceptible la cèl·lula β a estímuls apoptòtics.  

 

1.15- Gen PPAR-γ 

 

PPAR-γ (“peroxisome proliferator activated receptor γ”) és un membre de la 

família de receptors nuclears PPAR, i actua com a factor de transcripció regulant la 

diferenciació dels adipòcits (207), a més de exercir un paper crític en la modulació de 

la sensibilitat a la insulina, sent les tiazolidindiones activadors selectius i potents 

d’aquest receptor (208, 209). 
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El gen de PPAR-γ està ubicat en el cromosoma 3p-25 (210), existint dos 

isoformes (PPAR-γ1 i PPAR-γ2) com a resultat d’un alternatiu “splicing” (procés de 

formació d’mARN madur, amb separació dels introns dels exons). Les dos isoformes 

es diferencien en l’extensió aminoterminal de 28 aminoàcids, només present en PPAR-

γ2, que proporciona una capacitat d’activació transcripcional 5-10 vegades superior en 

relació a PPAR-γ1. Mentre que PPAR-γ2 s’expressa quasi exclusivament en teixit 

adipós, PPAR-γ1 és expressat en diversos teixits, incloent-hi teixit adipós (211, 212).  

La presència de la freqüent mutació P12A en PPAR-γ2, consistent en el canvi 

CCA→ GCA al codó 12 i que causa la substitució de prolina per alanina, s’ha associat 

a una sensibilitat augmentada a la insulina i a risc disminuït de diabetis tipus 2 (213, 

214).  

D’altra banda, un estudi recent ha identificat la presència de dos mutacions en 

heterozigosi en PPARγ (215): P467L (consistent en el canvi CCG→CTG al codó 467, 

que dona lloc a la substitució de prolina per leucina), i V467M (consistent en el canvi 

GTG→ATG al codó 467, causant la substitució de valina per metionina). 

Fenotípicament, ambdós mutacions s’associen a una severa resistència a la insulina, 

diabetis tipus 2 d’aparició precoç, i hipertensió arterial. 

 

1.16- Gen RAD ( Ras associat a diabetis) 

 

El gen RAD (Ras associat a diabetis) seria un nou candidat per la susceptibilitat 

genètica a la diabetis. Es tracta d’un membre de la família Ras, ubicat en el 

cromosoma 16q, inclòs en la via de senyalització de la insulina, i que 

característicament està sobreexpressat en múscul de pacients amb diabetis tipus 2 

(216). Estudis recents han detectat una possible associació entre determinats al.lels i 

diabetis tipus 2 (217, 218). 
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1.17- Gen del receptor 1 de sulfanilurees (SUR.1)  

 
El receptor 1 de sulfanilurees (SUR1) constitueix una de les subunitats que 

formen  els canals de potassi en la cèl·lula β pancreàtica. El gen codificant de SUR1 

està ubicat en el cromosoma 11p15.1 i consta de 39 exons (219). SUR1 exerceix un 

paper fonamental en la secreció regulada d’insulina, havent-se identificat mutacions en 

el gen de SUR1 en pacients amb hipoglucèmia hiperinsulinèmica persistent de la 

infantesa (220). La possible implicació de mutacions de SUR1 en l’etiopatogènia de la 

diabetis tipus 2 és controvertida, ja que s’han publicat associacions tant positives com 

negatives (221, 222) 

 
1.18-  Gen CAPN10 

 
Estudis previs de lligament efectuats en població americana d’origen mexicà 

havien detectat una nova regió cromosòmica candidata en la susceptibilitat genètica a 

diabetis tipus 2, designada NIDDM1 i localitzada en el cromosoma 2, banda 2q37.3. 

Recentment s’ha descrit la ubicació d’aquest nou gen, designat CAPN10, entre els 

marcadors D2S125 i D2S140, i que consta de 15 exons (223). Com a resultat d’un 

complexe procés de splicing alternatiu, es produeixen diferents ARNm, generant 

proteïnes de 672, 544, 517, 513, 274, 139 i 138 aminoàcids, sent la isoforma de 672 

aminoàcids la més abundant en els diversos teixits examinats. El producte codificat és 

una proteïna pertanyent a la família de les proteases no lisosomals depenents del 

calci, de localització ubiqua en tots els teixits, la calpaïna 10. Les calpaïnes són enzims 

implicats en processos de proliferació i diferenciació cel·lular, així com en la regulació 

de senyals intracel.lulars. Concretament, actuen sobre el substrat del receptor 

insulínic-1 o IRS-1, tal com hem comentat prèviament. S’ha detectat la presència de 

diversos polimorfismes, localitzats tant en les regions codificants del gen com en les 

intròniques, associades a diabetis tipus 2 en dos poblacions de diferent origen ètnic: 
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americans d’origen mexicà i en població caucàsica de la regió finlandesa de Botnia. 

Això no obstant, encara no ha estat determinat el mecanisme a través del qual  

variacions genètiques en CAPN10 poden conferir susceptibilitat a la diabetis tipus 2. 

 

1.19- Gen de l’amilina 

 
El gen humà de l’amilina està ubicat en el braç curt del cromosoma 12 i conté 3 

exons, dels quals l’exó 1 no és codificant. Estudis en població japonesa han detectat la 

presència d’una mutació a l’exó 3 del gen en un 4% de pacients amb diabetis tipus 2, 

consistent en la substitució d’una serina per glicina en posició 20 de la molècula de 

l’amilina (mutació S20G) (224).  Aquesta relació entre la mutació S20G i diabetis tipus 

2 no ha estat detectada en altres poblacions estudiades (225-228), suggerint la 

presència de factors ètnics associats. El gen de l’amilina és objecte de la present tesi 

doctoral, i a ell em referiré extensament en la segona part d’aquesta introducció.  
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2.- Amiloide i diabetis tipus 2 

 
2.1- Història i terminologia 

 
La presència de dipòsits d’amiloide reemplaçant les cèl·lules endocrines en els 

illots pancreàtics ha estat reconeguda des de començaments de segle com una 

troballa histològica característica en el pàncrees de pacients amb diabetis tipus 2. 

Aquests dipòsits foren originalment descrits com “degeneració hialina dels illots de 

Langerhans” per Eugene L. Opie (229). El principal component proteic dels dipòsits 

descrits per Opie va ser identificat per Westermark et al. a partir d’un insulinoma 

pancreàtic (230, 231). El nou pèptid fou anomenat “insulinoma amyloid peptide”, sent 

purificat i seqüenciat parcialment.  Posteriorment, Cooper et al. (232) van aillar un 

pèptid idèntic en extractes de teixit pancreàtic ric en amiloide procedents de pacients 

amb diabetis tipus 2.  La terminologia anglosaxona utilitzada per designar el mateix 

pèptid ha estat molt variada, incloent “Diabetes-Associated Peptide” (DAP), 

“Insulinoma Amyloid Peptide” (IAP), “Islet Amyloid Polypeptide” (IAPP) i “Amylin”. En 

aquesta tesi el terme utilitzat per designar el pèptid serà amilina. 

 

2.2- Amiloide i amiloïdosis 

 
En el  terme d’amiloïdosis s’engloba un grup d’entitats clíniques caracteritzades 

pel dipòsit extracel.lular de proteïnes d’estructura fibril.lar en òrgans i teixits. Algunes 

formes d’amiloïdosis van ser considerades com un fenomen inespecífic associat al 

procés d’envelliment. No obstant, l’augment de la longevitat i la millor definició clínica 

de les malalties cròniques ha mostrat que el dipòsit d’amiloide és específic per a 

determinades malalties, com són les plaques d’amiloide en la malaltia d’Alzheimer o 

l’amiloide dels illots pancreàtics en la diabetis tipus 2. 
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El terme amiloide va ser introduït per Virchow en 1853, basant-se en les 

característiques tintorials dels dipòsits amorfs en les seccions histològiques: els òrgans 

infiltrats adquirien coloració negrenca al ser tractats amb iode, de forma anàloga al 

midó (del grec “Amylos”, midó). 

 

 Malgrat que cada tipus d’amiloïdosi es caracteritza per la deposició d’una 

proteïna fibril.lar específica, els dipòsits de substància amiloide comparteixen 

característiques histoquímiques patognòmiques i una morfologia estructural semblant: 

 

- Les molècules proteiques presenten una estructura secundària en conformació 

β, en la qual les cadenes polipeptídiques estan disposades en làmines 

plegades (233), que es troben unides transversalment mitjançant enllaços 

d’hidrogen intercatenaris. Aquesta conformació determina les característiques 

òptiques i tintorials.  

- Presència d’una estructura quaternària amb un aspecte típic al microscopi 

electrònic (234, 235), en el qual la substància amiloide està constituïda per 

agregats fibril.lars rígids, lineals, no ramificats, de 7-10 nm de diàmetre i de 

longitud variable, amb un centre buit.   

- Birrefringència de coloració verdosa en l’examen amb microscopi de llum 

polaritzada després de tinció amb vermell Congo. 

- Elevada insolubilitat en medis fisiològics. 

- Resistència a digestió proteolítica. 

- Presència d’altres components. Tots els dipòsits d’amiloide, independentment 

de la proteïna específica formadora de fibril.les i responsable de la malaltia, 

contenen proteïnes comunes, com la glicoproteïna anomenada component P, 

que també pot ser detectada circulant en plasma (SAP: “serum amyloid 

protein”) (236) i proteoglicans del tipus heparan sulfat. El component P humà 

està relacionat amb la proteïna C reactiva de fase aguda i pot unir-se a 
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qualsevol tipus de fibra de substància amiloide (237). Estudis in vitro han 

demostrat que la unió d’aquesta glicoproteïna al dipòsits d’amiloide protegeix 

les fibres de degradació proteolítica, mentre que estudis en ratolins en els que 

el gen codificant pel component P ha sigut inactivat, han mostrat  un retard en 

l’inici de l’amiloïdosi  i una menor severitat del procés (238).  

 

Dos fets han permès establir criteris fermes en el coneixement i classificació de 

les diferents formes d’amiloïdosis (239). El primer, la definició unitària i estructural de 

la fibra de substància amiloide que es troba sempre, qualsevol que sigui el seu origen 

i localització. En segon lloc, el reconeixement del seu origen múltiple associant-se a 

una gran varietat de processos patològics que, mitjançant diversos mecanismes 

patogenètics, explicarien les diferències en la seva composició. A part de les 

amiloïdosis localitzades, les formes familiars i les dels hemodialitzats, les amiloïdosis 

sistèmiques es classifiquen en dos grans grups (240) : amiloïdosi primària o AL , en 

la qual les fibril.les estan constituïdes essencialment per fragments mòbils de 

cadenes lleugeres d’immunoglobulines (com succeeix en el mieloma múltiple), i 

amiloïdosi secundària o AA, en la qual el component principal està format per fibril.les 

de proteïna A (com succeeix en l’artritis reumatoide  o en infeccions cròniques).  

 

Els dipòsits de substància amiloide que es produeixen formant part d’un procés 

localitzat estan associats característicament a un òrgan específic, i són el resultat de la 

deposició d’un producte únic invariablement produït en aquesta localització, mentre 

que altres òrgans no estan afectats (241). L’amiloïdosi localitzada és el resultat de la 

producció d’un únic polipèptid, que conté una seqüència amiloidogènica i és capaç de 

presentar una estructura secundària en làmina β. En el cas de la malaltia d’Alzheimer, 

aquest pèptid és la proteïna amiloide-β (Aβ) (242); en el carcinoma medul·lar de 

tiroide, és la calcitonina (243); en la diabetis tipus 2, és l’amilina (230-232). En cada 

cas, però, aquests pèptids no són els únics components dels dipòsits de substància 



Introducció 

 
37

amiloide. De forma anàloga a les formes sistèmiques, aquest dipòsits localitzats poden 

contenir altres components, com el component P (236), els components del 

Complement C1q i C3 (244) , l’apolipoproteïna E (245, 246) i l’heparan sulfat 

proteoglican perlecan (247). El fet de que algunes d’aquestes molècules poden ser 

comunes a diferents formes d’amiloïdosis suggereix un potencial paper patogènic en la 

formació dels dipòsits. No obstant, sempre és condició indispensable la presència  del 

pèptid específic per la formació de fibril.les de substància amiloide, que constitueixen 

la base del dipòsits visibles en l’estudi microscòpic. 

 
2.3- Amiloide i diabetis tipus 2 

La diabetis tipus 2 és una malaltia heterogènia i multifactorial caracteritzada per 

alteracions en l’acció de la insulina (resistència a la insulina) i en la secreció de la 

insulina (fracàs de la cèl·lula β). La contribució relativa de cada un d’aquests defectes 

és variable entre pacients, i també durant el curs evolutiu de la malaltia (248). Ha estat 

motiu de gran controvèrsia – i encara actualment  es debat- si el deteriorament de la 

secreció o bé de l’acció de la insulina és el defecte patògenic primari en la diabetis 

tipus 2. Malgrat aquesta dicotomia, l’opinió més generalitzada és que la disrupció de la 

normal relació entre la funció de la cèl·lula β i la sensibilitat a la insulina és central en la 

patogènia de la diabetis tipus 2 (249). A més a més, ambdós factors estan 

interconnectats fisiològicament a múltiples nivells. Així, una resistència a la insulina en 

els principals òrgans diana (fetge i múscul esquelètic) pot ser  inicialment compensada 

amb un increment en la secreció de la insulina o hiperinsulinèmia, de tal manera que 

no es produeix una hiperglucèmia franca fins l’establiment d’una deterioració de la 

funció de la cèl·lula β (250). 

 
Ha estat llargament qüestionat si la presència de dipòsits de substància 

amiloide pot estar involucrada en la patogènia de la diabetis tipus 2, o simplement es 

tracta de la conseqüència de la malaltia. No obstant, el fet que aquests dipòsits en 
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pacients amb diabetis tipus 2 estiguin associats a una  reducció de la població cel·lular 

β, suggereix que poden constituir un important factor etiopatògenic en el 

desenvolupament del fracàs de la cèl·lula  β (251). 

 
Els dipòsits de substància amiloide apareixen en els illots pancreàtics de la 

immensa majoria d’individus amb una diabetis tipus 2 clínicament establerta, 

constituint un fet característic de la malaltia (246). Així,  s’ha demostrat la presència de 

dipòsits de substància amiloide en les autòpsies de més del 90% de pacients amb DM 

tipus 2 (252, 253). En alguns individus, només es troba afectat un reduït número 

d’illots, però en molts pacients els dipòsits són difusos afectant  nombrosos illots. El fet 

que la presència d’amiloide hagi estat detectada en mostres d’autòpsies procedents de 

diferents poblacions, suggereix que es tracta d’un fenomen universal i comú a la 

malaltia, i no només característic d’un grup d’individus amb la síndrome (252, 253). 

Així mateix, s’ha observat la presència de dipòsits de substància amiloide en individus 

no diabètics d’edat avançada (253), però amb una notable reducció en freqüència i 

severitat. La prevalènça dels dipòsits augmenta amb l’edat, la qual cosa no és 

sorprenent donat que el procés d’envelliment s’associa a un deteriorament de la 

tolerància a la glucosa i a un increment de la prevalència de la DM tipus 2 (254).  

Pacients que requereixen tractament amb insulina presenten dipòsits d’amiloide més 

prominents i difusos, juntament amb una reducció més important de la massa cel·lular 

β, indicant que el grau d’amiloïdosi en els illots pancreàtics pot estar relacionada amb 

la severitat de la malaltia (255). D’altra banda, la presència d’amiloide en altres 

espècies animals que també poden desenvolupar diabetis, com són gats (256) i 

primats humans (257), recolza la hipòtesi d’una relació causal entre amiloïdosi i 

diabetis tipus 2.  

 

És importar recordar que encara que la formació d’amiloide en els illots 

pancreàtics constitueix un fet característic de la diabetis tipus 2, no només es produeix 
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en aquesta malaltia. Així també, s’ha detectat la presència d’amiloide en pacients 

humans amb insulinomas (258), tumors de cèl·lules β caracteritzats per anomalies en 

el processament i la secreció de pèptids. Donat que la diabetis tipus 2 de forma 

anàloga presenta una alteració en el processament i secreció de pèptids, s’ha suggerit 

que aquest podria constituir un dels possibles mecanismes desencadenants del procés 

de formació de fibres d’amiloide en ambdós processos (259). 

 

2.4- Amiloide i amilina 

2.4.1 Estructura de l’amilina humana 

L’amilina és un pèptid de 37 aminoàcids (veure Figura 6) que constitueix el 

principal component dels dipòsits d’amiloide detectats en els illots pancreàtics de 

subjectes amb diabetis tipus 2 (230, 231, 256, 260). Es tracta d’un pèptid sintetitzat i 

cosecretat amb la insulina per la cèl·lula β pancreàtica, en resposta als mateixos 

estímuls secretagogs (261-264).  Presenta una homologia estructural del 43% i 49%, 

respectivament, amb els neuropèptids CGRP-1 i CGRP-2 (sigles per “calcitonin gene-

related peptide”), sintetitzats per les cèl·lules C de la glàndula tiroide com a resultat 

d’un splicing alternatiu dels gens CALC, ubicats en el cromosoma 11 (265). Els tres 

pèptids tenen una longitud idèntica i presenten dos modificacions postraduccionals 

homòlogues (amidació del residu carboxiterminal i un pont disulfur intramolecular) 

(266). Paradoxalment, malgrat estar estretament relacionada amb els pèptids CGRP, 

la similitud de la seqüència de l’amilina amb la de la calcitonina no és significativa  

(267).  

 
L’amilina és sintetitzada a partir d’un precursor prepropeptídic de 89 

aminoàcids, la preproamilina (268). Mentre que els residus 1-37 presenten un alt grau 

de conservació entre les diferents espècies, els propèptids amino i carboxiterminal 

presenten un major grau de variabilitat, la qual cosa indica que probablement manquen 

d’activitat biològica. L’escissió proteolítica de la seqüència de 22 aminoàcids del pèptid 
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senyal en el reticle endoplasmàtic rugós allibera la proamilina, de 67 aminoàcids. Les 

modificacions postraduccionals inclouen l’alliberament de l’amilina madura per 

l’escissió proteolítica de la molècula en els senyals dibàsics lisina-arginina, amb 

pèrdua dels propèptids aminoterminal, (11 aminoàcids), i carboxiterminal (19 

aminoàcids), i la formació d’un pont disulfur entre els residus 2 i 7 de cisteïna. A 

l’extrem carboxiterminal, el senyal dibàsic està precedit d’una glicina, fet que permet 

l’amidació de la tirosina en posició 37 de l’amilina madura. Aquestes modificacions 

postraduccionals es requereixen per l’activitat biològica del pèptid. Si la proamilina és 

alliberada a la circulació o si aquest precursor presenta activitat biològica es desconeix 

en la actualitat.  

 

Gly

Ala

Ile

Leu
Ser

 
 
Figura 6.  Seqüència d’aminoàcids de l’amilina humana. Els aminoàcids 24-28 (representats 

amb el cercles ratllats: Gly-Ala-Ile-Leu-Ser) són importants per les propietats amiloidogèniques 

de la molècula. 

 
No es coneix amb certesa quines són les endoproteases responsables del 

processament in vivo de la proamilina humana. No obstant, el fet que l’amilina estigui 
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colocalitzada amb la insulina en els grànuls de les cèl·lules β (261, 269) i que la 

proinsulina humana sigui processada per l’acció combinada de PC2 i PC3 (270), 

suggereix que aquestes endopeptidases podrien ser responsables també del 

processament de la proamilina. Estudis in vitro efectuats en oòcits de Xenopus han 

mostrat que fonamentalment la convertasa PC2 i no la PC3 o furina estaria implicada 

en la conversió de proamilina en amilina madura (271). Donat que pacients amb 

diabetis tipus 2 presenten un increment desproporcionat dels nivells de proinsulina 

(272, 273), un processament anormal de la proamilina podria constituir un factor 

patogènic en la formació d’amiloide en la diabetis tipus 2. En aquest sentit, un estudi 

recent  ha demostrat  la presència d’una proteòlisi seqüencial i coincident de la 

proinsulina i proamilina per convertases recombinants PC2 i PC3, suggerint que la 

secreció augmentada de proinsulina en la diabetis tipus 2 podria cursar també amb 

una producció incrementada de proamilina (274). 

 
2.4.2 Estructura del gen de l’amilina  

Mosselman i col. van identificar la seqüència del gen de l’amilina (275), el qual 

està ubicat en el braç curt del cromosoma 12, en la regió 12p12.3-12.1 (276). Els 

estretament relacionats gens CALC (gen CALC-A codificant per la calcitonina i pel 

neuropèptid CGRP-1, i gen CALB codificant pel neuropèptid CGRP-1) estan ubicats al 

cromosoma 11. La important homologia entre la seqüència dels gens CALC i del gen 

de l’amilina i la relació evolutiva entre els cromosomes 11 i 12  ha suggerit l’existència 

d’un gen ancestral comú (277).  

 

El gen humà de l’amilina és un gen de còpia única, d’aproximadament 6.6 Kb, 

que està constituït per 3 exons i 2 introns, dels quals l’exó 1 és no codificant mentre 

que l’exó 3 codifica la major part del propèptid (278). L’exó 1 (103 pb) conté la major 

part de la regió 5’ no traduïda de l’ARN missatger o regió 5’UTR (sigles de “5’ 

untranslated region”). L’exó 2 (95 pb) conté el codó ATG d’inici de la traducció i 
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codifica el pèptid senyal i els primers 9 aminoàcids del propèptid aminoterminal. L’exó 

3 (1.2 Kb) codifica la resta del propèptid aminoterminal, el propèptid carboxiterminal, la 

seqüència completa de l’amilina madura, així com la regió 3’UTR . Els exons estan 

separats per introns de 330 pb i 4.8 Kb, respectivament, i el punt d’inici de la 

transcripció es produeix 31 pb en direcció 3’ de la caixa TATA.  La Figura 7 mostra una 

representació esquemàtica del gen humà de l’amilina.  

 

Estudis en insulinomas han identificat la presència quatre senyals diferents de 

poliadenilació  en el gen de l’amilina humana (A1, A2, A3 i A4), que donen lloc a ARN 

missatgers de diferents tamanys: 1.2 Kb (A1) , 1.6 Kb (A2) i 2.1 Kb (A3/A4) (279).  

 
 

 5’ 

KR

Exó 1 Exó 2 Exó 3

Pèptid senyal AmilinaPRO-1 PRO-2

GKRN C

Intró 1 Intró 2
 3’

preproamilina

gen amilina

 
    

Figura 7.  Representació esquemàtica del gen humà de l’amilina i  preproamilina. Els exons i 

introns del gen estan representats en relació a la seqüència del propèptid. KR i GKR: senyals 

dibàsics, punts d’escissió proteolítica de la molècula per endopeptidases (G: glicina, K: lisina, 

R: arginina). PRO-1: propèptid aminoterminal. PRO-2: propèptid carboxiterminal. 
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2.4.3 Estructura de la regió promotora del gen de l’amilina 

L’expressió del gen de l’amilina a la cèl·lula β està fonamentalment regulada 

per seqüències proximals promotores. Aquestes seqüències que controlen l’expressió 

tissular específica estan localitzades entre els nucleòtids –2798 i +450 del gen humà 

de l’amilina (280), havent-se detectat que les seqüències entre –222 i +450 bp són 

necessàries per la transcripció del gen (281). Estudis de mutagènesi i de deleció 

seqüencial han posat de manifest la presència de diversos elements en la regió 

promotora del gen de l’amilina (elements cis) que regularien la transcripció gènica 

mitjançant la unió a factors proteics positius i/o negatius (elements trans) (281, 282). A 

més a més, s’ha demostrat que aquesta regió promotora conté elements homòlegs al 

promotor dels gens de la insulina humana i de rata (283, 284).  

 

S’ha detectat un motiu TAAT proximal (-87/-82 pb), i un motiu TAAT distal 

homòleg a l’element FAR, anomenat  caixa IAPP-FAR, que correspondria a la 

seqüència AAGATGGC (-245/-238 bp). Així mateix, la seqüència de nucleòtids 

TGATGTCA (-61/-54) s’assembla a la de l’element CRE (“cAMP-responsive element” o 

element de resposta a AMPc) descrit en el promotor del gen de la insulina (CRE amb 

la substitució d’una citosina per una timina). A diferència d’aquest, estudis efectuats 

per Mosselman i col. han suggerit que es tracta d’un CRE no funcional (282). 

 

D’altra banda, s’han identificat tres elements positius de regulació, homòlegs a 

les caixes CT del gen de la insulina: A1 (–91/-84 pb), A2 (-154/-142 pb) i A3 (–172/-

163), elements rics en adenina/timina, que constituirien els llocs d’unió del factor de 

transcripció PDX 1 al promotor del gen de l’amilina (281, 285). El factor PDX1 (sigles 

de “pancreatic and duodenal homeobox factor 1”, també anomenat IPF1 ,“insulin 

promoter factor 1”, o IUF1, “insulin upstream factor 1) és una proteïna expressada 

selectivament en cèl·lules del pàncrees i duodè  que és essencial per la diferenciació 
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del pàncrees i la regulació de la transcripció del gens de la insulina i de l’amilina (286-

289). Estudis amb ratolins en els que el gen de PDX1 ha sigut inactivat, han mostrat 

que aquests desenvolupen diabetis i han demostrat que aquest factor es requereix per 

mantenir el fenotipus de cèl·lula β, regulant positivament l’expressió de la insulina i de 

l’amilina i reprimint l’expressió del glucagó (290).  

 

Se sap que l’estimulació de l’activitat transcripcional del gen de la insulina  en 

resposta a la glucosa és mitjançada pel factor PDX1 (291, 292). Recentment, s’ha 

descrit la via de senyalització intracel.lular que enllaça el metabolisme de la glucosa 

amb la regulació de la unió del factor PDX1 a l’ADN i amb l’activitat del promotor de la 

insulina (293). Segons aquest model, la glucosa estimularia l’activitat de la 

fosfatidilinositol 3-cinasa, la qual a continuació activaria la proteïna cinasa-2 (també 

anomenada p38 o SAPK2, sigles de “stress-activated protein Kinase 2”) (294). Això 

conduiria a la fosforilació i activació de la forma citoplasmàtica de PDX1 (proteïna 

inactiva de 31 K-Da), amb conversió a una forma activa de la proteïna (de 46 K-Da), 

que migraria al nucli, on finalment activaria la transcripció del gen de la insulina. En 

contraposició, es desconeix en gran part la via de senyalització intracel.lular que 

enllaça PDX1 amb l’activació del promotor de l’amilina. Sembla ser que PDX1 

regularia la transcripció del gen de l’amilina interaccionant fonamentalment amb els 

elements A1 i A2 (281).  

 

Altre element de regulació positiva en el promotor de l’amilina estaria constituït 

per la seqüència CCATCCGC (-138/-131 pb), que és semblant a l’element d’unió a 

proteïnes B-HLH (anomenat “B-HLH-like binding site”, sigles de “basic helix-loop-

helix”) descrit en el promotor de la insulina (283, 295). Les proteïnes de la família B-

HLH actuarien regulant la transcripció del gen de la insulina (296), però s’ha demostrat 

que aquest element en el promotor de l’amilina no seria funcionalment equivalent al del 
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promotor de la insulina (283), i en l’actualitat es desconeix quin és el factor proteic 

trans corresponent. 

Finalment, s’han identificat  elements de regulació negativa, a –111/-102 pb 

(281, 282), desconeixent-se també el factor trans que interaccionaria amb aquesta 

seqüència. 

 

2.4.4 Localització i expressió de l’amilina 

 
2.4.4.1  Expressió de l’amilina en el pàncrees endocrí 

En pràcticament totes les espècies estudiades fins a l’actualitat, l’amilina 

s’expressa fonamentalment en les cèl·lules β dels illots pancreàtics (230, 261, 297). No 

existeixen evidències a favor d’una possible producció d’amilina en teixit pancreàtic 

exocrí. S’ha identificat immunoreactivitat per amilina en cèl·lules fetals pluripotencials 

insulars (298), i l’amilina pot estar coexpressada amb glucagó (cèl·lules α) o 

somatostatina (cèl·lules δ) en línies cel·lulars transformades derivades d’illots 

neonatals de rata (299). En rosegadors adults, també s’ha identificat immunoreactivitat 

per amilina en cèl·lules δ (300), però en illots humans només s’ha detectat en cèl·lules 

β.  

 
Estudis ontogènics han demostrat que l’expressió de l’amilina en els illots 

apareix en un fase precoç del desenvolupament. Així, en el pàncrees fetal humà, es 

detecta immunoreactivitat per amilina a partir de la setmana 13, mentre que la 

immunoreactivitat per insulina està ja present en la 9ª setmana gestacional (301).  A 

l’edat gestacional de 13-16 setmanes, les cèl·lules positives per insulina són vint 

vegades més freqüents que les positives per amilina, diferència que va desapareixent 

gradualment fins a igualar-se en el teixit adult. A la cèl·lula β adulta, la relació entre la 

quantitat de l’ARNm de l’amilina i de la insulina és 1:10.  
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La immunoreactivitat per amilina ha estat colocalitzada amb insulina en l’aparell 

de Golgi i en el compartiment granular de la cèl·lula β, tant en individus amb diabetis 

com en no diabètics (261). Així mateix, s’ha detectat immunoreactivitat pels propèptids 

amino i carboxiterminal en el compartiment granular de la cèl·lula β en subjectes 

diabètics i no diabètics (261, 302). D’altra banda, la immunoreactivitat per amilina està 

disminuïda en cèl·lules humanes β adjacents als dipòsits d’amiloide, en comparació a 

les que es troben associades a aquests. No obstant, és improbable que aquest fet 

sigui degut a una producció disminuïda d’amilina, ja que experiments d’hibridació in 

situ han mostrat nivells d’expressió del pèptid similars en illots amb i sense dipòsits 

d’amiloide (303). Aquests resultats probablement indiquen l’existència d’un 

emmagatzemament disminuït de l’amilina en les cèl·lules β adjacents als dipòsits. 

Altrament, estudis practicats en gats han detectat l’associació de diabetis amb una 

immunoreactivitat disminuïda per amilina, mentre que quan aquests animals 

presentaven intolerància a la glucosa, la immunoreactivitat estava augmentada (304). 

No obstant, s’ha de tenir en compte que els nivells d’immunoreactivitat per amilina 

detectats en la cèl·lula β no es correlacionen amb  el nivell de producció/secreció del 

pèptid. 

La major concentració intracel.lular d’immunoreactivitat per amilina ha sigut 

detectada en els lisosomes de la cèl·lula β, tant en estudis en humans com en simis 

(261). Així mateix s’ha demostrat acumulació lisosomal en ratolins transgènics que 

sobreexpressen l’amilina humana però no en aquells que sobreexpressen la de rata 

(305). D’altre banda, també s’ha detectat immunoreactivitat per insulina en els 

lisosomes, la qual cosa suggereix una via de degradació intracel.lular comuna per 

ambdós pèptids (306), i actualment se sap que una quantitat important d’insulina és 

degradada intracel.lularment a concentracions de glucosa baixes o fisiològiques. Els 

pèptids entren en el compartiment lisosomal per crinofàgia (fusió dels grànuls de 

secreció amb lisosomes) o mitjançant una via endosomal (per recaptació del contingut 
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dels grànuls després de l’exocitosi). Existeixen evidències morfològiques mostrant la 

crinofàgia dels grànuls de secreció de la cèl·lula β en diferents condicions, i es creu 

que podria constituir un mecanisme d’adaptació a diferents demandes funcionals 

(306). La manca d’immunoreactivitat per l’amilina en els lisosomes de rosegadors, 

suggereix que la molècula és eficientment degradada en aquests orgànuls. En 

contraposició, la presència d’una important immunoreactivitat per l’amilina humana en 

els lisosomes, suggereix que aquesta molècula relativament insoluble seria retinguda 

durant un llarg període en aquest compartiment sense ser degradada pels enzims 

lisosomals. Donat que l’amilina humana sintètica polimeritza formant fibril.les en 

solucions concentrades in vitro, l’acúmul de l’amilina en el compartiment lisosomal 

podria constituir un potencial lloc d’inici de l’amiloidogènesi in vivo. 

 

2.4.4.2  Expressió de l’amilina en tumors neuroendocrins i en línies cel·lulars 

 

L’amilina és expressada en insulinomes (259, 307) i en altres tumors 

neuroendocrins, incloent-hi gastrinomes, VIPomes, glucagonomes, tumors carcinoides 

i PPomas (308-310). S’ha demostrat en diversos tumors neuroendocrins d’origen caní 

la presència d’amilina associada tant a les cèl.lules tumorals com a l’amiloide 

extracel.lular que és freqüentment present en aquests tumors (311). Aquests estudis 

en tumors neuroendocrins han mostrat generalment coexpressió d’amilina i insulina, 

però amb diferències significatives en la regulació d’ambdós pèptids (259). 

 

Madsen i col. (299) han demostrat que l’expressió d’amilina està restringida a la 

cèl·lula β en estudis in vivo amb  línies cel·lulars tumorals fenotípicament estables 

MSL-G2-IN (insulinoma) i MSL-G-AN (glucagonoma), així com amb les línies cel·lulars 

beta-Tc i alfa-Tc, derivades de ratolins transgènics. No obstant, en clons heterogenis 

inestables, com és la línia cel·lular NHI-6F, l’expressió d’amilina i insulina estan 

completament dissociades. En aquest clon, l’amilina és sobreexpressada amb el 
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glucagó en condicions in vitro, mentre que l’expressió del gen de la insulina  esdevé 

dominant in vivo. Els autors proposen que la coexpressió de l’amilina amb altres 

hormones diferents a la insulina podria constituir un marcador de cèl·lules tumorals 

pluripotencials d’origen insular, que serien capaces d’activar la transcripció del gen de 

la insulina in vivo. 

 

2.4.4.3 Expressió de l’amilina en teixits no pancreàtics 

 

S’ha detectat expressió de l’amilina en el tracte gastrointestinal, pulmó i sistema 

nerviós, encara que a nivells notablement reduïts en relació a pàncrees (312). 

D’aquestes localitzacions, la millor estudiada ha sigut el tracte gastrointestinal, on s’ha 

detectat immunoreactivitat per amilina des de l’estómac fins al recte (313). Els nivells 

més importants d’expressió s’han detectat a l’estómac, concretament a l’antre pilòric, 

que representa 1-2% de la detectada en teixit pancreàtic, sent colon la segona 

localització en importància (314).  

 

S’ha descrit la presència en l’antre pilòric d’un cert nombre de cèl·lules que 

contenen amilina, tant  en humans com en rosegadors, així com, en nombre més 

reduït, en duodè i recte (313). Aquestes cèl·lules presenten prolongacions 

citoplasmàtiques que permeten l’establiment d’un contacte intercel.lular. Cal destacar 

que l’amilina en el tracte intestinal no es colocalitza amb altres pèptids, com gastrina, 

somatostatina, polipèptid vasoactiu intestinal (VIP, sigles de “vasoactive intestinal 

polypeptide”), PP, insulina o glucagó.     

 

Finalment, també s’ha detectat expressió d’amilina en pulmó i arrels nervioses 

dels ganglis dorsals (312, 315). 
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2.4.5 Secreció de l’amilina 

 
L’amilina és cosecretada amb la insulina en condicions basals i en resposta als 

mateixos estímuls secretagogs (262-264). Estudis amb cèl·lules β isolades, illots 

pancreàtics i  en el model de pàncrees perfós han mostrat que, en la majoria de 

condicions, els canvis en la secreció de l’amilina es produeixen en paral·lel als canvis 

en la secreció de la insulina, i representen 1-20% de la producció d’insulina en relació 

molar (316-319). S’ha suggerit que canvis en aquest quocient molar amilina/insulina 

podrien estar involucrats en el desenvolupament de la diabetis tipus 2. D’altra banda, 

experiments en illots pancreàtics humans i de rata sotmesos a estimulació perllongada 

amb concentracions de glucosa elevades han suggerit que aquesta secreció d’ambdós 

pèptids no es produeix sempre de forma  estrictament coordinada (320, 321). 

 

L’amilina circula en plasma a concentracions picomolars. Els mètodes 

disponibles per a la determinació de les concentracions plasmàtiques d’amilina han 

demostrat que existeixen considerables variacions entre els nivells detectats en 

individus normals sans i en pacients amb diabetis. En subjectes no diabètics i no 

obesos les concentracions basals d’amilina oscil·len entre  2 i 13 pmol/l, i augmenten 

de forma paral·lela a la insulina en el període postprandial o després d’una 

sobrecàrrega oral de glucosa fins a 5-17 pmol/l (263, 322-324). Pacients amb diabetis 

tipus 1 amb una severa reducció de la secreció del pèptid C, presenten també nivells 

plasmàtics mínims o no detectables d’amilina, corresponent aquesta pèrdua de 

secreció a la destrucció de cèl·lules β (325). En contrast, individus obesos en els que 

es detecten nivells basals i estimulats d’insulina incrementats, presenten de forma 

anàloga nivells augmentats d’amilina en relació a subjectes amb normopés (326-328).   
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En estadis inicials de la diabetis tipus 2, els nivells plasmàtics d’amilina solen 

estar incrementats, mentre que en el curs de la malaltia, la secreció d’amilina 

disminueix de forma paral·lela a la progressiva reducció de la secreció d’insulina (329, 

330). D’altra banda, també la teràpia utilitzada en la diabetis tipus 2 pot influir sobre la 

secreció d’amilina. Així, s’ha demostrat que pacients amb DM tipus 2 en tractament 

amb sulfanilurees presenten concentracions postprandials d’amilina augmentades en 

comparació a pacients tractats amb dieta o insulina (331). S’ha hipotetitzat que aquest 

increment en la secreció d’amilina seria responsable d’una acceleració en el procés de 

deposició de fibres d’amiloide i, ulteriorment, del deteriorament de la funció cel·lular β i 

del fracàs secundari al tractament amb aquests fàrmacs.  

 
Un potent estímul de la secreció d’amilina per la cèl·lula β, de forma anàloga a 

la insulina, és la glucosa. Ludvik i col. (332) van investigar la secreció d’amilina en 

resposta a una prova estàndard de tolerància oral a la glucosa (PTOG) en 10 

subjectes amb tolerància a la glucosa normal, 20 subjectes obesos (12 amb tolerància 

normal a la glucosa i 8 amb tolerància alterada), i en10 pacients amb diabetis tipus 2 

tractats exclusivament amb dieta. Pacients amb tolerància anormal i amb diabetis tipus 

2 van presentar hiperglucèmia acompanyada d’una secreció augmentada d’insulina i 

amilina en els primers, mentre que en els segons  va cursar  amb nivells reduïts 

d’ambdós pèptids. Cal remarcar que  individus obesos amb tolerància a la glucosa 

normal, també van presentar nivells augmentats d’insulina i amilina en la PTOG, en 

comparació amb individus amb normopés. La secreció d’amilina també va ser 

investigada en el mateix grup de subjectes durant una prova de tolerància endovenosa 

a la glucosa. Pacients amb diabetis tipus 2 van mostrar una pèrdua de la primera fase 

o fase precoç de secreció de la insulina amb conservació de la segona fase, mentre 

que ambdós fases de secreció de l’amilina van resultar abolides. Aquest fet suggereix 

que el deteriorament de la secreció de l’amilina pot precedir el fracàs en la secreció de 

la insulina en pacients amb diabetis tipus 2. 
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Thomaseth i col. (333) van dissenyar un model matemàtic per avaluar la 

cinètica de secreció i d’extracció hepàtica del pèptid C, insulina i amilina durant una 

PTOG. El mètode va utilitzar la tècnica de cateterització de la vena hepàtica, en la qual 

ambdós vena hepàtica i artèria femoral resulten canulades, i els resultats van ser  

emprats per definir un factor de cosecreció per amilina i insulina (factor σ) en diferents 

subjectes. Mitjançant aquest model els autors van demostrar que el factor σ estava 

reduït de forma significativa en pacients amb diabetis tipus 2 en comparació a 

subjectes no diabètics, proporcionant més evidències a favor de que la secreció 

d’amilina disminueix més precoçment que la d’insulina en pacients amb diabetis tipus 

2. 

 
D’altra banda, estudis en rates amb resistència a la insulina desenvolupada 

com a resultat de l’administració de dexametasona, han demostrat la presència d’una 

secreció augmentada de l’amilina i conseqüent reducció del quocient molar 

insulina/amilina en comparació a animals no tractats (316).  

 
No obstant, en l’avaluació de la relació molar amilina/insulina basada en la 

determinació de les concentracions plasmàtiques d’ambdós pèptids, s’ha de tenir en 

compte que l’aclarament plasmàtic de l’amilina és inferior al de la insulina. A diferència 

d’aquesta última, l’amilina és predominantment excretada via renal presentant una 

cinètica semblant al pèptid C (334). 

 
En el procés d’envelliment es produeix una disminució progressiva de la 

secreció d’amilina, que s’associa a un deteriorament de la secreció d’insulina (335). 

Aquesta reducció d’ambdós pèptids tradueix el fracàs de la cèl·lula β per augmentar de 

forma compensadora la seva funció secretora a l’estat de resistència a la insulina que 

és característic d’aquest procés fisiològic (336). En contraposició, un procés associat a 

nivells plasmàtics augmentats d’amilina és la insuficiència renal crònica. Pacients amb 
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insuficiència renal poden arribar a presentar concentracions d’amilina en plasma de 25 

pmol/l, mentre que després d’hemodiàlisi els nivells del pèptid experimenten una 

reducció fins al 50% (337, 338). Finalment, també s’ha descrit un augment de les 

concentracions plasmàtiques d’amilina en pacients amb diabetis gestacional en relació 

a dones gestants amb tolerància oral a la glucosa normal (339, 340). 

 

2.5- Altres components de l’amiloide pancreàtic de potencial importància 

 
L’examen de mostres d’autòpsies procedents de pacients amb diabetis tipus 2 

ha demostrat la presència d’almenys dos components addicionals en els dipòsits de 

substància amiloide en els illots pancreàtics: l’apoproteïna E (apo E) i l’heparan sulfat 

proteoglicà perlecan. Ambdós proteïnes han estat també identificades en altres formes 

d’amiloïdosis (241).  

 

L’apo E és una proteïna d’origen hepàtic que s’expressa en la superfície de les 

lipoproteïnes circulants en plasma que són riques en triglicèrids: quilomicrons, VLDL, 

IDL i LDL. Desenvolupa una funció crítica en l’aclarament de les lipoproteïnes 

aterogèniques remanents en l’espai vascular unint-se al receptor LDL i LRP (“LDL 

receptor related protein”), així com participant en el transport revers del colesterol, fora 

de la paret arterial (341).  

 

El gen humà de l’apo E és polimòrfic, havent-se identificat 3 al.lels diferents (ε2, 

ε3 i ε4) en el locus de l’apo E ubicat en el cromosoma 19, codificants per tres 

isoformes diferents (apo E2, apo E3 i apo E4), que donen lloc a sis fenotipus diferents 

(apoE2/2, apoE3/3, apoE4/4, apoE3/2, apoE4/2 i apoE4/3 ) (342). En població 

caucàsica, les freqüències dels al.lels ε2, ε3 i ε4 són 8%, 77% i 15%, respectivament. 

En comparació amb l’al.lel ε3, els nivells de colesterol total i LDL són inferiors en 

subjectes amb l’al.lel ε2 i estan augmentats en portadors de l’al.lel ε4, mentre que 
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ambdós al.lels ε2 i ε4 s’associen a uns nivells incrementats de triglicèrids. Actualment 

es considera que els polimorfismes de l’apo E constitueixen un dels més importants 

determinants genètics de la coronariopatia isquèmica en la població general, conferint 

especialment l’isoforma E4 un risc incrementat de malaltia coronària (343).  

 
L’apoproteïna E constitueix un component fonamental de les plaques senils i de 

les estructures neurofibril.lars detectades en el cervell de pacients amb la malaltia 

d’Alzheimer (344). Investigacions recents han demostrat que la presència de l’al.lel ε4 

s’associa a un risc incrementat de presentació de formes esporàdiques i familiars de la 

malaltia (345, 346). De forma anàloga, s’ha detectat per immunocitoquímica la 

presència d’apo E formant part dels dipòsits d’amiloide en illots pancreàtics d’humans, 

simis i ratolins transgènics (245, 347), però aquests estudis no han pogut demostrar 

mai la presència de l’ARNm de l’apo E, suggerint aquest fet que el lloc de síntesi de 

l’apo E és extrapancreàtic (246, 347). En contrast, en la malaltia d’Alzheimer sí que 

s’ha detectat abundant ARNm en els astròcits, que constitueixen la font predominant 

de producció d’apo E (348), sent vehiculitzada cap a l’interior de les neurones a través 

del receptor LDL . L’origen més probable de l’apo E present en els illots pancreàtics és 

el fetge, que constitueix el principal lloc de síntesi d’aquesta proteïna, o bé els 

macròfags circulants a través de l’illot (349). 

 

L’hipotètic paper de l’apoproteïna E en l’amiloidogènesi dels illots pancreàtics 

és controvertit. Estudis  desenvolupats en la malaltia d’Alzheimer suggereixen que pot 

promoure la fibril.logènesi i estabilitzar les fibres d’amiloide formades a partir del 

precursor amiloide A beta (Aβ), sent la isoforma E4 la variant amb major afinitat per 

l’amiloide β  (350-352). D’altra banda, experiments amb models de ratolins trangènics 

que expressen l’amiloide β però que no expressen l’apo E, han demostrat que aquests 

desenvolupen amiloïdosi en la regió de l’hipocamp més lentament que ratolins 

transgènics que presenten una expressió normal de l’apo E (353). Basant-se en 
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aquests estudis i per extrapolació de la malaltia d’Alzheimer, s’ha hipotetitzat que 

l’apoproteïna E també podria exercir un paper en el desenvolupament de l’amiloïdosi 

en els illots pancreàtics.  No obstant, els estudis desenvolupats en aquest sentit han 

estat negatius. D’una banda, els estudis genètics no han demostrat l’associació de 

l’al.lel  ε4 amb una major freqüència o severitat de l’amiloïdosi en els illots de pacients 

amb diabetis tipus 2 (354). D’altra banda, experiments amb models de ratolins 

transgènics que sobreexpressen l’amilina humana però que són deficitaris en apo E, 

no han mostrat tampoc una major freqüència ni severitat de l’amiloïdosi en relació a  

animals que expressen correctament l’apo E (355). 

 
Altre component de l’amiloide dels illots pancreàtics és el perlecan (247). 

Aquesta molècula proteica és un heparan sulfat, formant part de la família dels 

proteoglicans, i constitueix un component fonamental de la membrana basal de les 

cèl·lules endotelials, sent per tant ubiqua (356). Les proteïnes amiloidogèniques, 

incloent l’amilina, contenen una seqüència consensual d’unió a les cadenes de 

glucosaminoglicans del perlecan (241). S’ha demostrat que el perlecan és un dels 

components de l’amiloide detectat en la malaltia d’Alzheimer (357), la síndrome de 

Down (358) o en malalties causades per prions (per exemple, la malaltia de 

Creutzfeldt-Jacok, la síndrome de Gerstmann-Straussler, i el Kuru) (359). Estudis 

efectuats en la malaltia d’Alzheimer suggereixen que el perlecan actuaria estimulant la 

deposició de fibres d’amiloide a partir de la proteïna Aβ, estabilitzant els agregats 

neurofibril.lars i inhibint la degradació proteolítica d’aquests (360-362). Evidències a 

favor d’un potencial paper del perlecan en la formació dels dipòsits d’amiloide també 

en els illots pancreàtics de pacients amb diabetis tipus 2 han estat proporcionades per 

experiments in vitro desenvolupats per Castillo et al. (363), en els quals s’ha demostrat 

que les cadenes de glucosaminoglicans del perlecan constituirien la malla on 

precipitarien les molècules d’amilina, promovent la formació d’agregats fibril.lars i, 

finalment, conduint a l’aparició dels dipòsits d’amiloide.  
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La degradació de l’heparan sulfat es realitza als lisosomes mitjançant l’activació 

de l’enzim iduronat-2-sulfatasa (IDS). Actualment se sap que el dèficit d’aquest enzim 

és responsable de la malaltia de Hunter (mucopolisacaridosi tipus II), havent-se 

demostrat que el dèficit és degut a mutacions en el gen de l’IDS (364, 365), i també 

que la transfecció del gen intacte a línies cel·lulars deficitàries en IDS és capaç de 

corregir  el dipòsit de mucopolisacàrids (366). Estudis desenvolupats pel nostre grup 

d’investigació han detectat la presència d’ARNm de l’IDS en illots pancreàtics, la qual 

cosa suggereix  que també podria participar en el procés de formació dels dipòsit 

d’amiloide en la diabetis tipus 2.  

 

2.6- Mecanisme de formació d’amiloide en els illots pancreàtics 

 
2.6.1 Capacitat amiloidogènica de l’amilina  

 
L’amilina ha sigut identificada en tots els mamífers examinats fins al moment 

actual: simis (367), gossos (368), gats (369), hàmsters (370), pumes (371), rates, 

ratolins i cobais (372, 373). Però no en totes les espècies animals es forma amiloide: 

només humans, primats i felins són capaços de desenvolupar dipòsits d’amiloide, 

mentre que altres espècies animals –com rata i ratolins- no ho són. Aquesta diferència 

és deguda a les variacions d’aminoàcids en la porció central de la molècula i, 

específicament, la seqüència d’aminoàcids 24-28 glicina-alanina-isoleucina-leucina-

serina (GAILS) és crítica en el procés d’amiloidogènesi. En aquest sentit, experiments 

in vitro han demostrat que la substitució de la serina en posició 28 de la seqüència de 

l’amilina humana per prolina, tal com presenten rosegadors (veure Figura 8), inhibeix 

la formació de fibres d’amiloide (374). 
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No obstant, la crítica seqüència amiloidogènica de l’amilina és necessària però 

no suficient per a la formació d’aquests dipòsits en els illots pancreàtics de subjectes 

amb diabetis tipus 2. D’una banda, cal tenir en compte que la presència de dipòsits 

d’amiloide és excepcional en individus sans no diabètics. D’altra banda, malgrat que la 

seqüència d’aminoàcids 24-28 és idèntica en felins i gossos, només els primers 

presenten amiloïdosi associada a diabetis, encara que sí s’ha descrit la formació 

d’amiloide en alguns insulinomes d’origen caní (369). En conseqüència, altres factors 

estarien involucrats en el procés d’amiloidogènesi, genètics i/o ambientals. 

 

 
 N-IAPP IAPP 

1                                                                                    37 

C-IAPP 

Home TPIES: : :HQVEKR KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGAILSSTNVGSNTY GKRNAVEVLKREPLNYLPL

Simi (mico) - - - - -: : : -  -  - - - -   - - - - - - - - - - - - - - - - -  R - - - - -  - T- - - - - - - - - - D - - - - - - - - -  - - - - -  - - -  - -  - - 

Gat - - - - -: : : N - - - - -  - -  - -  -  - - - - - - - - - - - IR -  - - - L- - - - - P - - -  - -  - - -    -  -  - ST- DI - N -  - - - - - - F 

Gos  - - -K- : : : - -M - - -  - - - - - - - - - - - -  -  - -  -  -RT - - - L- - - - - P -  -  -  - - - - - - -   - - TI – I – N- G - -- - - - -

Rata - -VG-GTN - - D - - - - - - - - - -  - - - - -  - -  - - R - - - - L- PV-PP -  - -  -  - - - - - -  - - VA-  DPN- - S- DF-L - 

Ratolí - -VR-GSNP-MD - - - - - - - - - -  - - - - -  - -  - - R - - - - L- PV-PP -  - -  -  - - - - - -  - - - AGDPN- - S- DF-KV 

Hamster - -VR-GTN- -MD- - - - - - -  -  - - - - - - -  - -  -  -  - N - -L- PV-P -  -  - -  - - - - - -  -  - S-A – IPDGDS- DLFL- 

Cobai - S-A-DTG- - - G- - - - - -  - - - - -  - - -  T - - - - R- -H -L - -A –LP - D - - - - - - - - -  -  - PQISD - - LCH- - - - 

 
 
Figura 8.  Comparació de la seqüència d’aminoàcids de la proamilina en 8 espècies de 

mamífers. IAPP, amilina; N-IAPP, regió aminoterminal; C-IAPP, regió carboxiterminal. La 

seqüència compresa entre els aminoàcids 24-28 (GAILS), que és crítica per a la fibril.logènesi, 

està conservada en espècies en les quals es desenvolupa amiloide en els illots pancreàtics o 

en insulinomes (home, gos i gat), i presenta només una substitució en simis. Els guions 

indiquen els residus que son idèntics als humans per aquesta posició. Els aminoàcis estan 

indicats amb els símbols: A, alanina; C, cisteïna; D, àcid aspàrtic; Z, àcid glutàmic; F, 

fenilalanina; G, glicina; H, histidina; I, isoleucina; K, lisina; L, leucina; M, metionina; N, 

asparagina; P, prolina; Q, glutamina; R, arginina; S, serina; T, treonina; V, valina; Y, tirosina. 
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2.6.2 Defectes genètics i hipersecreció de l’amilina 

 
De forma anàloga a algunes formes d’amiloïdosis en les quals s’ha demostrat 

la presència d’alteracions genètiques que resulten en l’agregació de la proteïna 

codificada, com succeeix en la malaltia d’Alzheimer (375, 376), es va postular que 

mutacions en el gen de l’amilina podrien exercir un paper en el procés 

d’amiloidogènesi, per exemple, incrementant la propensió del pèptid a l’agregació. En 

aquest sentit, estudis en població japonesa desenvolupats per Sakagashira i col. van 

detectar la presència de la mutació S20G a l’exó 3 del gen de l’amilina en un 4% de 

pacients amb diabetis tipus 2, associant-se aquesta mutació a un patró fenotípic 

específic: edat de diagnòstic relativament jove (≤ 35 anys), tendència a la insulinopènia 

i a l’agregació familiar de diabetis (224). Aquesta mutació no s’ha detectat en altres 

poblacions estudiades, per la qual cosa si constitueix un factor patogènic, seria inusual 

i evidentment no pot explicar la freqüent associació d’amiloide i diabetis tipus 2. 

 

Altre hipòtesi que es va postular és que una hipersecreció de l’amilina podria 

conduir a l’acumulació i agregació del pèptid. Això no obstant, estudis in vivo intentant 

verificar aquesta hipòtesi han resultat negatius, i un important argument en contra ve 

donat per la infreqüent detecció dels dipòsits d’amiloide en individus normoglucèmics 

que són obesos i/o que presenten resistència a la insulina i que, per tant, 

potencialment serien hipersecretors d’amilina (253). Malgrat tot, en determinats casos 

d’una estimulació massiva crònica de la cèl·lula β és possible la formació de dipòsits 

d’amiloide en humans, l’exemple més demostratiu és l’amiloide associat a insulinomas 

humans (258). Així també, s’ha documentat el desenvolupament d’abundant amiloïdosi 

insular en un pacient amb hiperplàsia d’illots degut a la presència d’anticossos contra 

el receptor de la insulina (377). D’altre banda, una situació especial és la de pacients 
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no diabètics amb insuficiència renal terminal, en els quals juntament amb elevades 

concentracions d’amilina s’ha descrit una major prevalença d’amiloide pancreàtic en 

relació a subjectes no diabètics i sense insuficiència renal (378). Aquesta major 

prevalença podria ser el resultat de les elevades concentracions d’amilina, una 

prediabetis no diagnosticada, i/o un estat de resistència a la insulina que freqüentment 

acompanya a la insuficiència renal. 

 

2.6.3 Localització dels dipòsits d’amiloide en el pàncrees 

 
Els dipòsits d’amiloide en el pàncrees estan ubicats dins dels límits de l’illot, 

entre les cèl·lules endocrines i els capil·lars, i mostren immunoreactivitat per amilina. 

La distribució dels dipòsits en els illots pancreàtics no és homogènia i, a més a més, 

els illots contenint amiloide poden estar limitats només a un o dos lòbuls exocrins 

(379), fent més complex el procés d’identificació. Aquesta distribució lobular també és 

característica de la fase precoç del procés de destrucció autoimmune de les cèl·lules β 

en la diabetis tipus 1 (380).  

 

D’altra banda, no s’han detectat dipòsits d’amiloide en els illots del cap del 

pàncrees, els qual contenen un escàs nombre de cèl·lules β i en el desenvolupament 

embrionari deriven del primordi ventral (381). 

 

Una qüestió llargament debatuda en el procés d’amiloïdosi dels illots en la 

diabetis tipus 2 és si la formació de fibril.les comença intracel.lularment o bé aquest 

procés només s’inicia una vegada l’amilina és secretada per la cèl·lula, i per tant el lloc 

de formació de dipòsits seria extracel.lular. Al llarg de la literatura hi ha estudis tant a 

favor d’un origen intracel.lular (258, 382-384), extracel.lular (385), com a favor 

d’ambdós origens simultanis (386). En aquest sentit, s’ha detectat immunoreactivitat 

per amilina en els compartiments intracel.lulars, incloent-hi grànuls de secreció i 



Introducció 

 
59

lisosomes (261), suggerint aquest fet que els dipòsits serien inicialment formats dins 

de la cèl·lula. Malgrat això, estudis per microscopia electrònica d’illots procedents de 

pacients amb diabetis tipus 2 han demostrat la presència de fibril.les extracel.lulars, 

però mai han detectat acumulació de material fibril.lar intracel.lular (255, 387). No 

obstant, s’ha de tenir en compte que l’examen histològic de mostres humanes és 

complex, i depèn tant de l’estat de conservació de les mostres d’autòpsies com del 

grau d’amiloïdosi dels illots.  

 

2.6.4 És l’amiloide pancreàtic un component precoç o tardà de la DM tipus 2 ? 

 
Constitueix motiu de gran controvèrsia si la presència d’amiloide en els illots 

representa un component precoç en la patogènia de la diabetis tipus 2, o es tracta d’un 

epifenomen.  

 

Part de la dificultat en proporcionar una resposta prové de la impossibilitat de 

realitzar amplis estudis longitudinals en humans relacionant la presència de dipòsits 

amb els canvis en el metabolisme de la glucosa. A més a més, gran part de les 

investigacions desenvolupades estan basades en estudis amb microscopia òptica, 

amb la qual només es possible detectar canvis corresponents a un estadi avançat del 

procés d’amiloidogènesi, mentre que els canvis ultraestructurals en fase precoç 

solament són detectables  amb microscopia electrònica. 

 

La deposició d’amiloide precedeix l’inici de la hiperglucèmia en gats (388) i 

micos (389), suggerint un paper etiològic primari en aquestes espècies.  

 

En estudis amb el primat no humà Macaca nigra, capaç de presentar amiloide 

pancreàtic i diabetis, Howard va ser el primer en examinar la patologia insular i el 

metabolisme de la glucosa (257, 390). En el seu exhaustiu treball va demostrar que 

aquells simis en els que en la biòpsia pancreàtica inicial es detectaven dipòsits 
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d’amiloide, presentaven una secreció d’insulina reduïda amb alteració de la tolerància 

a la glucosa, però glucèmies en dejú normals (257). El seguiment longitudinal 

d’aquests animals incloent biòpsies pancreàtiques seriades, va confirmar que la 

deposició continuada d’amiloide s’associava a una progressiva reducció de la secreció 

d’insulina i a un deteriorament de la tolerància endovenosa a la glucosa. El 

desenvolupament d’hiperglucèmia basal constituí un fenomen tardà i es produïa 

només en aquells animals amb extensa amiloïdosi en els illots. 

    

L’accés a models de ratolins transgènics va proporcionar l’oportunitat d’estudiar 

l’efecte d’un factor individual en una malaltia multifactorial com és la diabetis. La 

influència de factors addicionals pot ser estudiada mitjançant l’encreuament del ratolí 

transgènic inicial amb altre ratolí transgènic, recombinant homòleg o mutant, o 

mitjançant la manipulació de factors ambientals com la dieta. La creació d’aquests 

models de ratolins transgènics que produeixen amilina humana en les seves cèl·lules β 

va permetre estudiar les propietats diabetogèniques i amiloidogèniques  de l’amilina 

humana in vivo (305, 391-395). 

 

El ratolins transgènics heterozigots inicials que sobreexpressaven l’amilina 

humana, no eren capaços de formar dipòsits d’amiloide (305). Però amb l’obtenció de 

ratolins transgènics homozigots, alguns d’aquests animals van  desenvolupar amiloide 

en els seus illots pancreàtics (394, 395). Aquesta troballa suggereix que la citotoxicitat 

per la cèl·lula β induïda pel transgen depèn dels nivells d’expressió d’aquest gen, i es 

correlaciona amb el fet que la presència d’amiloide és fonamentalment detectada en 

aquells insulinomes que presenten un elevat contingut d’amilina (396). 

 

Donat que l’amilina és cosecretada amb la insulina, com a resultat de 

seqüències reguladores promotores comunes per ambdós gens codificants (283), la 

inducció de resistència a la insulina dona lloc a un increment de l’expressió de la 
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insulina i de l’amilina. Així, el desenvolupament d’hiperinsulinèmia en estats de 

resistència a la insulina probablement va associat a un increment en les 

concentracions plasmàtiques de l’amilina. En aquest sentit, s’ha hipotetitzat que la 

combinació de la producció de l’amilina humana amb resistència a la insulina podria 

estar implicada en la formació d’amiloide in vivo (397).  

 

Estudis practicats per Höppener i col. (395) han demostrat que l’encreuament 

de ratolins transgènics amb el ratolí genèticament obès i deficient en leptina ob/ob com 

a conseqüència d’una mutació en el gen de la leptina (398), indueix un estat de 

resistència a la insulina i el desenvolupament d’una amiloïdosi extensa en els illots 

pancreàtics dels ratolins resultants.  

 

Resultats semblants als de Höppener van ser obtinguts per Soeller i col. (399) 

amb l’encreuament de ratolins transgènics amb el ratolí groc Avy/a, model murí 

d’obesitat i resistència a la insulina (400), i per Couce  i col. (401) amb ratolins 

transgènics sotmesos a tractament amb hormona de creixement i dexametasona. A 

més a més, en el model creat per Hoppener el grau de formació d’amiloide es va 

correlacionar positivament amb el quocient molar glucosa/insulina en plasma. Ratolins 

transgènics ob/ob que sobreexpressaven l’amilina humana van presentar glucèmies 

superiors i concentracions inferiors d’insulina que ratolins ob/ob no transgènics (sobre 

tot aquells amb dipòsits d’amiloide), indicant que el fracàs de la cèl·lula β  era el 

resultat de la formació d’amiloide.  

 

Aquests estudis in vivo indiquen que la deposició d’amiloide pot esdevenir com 

a conseqüència de la resistència a la insulina i, a la mateixa vegada, pot provocar un 

deteriorament de la secreció d’insulina (Figura 9). 
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     RESISTÈNCIA A LA INSULINA

   FACTORS 
  DIABETOGÈNICS

DEFECTE DE LA CÈL.LULA β 

FORMACIÓ
DIPÒSITS AMILOIDE

• ↓ PRODUCCIÓ INSULINA
• ↓ MASSA CEL.LULAR β

DIABETIS TIPUS 2

FRACÀS CÈL.LULA  β 

• ↑  DEMANDA INSULINA
• ↑  PRODUCCIÓ AMILINA

 
 

Figura 9.  Model proposat de la funció de l’amilina amb la seva seqüència amiloidogènica en la 

patogènia de la diabetis tipus 2. Diversos factors diabetogènics primaris, determinats 

genèticament i ambientalment, podrien deteriorar la funció de les cèl·lules β, conduint a un 

defecte de la cèl·lula β, o bé disminuir la sensibilitat perifèrica a la insulina, conduint a un estat 

de resistència a la insulina. La resistència a la insulina incrementa la demanda d’insulina, 

donant lloc a hiperinsulinèmia i a un estat de prediabetis. Si la coexistent hipersecreció 

d’amilina és suficientment important o perllongada, donarà lloc a la formació d’amiloide en els 

illots pancreàtics, la qual s’associa a degeneració de les cèl·lules β, reducció de la massa 

cel·lular β i disminució de la capacitat secretora d’insulina. D’altra banda, les cèl·lules β que 

resten indemnes intentaran compensar aquest dèficit augmentant la seva producció d’insulina i, 

per tant, d’amilina. Si el procés no s’atura, augmentarà progressivament el grau de formació 

d’amiloide i disminuirà la capacitat productora d’insulina i d’amilina del pàncrees. Finalment, 

quan la secreció d’insulina esdevé insuficient per compensar aquesta situació mantinguda de 

resistència a la insulina (fracàs de la cèl·lula β), la concentració plasmàtica de glucosa 

augmentarà. Per tant, l’amilina amb la seva seqüència amiloidogènica constitueix un factor 

diabetogènic que pot ser responsable de la disfunció de la cèl·lula β i del deteriorament de la 

secreció d’insulina. En el cas d’un defecte primari de la cèl·lula β que comporti una reducció en 

la secreció d’insulina (per exemple, per processament de la proinsulina defectuós), pot 

desenvolupar-se resistència a la insulina com un defecte secundari, amb el conseqüent 

increment de la demanda d’insulina, que conduirà també finalment a la formació d’amiloide.   
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De forma anàloga, l’estimulació crònica de la cèl·lula β per glucosa també 

donaria lloc a la formació d’amiloide. Així, estudis practicats per MacArthur i col. (385) i 

de Koning i col. (386) han demostrat el desenvolupament ràpid d’amiloide en illots 

pancreàtics isolats de ratolins transgènics que sobreexpressaven l’amilina humana 

després d’incubació amb elevades concentracions de glucosa.  

 

Recentment, s’ha demostrat que la glicosilació de l’amilina humana pot 

augmentar el seu potencial amiloidogènic (402), suggerint que la hiperglucèmia pot 

promoure la formació d’amiloide no només estimulant la producció d’amilina humana, 

sinó també incrementant la seva capacitat d’agregació i fibril.lació. Aquest efecte 

estarà absent en subjectes amb resistència a la insulina  que no presenten diabetis, i 

podria explicar perquè malgrat presentar concentracions plasmàtiques augmentades 

d’amilina, aquests individus infreqüentment desenvolupen amiloide. 

 

2.6.5 Alteracions del processament i secreció de l’amilina 

 

Altre hipòtesi que s’ha postulat és que una lesió de la cèl·lula β que comportés 

una alteració en el processament o alliberament de l’amilina seria el factor addicional a 

la seqüència amiloidogènica del pèptid necessari per a la formació del dipòsits 

d’amiloide en la diabetis tipus 2 (246). 

 

Després de la seva síntesi en el reticle endoplasmàtic, els dos grans precursors 

peptídics (proinsulina i proamilina) travessen l’aparell de Golgi i són emmagatzemats 

en grànuls de la via secretora regulada o són alliberats en les vesícules de la via  

secretora constitutiva (403). Les vesícules en la via constitutiva travessen l’interior de 

la cèl·lula ràpidament  i són alliberades en aproximadament 20 minuts després de la 

seva formació. Donat el ràpid trànsit d’aquestes vesícules i la seva manca 

d’endopeptidases PC2 i PC3 responsables del processament proteolític de la 
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proinsulina a insulina i, presumiblement també, de la proamilina a amilina (271), són 

predominantment alliberats els propèptids. La quantitat de pèptid alliberat mitjançant la 

via constitutiva depèn de la quantitat sintetitzada, i és accelerada per nutrients com la 

glucosa, que són capaços d’estimular la biosíntesi de la insulina i de l’amilina (404-

406). D’altra banda, els grànuls de la via secretora regulada contenen, a més de 

proinsulina i proamilina, les endopeptidases PC2 i PC3, sent la seva acció proteolítica 

altament depenent del PH i la concentració de calci de l’interior del grànul. Mitjançant 

la via regulada són fonamentalment  secretats els pèptids madurs, però també en 

petita quantitat proinsulina i proamilina. Aquesta via de secreció depèn de la 

naturalesa i la magnitud de l’estímul i, a diferència de la via constitutiva, només 

indirectament de la síntesi (403). A més a més, les secrecions d’insulina i amilina estan 

freqüentment coordinades produint-se a un quocient molar fix (327, 330, 335).  

 
S’ha hipotetitzat que una alteració de la secreció, comportant a) un 

processament defectiu de la proamilina en la via secretora regulada (407), o b) un 

excessiu alliberament del pèptid a través de la via constitutiva (408), podria estar 

implicada en la patogènia de la formació dels dipòsits d’amiloide en la diabetis tipus 2. 

 

Pacients amb diabetis tipus 2 presenten uns nivells plasmàtics de proinsulina 

desproporcionadament elevats en relació a les concentracions d’insulina (272, 273, 

409) la qual cosa és compatible amb una conversió disminuïda de proinsulina a 

insulina en el grànul de la via secretora regulada (410). Donat que ambdós precursors 

són probablement processats per les mateixes endopeptidases presents en el grànul 

de secreció (274), és presumible que la secreció augmentada de proinsulina 

mitjançant aquesta via s’associï a un increment similar de la secreció de proamilina. 

 

D’altra banda, en el cas dels insulinomes, malgrat que també és activa la via 

regulada, la via constitutiva és la principal via de secreció de proinsulina (403, 405). 
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Donat que aquesta via manca de les endopeptidases PC2 i PC3, és probable que en 

els insulinomes humans la proamilina sigui, juntament amb la proinsulina, un dels 

productes de secreció principals. 

 

Malgrat que els patrons de secreció d’insulina i amilina són habitualment 

similars i que el processament de proinsulina a insulina és incomplet en pacients amb 

diabetis tipus 2 i insulinomes, l’associació de malalties humanes amb un augment de 

les concentracions de proamilina no ha pogut ser demostrada de forma definitiva per 

no disposar-se de mètodes suficientment sensibles per a la seva determinació. No 

obstant això, existeixen evidències a favor d’aquesta associació. D’una banda, s’ha 

documentat la presència en plasma d’una forma d’amilina immunoreactiva d’elevat pes 

molecular  en una pacient amb un tumor insular secretor d’amilina (411), suggerint que 

pot produir-se un processament incomplet de proamilina en aquests tumors. D’altra 

banda, estudis immunohistoquímics han demostrat la presència de la seqüència 

aminoterminal de la proamilina en els dipòsits d’amiloide de pacients amb diabetis 

tipus 2 (412), recolzant la hipòtesi de que una alteració en el processament de la 

proamilina podria estar implicada en la formació d’aquests dipòsits. Finalment, estudis 

desenvolupats en la línia cel·lular TC3 derivada d’insulinoma murí han demostrat la 

presència d’una secreció augmentada d’ambdós precursors, proinsulina i proamilina, a 

través de la via constitutiva (413). 

 

2.6.6 Implicació d’una dieta rica en greixos en la formació d’amiloide 

 
Donada l’associació d’una dieta rica en greixos amb el desenvolupament de 

diabetis tipus 2 en humans, sobre tot en poblacions migratòries (414), i l’aparició de 

dipòsits d’amiloide en els illots de ratolins transgènics sotmesos a dieta amb elevat 

contingut en greixos (246), s’ha postulat que el consum d’una dieta rica en greixos 

podria  estar implicat en el procés d’amiloidogènesi. Probablement el mecanisme es 
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multifactorial, i podria estar associat a: a) l’efecte d’estimulació crònica de la cèl·lula β 

per la hiperglucèmia induïda, b) l’estat de resistència a la insulina produït, c) la 

disfunció de la cèl·lula β, resultant de l’exposició a uns elevats nivells circulants d’àcids 

grassos lliures, de l’acumulació intracel.lular de triglicèrids, o de l’apoptosi cel·lular 

(415, 416), d) un deteriorament del processament proteolític de les endopeptidases 

PC2 i PC3 com a conseqüència dels elevats nivells d’àcids grassos lliures (417), i  e) 

un increment en la biosíntesi de l’apoproteïna E (418, 419).  

 

2.7- Citotoxicitat de l’amilina humana  

 
La formació de dipòsits d’amiloide en els illots pancreàtics s’associa in vivo amb 

una reducció del 40 al 50% de la massa cel·lular β en pacients amb diabetis tipus 2 

(251, 420), així com en gats diabètics (388) i en el ratolí transgènic ob/ob que 

sobreexpressa l’amilina humana (395). Així mateix, estudis longitudinals en simis han 

demostrat que el grau de deposició d’amiloide en els illots estava associat al grau de 

deteriorament de la secreció d’insulina, indicant que els dipòsits d’amiloide estan 

relacionats causalment amb la mort de la cèl·lula  β (257).  

 

S’han implicat diversos mecanismes en la citotoxicitat de l’amilina humana. 

Diversos estudis indiquen que la formació de fibres d’amilina extracel.lulars indueix 

l’apoptosi de les cèl·lules β, toxicitat que requereix el contacte directe de les fibres amb 

la superfície cel·lular (421), i que també pot ser mitjançada pels mecanismes d’estrès 

oxidatiu (422, 423), i per un augment de l’expressió dels gens promotors d’apoptosi 

cel·lular p53 i p21 (424). D’altra banda, la formació intracel.lular de fibres d’amilina 

també pot ser causa de mort cel·lular. Estudis en cèl·lules COS-1, derivades 

d’hipernefroma de mico, transfectades amb vectors que expressen l’amilina humana 

han demostrat el desenvolupament de dipòsits d’amiloide intracel.lulars associats a la 

presència de cèl·lules en apoptosi (425). No obstant, s’ha de tenir en compte que 
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cèl·lules COS manquen de les endopeptidases PC2 i PC3 i del sistema de grànuls de 

secreció present en la cèl·lula β i, per tant, un processament i secreció anormals dels 

pèptids pot haver afavorit la formació d’amiloide, tal com s’ha discutit prèviament.  

 

L’amilina humana, però no la de rata o ratolí, és capaç de formar canals iònics 

(426). A concentracions elevades, l’amiloidogènica i citotòxica amilina humana pot 

formar agregats que serien integrats en la membrana cel·lular i podrien funcionar com 

canals permeables pel calci (427), donant lloc a un flux intracel.lular de calci que, de 

ser perllongat, contribuiria en el mecanisme d’apoptosi de la cèl·lula β (428) .  

 

Estudis desenvolupats per McLean i col. han demostrat que la interacció de 

l’amilina humana (però no la de rosegadors) amb membranes liposomals indueix la 

formació de fibril.les amb conformació β (429), suggerint que la interacció de la 

proteïna amiloidogènica amb els components de la membrana cel·lular induiria la 

formació d’amiloide i l’apoptosi de les cèl·lules β. La detecció de perlecan, un 

component de la membrana basal de cèl·lules endotelials, en els dipòsits d’amiloide 

presents en illots humans, així com de simis i ratolins transgènics (247), recolza 

aquesta hipòtesi. Estudis in vitro han mostrat que aquest heparan sulfat estabilitzaria 

les fibres d'amilina formades, accelerant el procés de fibril.lació (363). El fet que els 

dipòsits siguin localitzats primàriament entre les cèl·lules dels illots i els capil·lars, tal 

com foren originalment descrits per Opie (229), recolza aquesta possible acció 

promotora de la fibril.logènesi dels components de la membrana basal. 

 

Experiments practicats per Janson i col. (430) van demostrar que l'acció 

citotòxica de l'amilina humana podia ser mitjançada per la interacció de la membrana 

cel·lular amb partícules tòxiques d'amilina de tamany intermedi o "ISTAPs" 

("intermediate-sized toxic amyloid particles"). Es tractaria d'agregats hidrofòbics 

contenint de 25 a 6000 molècules d'amilina que causarien desestabilització de les 
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membranes cel·lulars, amb posterior disrupció i vesiculació d'aquestes. Després de la 

mort cel·lular (per necrosi o apoptosi) els agregats preamiloidogènics serien alliberats 

a l'espai extracel.lular, on madurarien, donant lloc com a segon esdeveniment a 

l'aparició de grans (>106 molècules per partícula) dipòsits fibril.lars d'amiloide, en els 

quals la capacitat per causar lesió de membrana està considerablement disminuïda o 

abolida. Recolzant aquest mecanisme citotòxic de l'amilina, un estudi recent amb 

ratolins nus en els quals s'han implantat illots procedents de ratolí transgènic (431), ha 

mostrat que l'aparició de dipòsits extracel.lulars d'amiloide era precedida per la 

formació d'agregats en la membrana basal.  

 

2.8- Accions biològiques de l’amilina 
 

L’elevada analogia de la seqüència d’aminoàcids del pèptid madur entre 

diferents espècies i l’amidació del residu carboxiterminal, suggereix que l’amilina pot 

actuar com a hormona paracrina. Així mateix, l’origen pancreàtic i el fet que sigui 

cosecretada amb la insulina, apunta a que pot exercir una funció en la regulació del 

metabolisme de la glucosa. A més a més, la seva homologia amb la calcitonina i els 

neuropèptids CGRP, suggereix una acció hormonal en el metabolisme del calci.  

 

Fins a l’actualitat, s’han descrit efectes biològics de l’amilina en múscul 

esquelètic, fetge, pàncrees, tracte gastrointestinal, sistema nerviós central (432-434), 

metabolisme ossi (435-437) i sistema cardiovascular (438). No obstant això, malgrat 

haver-se dut a terme extensos estudis fisiològics tant in vivo com in vitro, les funcions 

exactes de l’amilina no han estat completament elucidades, i la seva possible 

rellevància és encara debatuda. Això es degut a que, en la majoria d’investigacions, 

les concentracions necessàries d’amilina per obtenir un efecte mesurable han estat 

molt superiors als nivells fisiològics del pèptid.  
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2.8.1 Efecte en el metabolisme de la glucosa 

 
Cooper i col. van proporcionar la primer evidència a favor de que l’amilina 

podria ser una hormona glucoreguladora, demostrant la inhibició dosi-depenent de la 

incorporació de glucosa a glicogen en el múscul esquèletic per l’amilina (439). Aquest 

fet va conduir a que es postulés la hipòtesi de que la hipersecreció d’amilina indueix 

resistència a la insulina i, en conseqüència, podia exercir una acció important en la 

disminució de la sensibilitat a la insulina que es produeix en la diabetis tipus 2 (440-

444). L’amilina actuaria com a un inhibidor no competitiu de la insulina (445) i 

disminuiria l’acumulació de glicogen induïda per aquesta hormona (446). Així, inhibeix 

la síntesi de glicogen i estimula la glucogenolisi, via la inhibició de la glucogen sintasa i 

l’activació de la glicogen fosforilasa (447), respectivament, produint-se ambdós accions 

a través de mecanismes de fosforilació independents de l’AMPc (448).  

 

No obstant, la hipotètica funció reguladora de l’amilina en l’homeostasi de la 

glucosa és controvertida i els diferent estudis practicats in vivo han resultat 

contradictoris. Així, mentre que alguns estudis van mostrar que la infusió endovenosa 

d’amilina sintètica causava la inhibició de la disponibilitat de glucosa estimulada per 

insulina en rates (440-443) i gossos (444), altres investigacions no en van detectar cap 

efecte (449-451). A més a més, la infusió d’amilina en humans durant el clamp 

euglicèmic-hiperinsulinèmic no va alterar la sensibilitat a la glucosa malgrat 

incrementar-se fins a 100 vegades les concentracions plasmàtiques del pèptid durant 

el clamp (452). També en aquesta línia, estudis practicats per Bretherton-Watt i col. 

amb voluntaris sans van demostrar que per alterar la resposta de la insulina a 

l’administració endovenosa de glucosa eren necessàries concentracions plasmàtiques 

d’amilina nou vegades superiors a les postprandials fisiològiques (453). Aquests 
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estudis suggereixen que és improbable que l’amilina a concentracions fisiològiques 

tingui un efecte en el metabolisme de la glucosa (454).  

 

L’amilina augmenta la producció hepàtica de lactat. No obstant, no està aclarit 

si aquest efecte és resultat de l’acció directa del pèptid en el fetge, o seria secundari a 

un augment de la producció de substrats gluconeogènics. Així, alguns estudis han 

evidenciat un increment de la producció de lactat després de l’administració d’amilina 

(455-457).  

 

El teixit adipós no constituiria un teixit diana de les accions de l’amilina, no 

obstant això, sí que resultaria afectat de forma indirecta. S’ha hipotetitzat que un flux 

excessiu del lactat muscular al fetge podria promoure, en un estat alimentat, la 

lipogènesi hepàtica i la producció de lipoproteïnes de molt baixa densitat, les quals 

serien transportades al teixit adipós (458, 459). Recolza aquest mecanisme l’estudi 

practicat per Suzuki i col. en hepatòcits primaris en cultiu, on es demostra que l’amilina 

és capaç d’estimular la lipogènesi, tant basal com estimulada per insulina (460). 

 

2.8.2 Efecte en la secreció d’insulina 

 
També en referència a aquesta acció biològica els resultats reportats al llarg de 

la literatura han estat contradictoris. L’amilina a concentracions relativament elevades 

(0.03 a 10 µmol/l) fou capaç d’inhibir la secreció d’insulina estimulada per la glucosa en 

alguns estudis amb illots pancreàtics isolats (461, 462). Aquest efecte no ha estat 

observat per altres investigadors (463, 464). D’altra banda, concentracions més baixes 

del pèptid (< 100 pmol/l) han estat suficients per inhibir la secreció d’insulina en estudis 

amb pàncrees perfosos (465, 466). No obstant, estudis realitzats en humans han 

descartat un efecte inhibidor de l’amilina en la secreció d’insulina, al menys a 

concentracions fisiològiques (453, 467). 
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L’efecte inhibidor de l’amilina en la secreció d’insulina pot ser revertit per 

l’antagonista IAPP8-37, (468-471), que actua selectivament bloquejant els receptors de 

l’amilina (472) i que, a més a més, és capaç d’estimular la secreció d’insulina en illots 

pacreàtics isolats (469). Aquest fet significa que l’amilina endògena regula de manera 

continuada la secreció insulínica. Es desconeix el mecanisme pel qual l’amilina 

inhibeix l’alliberament de la insulina i, donat que és cosecretada amb aquesta, el seu 

propi alliberament per les cèl·lules β. Estudis en illots isolats de rata i en  la línia 

cel·lular β TC3 de ratolí, han mostrat que l’amilina no modifica els nivells d’ARNm ni 

tampoc la biosíntesi de proinsulina (405), havent-se suggerit que l’amilina tindria una 

funció en el mecanisme d’acoblament estímul-secreció de la cèl·lula β (473, 474). 

 

 

2.8.3 Efecte en la secreció de glucagó 

 
Estudis en rates utilitzant el clamp euglicèmic-hiperinsulinèmic han demostrat 

que l’amilina a concentracions fisiològiques és capaç d’inhibir la secreció de glucagó 

induïda per aminoàcids, tals com l’arginina (475). Aquest efecte també ha estat 

observat utilitzant l’anàleg de l’amilina pramlintide (AC137, en el qual els aminoàcids en 

posició 25, 28 i 29  han estat substituïts per prolina) , tant en estudis amb rates (476) 

com amb pacients amb diabetis tipus 1 (477, 478). L’acció glucagonostàtica de 

l’amilina no s’ha demostrat en el model de pàncrees perfós isolat, indicant que podria 

estar mitjançada per un mecanisme extrapancreàtic (479). Així mateix, el fet que 

l’efecte supressor de la secreció de glucagó no es produeixi en presència 

d’hipoglucèmia induïda per insulina (480, 481), recolza la hipòtesi d’un mecanisme 

central.  
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2.8.4 Efectes en el tracte gastrointestinal  

 
2.8.4.1  Retardament del buidament gàstric 

 

Estudis clínics efectuats amb pramlintide han demostrat que la infusió contínua 

d’aquest anàleg és capaç de reduir les elevacions de la glucèmia postprandial (482). 

Aquesta acció és deguda a l’efecte inhibidor de l’amilina en el buidament gàstric (482, 

483). D’altra banda, s’ha documentat en estudis amb rates que la infusió de 

l’antagonista IAPP8-37, accelera el buidament gàstric d’una manera semblant a 

l’observada en animals deficients en amilina (484). 

 

La supressió de l’efecte de l’amilina en el buidament gàstric després de 

vagotomia subdiafragmàtica, indica que aquesta acció requereix la presència d’una 

inervació vagal preservada i que és mitjançada per un mecanisme central (485). 

D’altra banda, un fet rellevant pel potencial ús terapèutic d’anàlegs de l’amilina, és que 

aquest efecte és revertit per la hipoglucèmia induïda per la insulina (486), suggerint 

l’existència d’un mecanisme glucosensor protector d’hipoglucèmia severa.  

 

2.8.4.2 Efecte en la secreció àcida gàstrica 

 
S’ha documentat també un efecte inhibidor de l’amilina en la secreció àcida 

gàstrica, però no és coneix el mecanisme exacte d’aquesta acció (487). És possible 

que l’amilina endògena alliberada a partir de les cèl·lules de la mucosa antral estimuli 

la secreció autocrina de somatostatina, conduint a una inhibició de la secreció antral 

de gastrina, així com a una inhibició de la secreció àcida i d’histamina en el fundus 

(265). Així, Jodka i col. van objectivar un efecte protector gàstric sobre la gastritis 

induïda per etanol en experiments amb rates utilitzant dosis d’amilina supressores de 

la secreció àcida gàstrica (488). 
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2.8.5 Efecte en el control de la ingesta 

 
Diversos estudis desenvolupats en rates han documentat que l’amilina es 

capaç de reduir l’apetit (432, 433, 489), i que la seva administració crònica causa una 

disminució dosi-depenent del consum d’aliments i del pes corporal (490, 491). Així 

mateix, estudis clínics en pacients amb diabetis tipus 2 han demostrat una reducció de 

l’índex de massa corporal amb la utilització de l’anàleg de l’amilina pramlintide (492). 

Aquest efecte anorèctic seria independent de la inhibició del buidament gàstric i 

produït com a conseqüència d’una acció directa en el sistema nerviós central (491). 

L’amilina, de forma anàloga a altres hormones com la insulina i la leptina, és 

eficientment transportada a través de la barrera hematoencefàlica des de la perifèria al 

sistema nerviós central (493, 494), on s’han identificat llocs d’unió amb elevada afinitat 

per l’amilina (495-497). Cal remarcar que els nivells plasmàtics de l’amilina, juntament 

amb els d’insulina i leptina, s’han correlacionat directament amb l’adipositat corporal 

(498, 499), indicant que podria exercir un paper en el manteniment del balanç 

energètic corporal (491). 

 

2.8.6  Efectes renals    

 

S’ha demostrat la presència de zones d’unió amb elevada afinitat per l’amilina 

en el còrtex renal (500). També s’ha documentat un efecte estimulador de l’amilina 

sobre el sistema renina-angiotensina-aldosterona en rates (501) i humans (502), per la 

qual cosa es va hipotetitzar que una hipersecreció d’amilina podria ser causa 

d’hipertensió arterial (503). D’altra banda, estudis recents practicats per Vine i col. han 

demostrat que l’amilina presenta efectes diürètics i natriürètics (504). Això no obstant, 

mai s’han documentat canvis significatius de la pressió arterial en pacients sotmesos a 

tractament crònic amb anàlegs de l’amilina.  
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2.8.7 Efectes en el metabolisme del calci 

 
Estudis in vitro han mostrat que l’amilina presenta efectes inhibidors de la 

resorció òssia i estimuladors de la remodelació òssia (505), suggerint que podria 

actuar com una hormona paracrina en el metabolisme del calci (506). Així, s’ha 

documentat que l’amilina és capaç d’inhibir la motilitat dels osteoclasts, mecanisme 

mitjançat per l’AMPc (507, 508), i que pot presentar una potent acció hipocalcemiant 

(435, 436). Els efectes biològics de l’amilina serien mitjançats, al menys en part, a 

través de la unió a receptors de la calcitonina en els osteoclasts (265). No obstant, 

estudis clínics amb l’anàleg pramlintide en pacients amb diabetis tipus 1 no han 

objectivat canvis en la densitat mineral òssia ni en marcadors plasmàtics del 

metabolisme fòsfor-calci (509). 

 

2.8.8 Efectes en el sistema cardiovascular 

 

S’han documentat efectes vasodilatadors i hipotensors de l’amilina en 

experiments amb rates. Així, després de l’administració intradèrmica, és capaç de 

promoure un augment del flux sanguini i la formació de l’edema induït per la 

bradicinina (438), i pot causar la disminució de la pressió arterial sistèmica després de 

la seva administració endovenosa (510). No obstant, aquests efectes no s’han 

documentat en humans, al menys amb concentracions fisiològiques del pèptid.  
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2.9- Potencials perspectives terapèutiques 

 
2.9.1 Tractament amb anàlegs de l’amilina 

 
La història natural de la secreció d’insulina en la diabetis tipus 2 actualment 

està ben caracteritzada: després d’un període de resistència a la insulina i 

hipersecreció compensadora de la cèl·lula β, segueix una progressiva disminució de la 

secreció. El patró de secreció de l’amilina en l’evolució de la diabetis tipus 2 sembla 

ser paral·lel, amb una primera fase d’hiperamilinèmia (amb probable formació de 

dipòsits d’amiloide, responsables de la ulterior disfunció de la cèl·lula β) i posterior 

reducció progressiva dels nivells plasmàtics d’amilina. Per tant, el fracàs de la cèl·lula 

β en la diabetis, tant en la tipus 1 com en la tipus 2, ha de ser contemplada com la 

deficiència de dues hormones: l’amilina i la insulina. En conseqüència, la restauració 

completa del control de l’homeostasi de la glucosa requerirà la correcció dels dos 

dèficits hormonals (511, 512). Aquest fet obre noves perspectives terapèutiques en la 

diabetis, mitjançant la utilització d’anàlegs de l’amilina humana que presenten totes les 

accions fisiològiques de l’amilina, però que són hidrosolubles (513, 514). En aquest 

sentit, estudis clínics amb pramlintide suggereixen que pot contribuir a optimitzar el 

control metabòlic tant en pacients amb diabetis tipus 1 com tipus 2 (492, 515-517).   

 

2.9.2  Inhibició del procés d’amiloidogènesi  

 
 En una fase precoç de la diabetis tipus 2, la prevenció o interrupció del procés 

de deteriorament de la funció de la cèl·lula β associat a l’amiloïdosi dels illots, podria 

preservar la producció endògena d’insulina, o al menys enrederir l’aparició 

d’hiperglucèmia. Diversos estudis recolzen la hipòtesi de que la sobreexpressió de 

l’amilina pot promoure la formació d’amiloide (394-396), encara que també hi podrien 

influir factors microambientals (per exemple, el PH o altres components de la cèl·lula β) 
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(518-520). D’altra banda, els dipòsits d’amiloide no constitueixen formacions inertes in 

vivo, sinó que estan en remodelació constant, i poden fins i tot regressar si el procés 

de formació de fibril.les d’amilina és aturat (240). Per tant, les estratègies 

terapèutiques hauran de ser dirigides en dues direccions: a) la inhibició de la producció 

de l’amilina, i b) la inhibició de la formació de fibres d’amiloide.  

 

2.9.2.1 Inhibició de la producció d’amilina 

 
Inhibició directa 

S’ha demostrat una reducció dels nivells de l’ARNm de l’amilina en experiments 

in vitro utilitzant oligonucleòtids sintètics antisentit (521) o mitjançant adenovirus que 

expressen l’ADN complementari antisentit de l’amilina (522). Aquests resultats 

indiquen que la teràpia gènica potencialment podria ser efectiva en la supressió de la 

producció d’amilina. 

 

Inhibició indirecta 

Donat que els gens de la insulina i de l’amilina presenten elements promotors 

reguladors comuns, l’expressió d’ambdós gens és habitualment coregulada (282, 283). 

En conseqüència, fàrmacs capaços d’inhibir l’expressió del gen de la insulina, també 

inhibiran simultàniament l’expressió del gen de l’amilina. Així mateix, una reducció dels 

requeriments de la producció endògena d’insulina també disminuirà la producció 

d’amilina i, per tant, pot inhibir indirectament la formació de dipòsits d’amiloide. 

Aquesta reducció pot ser assolida iniciant precoçment el tractament amb insulina en el 

curs de la diabetis tipus 2 (523), o mitjançant fàrmacs capaços de disminuir la 

producció endògena de glucosa (524) o d’augmentar la sensibilitat a la insulina (525). 

Així, s’ha demostrat una disminució de les concentracions plasmàtiques d’amilina amb 

tractament amb insulina i metformina (523, 524). Per contra, donat el seu efecte 

estimulant de la secreció d’insulina, el tractament amb sulfanilurees incrementa les 



Introducció 

 
77

concentracions d’amilina (331), i aquesta acció potencialment amiloidogènica podria 

ser el mecanisme responsable del fracàs secundari observat freqüentment amb l’ús 

d’aquests fàrmacs. 

 

2.9.2.2  Inhibició de la formació de fibres d’amiloide  

 

Com s’ha discutit prèviament, s característica comuna a tots els dipòsits de 

substància amiloide, independentment de la seva localització i de si es tracta d’una 

forma localitzada o sistèmica, la presència de components que potencialment poden 

estabilitzar-los, tals com el component sèric P, l’apoproteïna E i el perlecan. Per tant, el 

bloqueig de la seva unió a les fibril.les en formació podria inhibir el procés 

d’amiloidogènesi (246, 526). 

 

 Finalment, estudis en la malaltia d’Alzheimer han mostrat una inhibició del 

procés de fibril.logènesi com a resultat del tractament amb anticossos específics 

dirigits contra la proteïna β-amiloide (527) i després de l’addició de pèptids sintètics 

capaços de trencar les fibril.les formades (528). Aquests resultats podrien proporcionar 

la base d’una nova aproximació terapèutica per prevenir la formació d’amiloide en la 

diabetis tipus 2.   
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Els dipòsits d’amiloide s’observen en els illots pancreàtics de la immensa 

majoria de persones que han sofert diabetis mellitus tipus 2, constituint un fet 

característic de la història natural de la malaltia. Així, s’ha demostrat la presència 

d’aquests dipòsits  en les autòpsies de més del 90% de pacients amb diabetis tipus 2. 

 

El principal component dels dipòsits de substància amiloide als illots 

pancreàtics és un pèptid de 37 aminoàcids sintetitzat per la pròpia cèl·lula β 

pancreàtica i secretat amb la insulina, anomenat amilina (IAPP: “islet amyloid 

polypeptide”). Actualment es postula que la formació de fibril.les d’amilina a l’illot pot 

exercir un paper rellevant en l’etiopatogènia de la diabetis tipus 2, contribuint a la 

disfunció de la cèl·lula β pancreàtica i a la progressiva reducció de la població cel·lular 

β. Aquesta troballa no és comuna a totes les espècies animals: només humans, 

primats i felins són capaços de formar dipòsits d’amiloide en els seus illots pancreàtics, 

mentre que altres espècies, com ratolins, no ho són. La especificitat s’atribueix a les 

variacions d’aminoàcids en la porció central de la molècula de l’amilina i, 

específicament, la seqüència d’aminoàcids 24-28 Gly-Ala-Iso-Leu-Ser (seqüència 

GAILS) és crítica per la formació d’aquests dipòsits en persones amb diabetis tipus 2. 

Espècies animals en què els aminoàcids de la seqüència GAILS són substituïts per 

prolines, com succeeix en ratolins, són incapaces de formar fibres de substància 

amiloide. Però, no obstant això, el fet que els dipòsits d’amiloide no siguin 

habitualment observats en persones sanes no diabètiques, posa de manifest que la 

crítica seqüència amiloidogènica del pèptid és absolutament necessària però no 

suficient per a la seva formació, i altres factors estarien involucrats.   

 

Els determinants moleculars del procés d’amiloidogènesi són actualment 

encara totalment desconeguts. La hipòtesi de treball del present projecte de tesi 

doctoral es basa en el fet que el dipòsits d’amiloide serien secundaris a una alteració 
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en la expressió de l’amilina o bé en la síntesi del pèptid, i aquesta alteració podria 

estar determinada per un defecte genètic, localitzat: 

 

a) en les regions codificants del gen de l’amilina, la qual cosa podria 

provocar alteracions en la estructura del pèptid (per exemple, 

incrementant la tendència a l’agregació de les fibril.les d’amilina) 

 

b) en la regió promotora del gen de l’amilina, que podria provocar alteracions 

en la regulació o expressió del gen, conduint a una hiperexpressió del 

gen, amb el conseqüent increment en la síntesi i/o secreció de l’amilina. 

 

La Figura 1 representa un esquema de la hipòtesi de la formació de dipòsits 

d’amiloide. 

 

ALTERACIÓ EXPRESSIÓ I/O
 REGULACIÓ DEL GEN

DM TIPUS 2

ALTERACIÓ EN LA PRODUCCIÓ 
I/O SECRECIÓ DE L’AMILINA

 EN LES REGIONS CODIFICANTS

 MUTACIONS EN EL GEN DE L’AMILINA

EN LA REGIÓ PROMOTORA

FORMACIÓ DIPÒSITS AMILOIDE

• DISFUNCIÓ CÈL.LULA β 
• ↓ Nº CÈL.LULES  β 
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Objectiu 1 

 
Investigar la possible presència de mutacions en els exons 1, 2 i 3 del gen de 

l’amilina en pacients amb diabetis tipus 2 i diabetis gestacional, analitzant els possibles 

trets clínics característics del pacients portadors de mutacions o polimorfismes, per tal 

d’establir si existeix una correlació fenotip-genotip.  

 

Objectiu 2 

 
Investigar la possible presència de mutacions en la regió promotora del gen 

de l’amilina, responsable de l’expressió gènica, en pacients amb diabetis tipus 2 i 

diabetis gestacional, i analitzar els trets característics de pacients portadors de 

mutacions. 

 

Objectiu 3 

 
Estudi genètic i clínic del pedigrí familiar de pacients portadors de mutacions en 

el gen de l’amilina, per determinar la forma de transmissió i establir la possible 

presència de trastorns en la tolerància a la glucosa i en la secreció d’insulina i amilina 

en familiars portadors. 

 

Objectiu 4 

 
Investigar en cèl·lules MIN6 si les mutacions detectades en la regió promotora 

són capaces de modificar l’activitat del promotor de la amilina, així com estudiar els 

mecanismes de regulació de l’activitat del promotor de l’amilina, amb les seqüències 

salvatge i mutada. 
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1.-  Pacients  

 La població total estudiada va incloure 392 persones no relacionades d’origen 

caucàsic: 186 pacients amb diabetis tipus 2, 130 controls sans, 38 dones amb diabetis 

gestacional i 38 dones gestants amb tolerància normal a la glucosa. 

 
 L’estudi va ser aprovat pel comitè ètic de l’Hospital Clínic, i totes les persones 

incloses a l’estudi van signar el consentiment informat. 

 
1.1-   Estudi de pacients amb DM tipus 2 i controls sans 

 
 Va ser estudiada una mostra poblacional de 186 pacients amb DM tipus 2 

seleccionats aleatòriament a partir de la consulta externa de la Unitat de Diabetologia 

de l’Hospital Clínic de Barcelona, consistent en 99 homes i 87 dones, amb edat mitja 

de 63 ± 10 anys, índex de massa corporal (IMC) de 28,5 ± 5,3 Kg/m2, i temps 

d’evolució de la malaltia de 12 ± 9 anys. Tots els pacients inclosos compliren el criteris 

diagnòstics de diabetis tipus 2 acceptats per l’Organització Mundial de la Salut (529). 

La població de controls va incloure 130 persones sanes no diabètiques i sense 

antecedents familiars de DM, reclutades a partir de les parelles dels pacients i 

personal sanitari del servei d’Endocrinologia i Diabetis de l’Hospital Clínic: 68 homes i 

62 dones, amb edat mitja de 51 ± 13 anys i IMC de 27,6 ±  4,1 Kg/m2. Els criteris de 

selecció pels controls van ser: absència d’antecedents familiars de DM i absència de 

malalties cròniques. 

 
 L’estudi fenotípic va incloure una sèrie de dades clíniques: edat i sexe; pes i 

talla; IMC, calculat com pes (Kg) / alçada2 (m); antecedents familiars de diabetis; 

temps d’evolució de diabetis (anys); tipus de tractament actual (insulina, sulfanilurees, 

metformina, acarbosa, dieta); fracàs previ al tractament amb antidiabètics orals; 

hipertensió arterial (HTA); complicacions cròniques associades a diabetis (retinopatia, 

nefropatia, polineuropatia, macroangiopatia i neuropatia autonòmica). 
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 La macroangiopatia diabètica va ser definida per la presència de malaltia 

coronària, vascular perifèrica o cerebrovascular, o bé per més d’una d’aquestes 

malalties. El pacients amb antecedents patològics d’angina de pit, infart agut de 

miocardi o amb signes electrocardiogràfics de necrosi, foren considerats com 

portadors de malaltia coronària. La malaltia vascular perifèrica va ser definida per 

l’existència de simptomatologia clínica compatible amb claudicació intermitent, 

absència de polsos distals, exploració amb Doppler d’extremitats inferiors patològica, o 

història prèvia de cirurgia vascular reconstructiva o d’amputació. La malaltia 

cerebrovascular va ser definida per l’existència documentada d’un accident vascular 

cerebral i/o estenosi (>70%) o obliteració de les artèries caròtides en l’exploració amb 

Doppler i/o imatge suggestiva en l’exploració radiològica (escàner o ressonància).  

 
 El diagnòstic de retinopatia diabètica va ser establert per la presència de més 

de cinc microaneurismes, amb o sense hemorràgies, exudats durs o neoformació de 

vasos en l’exploració oftalmològica amb completa dilatació pupil.lar, o bé per 

antecedents de laserteràpia prèvia de la retina per causa de diabetis. 

 
 La nefropatia diabètica inicial va ser definida per una excreció d’albúmina en 

orina de 24h entre 20-200 µg/min en dos o més determinacions (en absència d’una 

infecció urinària), la nefropatia clínica per una excreció d’albúmina superior a 200 

µg/min. 

 La neuropatia diabètica va ser definida en funció dels criteris de la Conferència 

de San Antonio sobre neuropatia diabètica (530, 531). 

 

1.2- Estudi de pacients amb diabetis gestacional i controls gestants  

 
La segona població objecte d’estudi va incloure una cohort de 76 dones 

gestants remeses a la Unitat de Diabetis per valoració de la tolerància  a la glucosa 

entre la 22-31 setmana gestacional (mitja 26a setmana gestacional). Van ser 
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estudiades 38 dones amb diabetis gestacional  (edat mitja 31,7 ±  4,6 anys, IMC 26,6 ± 

4,9 Kg/m2) i 38 dones amb tolerància normal a la glucosa (controls gestants), d’edats i 

IMC semblants (Taula 1).  

 
Taula 1 

 Controls gestants Diabetis gestacional 

n 38 38 

Edat (anys) 30,9 ± 4,5 31,7 ± 4,6 

Antecedents familiars DM 7/38 (18,4 %) 18/38 (47,4 %) 

IMC pregestacional (Kg/m2) 24,7 ± 4,5 26,6 ± 4,9 

Increment de pes (kg) 11,3 ± 3,3 9,8  ± 3,3 

IMC al final gestació 29,1 ± 4,7 30,6 ± 5,1 

O’Sullivan 2n trimestre (mmol/l) 5,4 ± 1,2 9,8 ± 1,9 

O’Sullivan 3r trimestre (mmol/l) 6,2 ± 1,2 9,9 ± 0,7 

SG  al diagnòstic - 26,4 ± 4,9 

Antecedents previs de DG 0/38 4/38 (10,5%) 

Avortaments previs 11/38 (29%)            19/38 (50%) 

Antecedents de macrosomia 1 /38 (2,6%) 9/38 (23,7%) 

Antecedents de multiparitat 1/38 (2,6%) 7/38 (18,4%) 

Antecedent de mort fetal 0/38 0/38 

Primiparitat 16/38 (42,1 %) 18/38 (47,4%) 

Tractament -      - 29/38 (76%) dieta 
 - 9/38 (24%) insulina 

Dosi insulina (unitats/Kg/dia) - 0,2 ± 0,1 

HTA crònica 1/38 (2,6%) 7/38 (18,4%) 

Preeclàmpsia 2/38 (5,2%) 0/38 

Setmana gestacional part  39,1 ± 1,4             38,2 ± 1,5 

Pes nadó (g) 3184 ± 526,3 3100 ± 676,7 

Complicacions neonatals 
- prematuritat 
- macrosomia 
- Hipoglucèmia 
- Baix pes edat gestacional 
- icterícia 

 
1/38 (2,6 %) 
3/38 (7,8 %) 
2/38 (5,2 %) 
4/38 (10,5%) 
1/38 (2,6 %) 

 
3/38 (7,9 %) 
1/38 (2,6%) 

4/38 (10,5%) 
3/38 (7,9 %) 
2/38 (5,2 %) 

 
Les dades són expressades en número, mitja ± DE (desviació estàndard), o %. DG, 

diabetis gestacional; SG, setmana gestacional; IMC, índex de massa corporal. 
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La tolerància hidrocarbonada va ser avaluada al llarg de la gestació mitjançant 

el test de O’Sullivan i prova de tolerància oral a la glucosa (PTOG) amb 100 g de 

glucosa i després de 3 dies de dieta no restrictiva en hidrats de carboni (>150 g de 

carbohidrats al dia). El test de O’Sullivan, prova que té una sensibilitat del 79% i una 

especificitat del 87% pel diagnòstic de la diabetis gestacional, fou considerat patològic 

davant d’una glucèmia en sang venosa superior a 140 mg/dl després de 

l’administració oral de 50 g de glucosa, confirmant-se el diagnòstic de diabetis 

gestacional amb la realització de la PTOG. El diagnòstic de diabetis gestacional es va 

definir per la presència de 2 o més punts de la PTOG per sobre dels valors normals, 

segons els criteris de O’Sullivan-Mahan: 0’ < 105 mg/dl; 60’ < 190 mg/dl; 120’ < 165 

mg/dl; 180’ < 145 mg/dl (532).  

 

1.3- Estudi familiar 

 
Els familiars de primer grau de provands portadors de mutacions en el gen de 

l’amilina van ser estudiats, practicant-se estudi genètic i bioquímic, així com una  

PTOG estàndard per mesurar glucosa, insulina, amilina i ALP (“amylin-like peptide”, 

pèptid semblant a l’amilina)  als 0, 30, 60, 90 i 120 minuts. 

 

2.- Determinacions bioquímiques  i hormonals 

 
Les determinacions bioquímiques i hormonals van incloure: glucèmia, 

hemoglobina glicosilada (HbA1c), perfil lipídic (colesterol total, colesterol HDL i LDL, 

triglicèrids), apolipoproteïna E, microalbuminúria de 24h, proinsulina, insulina, pèptid C, 

amilina i ALP. 

 

La glucèmia fou determinada mitjançant el mètode de la glucosa oxidasa. La 

concentració urinària d’albúmina va ser mesurada en col·leccions d’orina de 24h 
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mitjançant immunonefelometria.  Les concentracions sèriques de colesterol i triglicèrids 

van ser mesurades mitjançant mètodes enzimàtics (Trinder, Bayer Diagnostics, 

Tarrytown, Nova York), adaptats a un analitzador automàtic Cobas Mira (Hoffman-La 

Roche, Basel, Suïssa). Les concentracions de colesterol HDL van ser determinades 

utilitzant un anticòs  contra la β-lipoproteïna humana (Sigma Diagnostics, St Louis, 

Missouri). Les concentracions de colesterol LDL van ser calculades mitjançant la 

fórmula de Friedewald (533) si els nivells de triglicèrids no eren superiors a 3,45 mmol/l 

i per ultracentrifugació quan eren ≥ 3,45 mmol/l.  

 

Les concentracions d’apolipoproteïna E (apo E) en sèrum van ser mesurades 

mitjançant un mètode nefelomètric (Dade Behring, Marburg, Alemanya), amb un 

coeficient de variació (CV) intra i interassaig de 2,9% i 4,1%, respectivament, 

presentant uns valors de referència de 23-63 mg/l (corresponents a l’interval entre els 

percentils 2,5-97,5).  

 

Les concentracions plasmàtiques de proinsulina van ser determinades per 

radioimmunoassaig (Linco Research Inc., St Charles, Missouri), amb CV intra i 

interassaig de 5,2 % i 7,2%, respectivament. Les concentracions plasmàtiques 

d’insulina van ser mesurades per IRMA (Medgenix Diagnostics, Fleures, Bèlgica), amb 

CVs intra i interassaig de 5,2% i 6,9%, respectivament. Les concentracions 

plasmàtiques del pèptid C van ser mesurades per radioimmunoassaig, amb CV intra i 

interassaig de 2,6% i 4,4%. 

 

Les concentracions plasmàtiques d’amilina i d’ALP van ser quantificades 

mitjançant un immunoassaig enzimàtic desenvolupat per Amylin Pharmaceuticals 

(534), utilitzant dos anticossos monoclonals. L’amilina és determinada mitjançant 

l’anticòs F0024, que reconeix un epítop ubicat a prop de la regió aminoterminal del 

pèptid, per la qual cosa requereix la integritat del pont disulfur de la molècula. Per la 
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determinació d’ALP, concepte que engloba formes glicosilades del pèptid d’elevat pes 

molecular produïdes durant el processament normal en la cèl·lula β pancreàtica (535), 

fou utilitzat l’anticòs monoclonal F0025-27. Aquest anticòs reconeix la regió 

carboxiterminal del pèptid, per la qual cosa requereix l’amidació de la tirosina 

carboxiterminal (és incapaç de reconèixer el pèptid deamidat). Les concentracions 

mínimes detectables d’amilina i ALP són 1,9 pmol/l i 3,7 pmol/l, respectivament. Els 

CV intra i interassaig són de 10% i 15%, respectivament, per ambdós pèptids. 

 

3.-  Estudi de l’ADN 

 
3.1-  Extracció de l’ADN genòmic  

 
L’extracció de l’ADN genòmic a partir dels leucòcits de sang perifèrica va incloure les 

següents fases: 

 
a) Obtenció de leucòcits 

 
REACTIUS I SOLUCIONS 

Solució de lisi d’eritròcits 

Reactius: 5 ml de Tris-HCl 2 M (pH 7,5) i 2,5 ml de MgCl2 1M, afegint H2O 

destil·lada fins aconseguir un volum total de 500 ml. 

 

METODOLOGIA 

- Posar 10 ml de sang total no congelada en un tub de 50 cc i afegir sèrum 

fisiològic. 

- Centrifugació a 7-8 g durant 10 minuts a 4ºC. 

- Decantar el sobrenedant deixant la capa cel·lular. Afegir solució de lisi 

d’eritròcits i agitar suaument fins aconseguir la total dissolució de la mescla. 

- Centrifugació a 10 g 15 minuts a 4ºC. 
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- Decantació del tub i afegir, novament, lisi d’eritròcits fins a un volum total de 

50 cc i agitar suaument. 

- Centrifugació a 10 g 15 minuts a 4ºC. 

- Decantació del tub. En aquest punt, es pot congelar el pellet obtingut a –

20ºC, o bé es pot continuar el procés d’extracció d’ADN. 

 

b) Digestió de proteïnes 

 
REACTIUS I SOLUCIONS 

Solució de lisi de leucòcits 

Reactius: 40 ml NaCl 5M, 2 ml EDTA sòdic 0,5 M pH 8, 2,5 ml Tris-HCl 2M pH 

7,5 , afegint H2O destil·lada fins aconseguir un volum total de 500 ml. 

 
Solució de proteïnasa K 

Reactius: 100 mg proteïnasa K, 5 ml SDS 10%, 200 µl EDTA sòdic 0,5 M pH 8, 

afegint H2O destil·lada fins a un volum total de 50 ml. Es guarda en alíquotes de 

1ml a –20ºC.   

 
METODOLOGIA 
 
 

- Afegir de 6 ml de solució de lisi de leucòcits, 400 µl de SDS al 10% i 1 ml de 

solució de proteïnasa K. Agitació amb vòrtex fins a l’obtenció  d’una solució 

d’aspecte homogeni. 

- Deixar a 37ºC en estufa durant tota la nit. 

 
c) Extracció de l’ADN 

METODOLOGIA 
 

- Afegir 1,3 ml d’una solució de NaCl 5,5 M. Agitar durant 15’’ en vòrtex i 

centrifugació a 10 g 15 minuts a 4ºC. 
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- Traspassar el sobrenedant a altre tub de 50 cc i tornar a centrifugar a 10 g 15 

minuts a 4ºC. 

- Recollir el sobrenedant i afegir 7,5 ml de cloroform. Agitar manualment i 

centrifugar a 10 g durant 5 minuts.  

- Traspassar la fase superior a un altre tub i afegir 15 ml d’etanol absolut. 

Agitar fins a la precipitació de l’ADN en forma de xarxa (medusa d’ADN) 

- Efectuar 2 rentats  amb 1 ml d’etanol al 70% a –20ºC i passar a un tub Nunc 

de 3,6 ml. 

-  Afegir  500 µl Tris-HCl 10mM / EDTA 0,2 mM (pH 7,5) a l’ADN i deixar a 

37ºC en agitació. 

-  La valoració de la concentració de l’ADN es realitzarà per espectofotometria 

a 260 nm i a 280 nm. 

 

3.2-  Amplificació per PCR 

 

L’amplificació de l’ADN es va portar a terme mitjançant la reacció en cadena de 

la polimerasa o PCR (polymerase chain reaction).  

 

SOLUCIONS I REACTIUS 

- ADN patró (ADN genòmic obtingut de leucòcits). 

- Taq ADN polimerasa (Gibco BRL, Gaithersburg, MD): 5U/µl. 

- Tampó de reacció 10 x (subministrat amb l’enzim). 

- MgCl2 50 mM. 

- Barreja equimolar (10mM) de dATP, dCTP, dGTP, dTTP. 

- Oligonucleòtids encebadors específics (representats a les Taules 2 i 3), a 

concentració de 20 µl.  

- Oli mineral (2 gotes). 
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EQUIPAMENT 

- Termociclador PTC-100 (MJ Research, Inc Watertown, Massachusetts).  

 

PROCEDIMENT 

La barreja dels components es realitza en tubs eppendorf amb capacitat de 

0,5 ml. La reacció de PCR es du a terme en un volum de 50 µl contenint 100 ng d’ADN 

genòmic, 1,5 mM de MgCl2, 0,2 mM de dNTPs, 1 µM de cada oligonucleòtid, i 2,5 

unitats de Taq polimerasa. L’addició dels diferents reactius es pot fer a cada tub per 

separat i de manera successiva, o alternativament, es pot preparar una mescla de 

reacció comuna que contingui tots els components excepte l’ADN. 

Les quantitats de cada reactiu descrites a continuació corresponen a un volum 

de 50 µl: 

                     Reactius                                                       Volum         

 
-   Tampó de reacció 10 x   ................................................ 5 µl                     

-   MgCl2 50 mM   ............................................................. 1,5 µl                

- dNTPs 10 mM  ..............................................................  1 µl                

- Oligonucleòtid encebador 5’ 20 µM   .......................... 2,5 µl                    

- Oligonucleòtid encebador 3’ 20 µM   ............................2,5 µl                   

- Taq polimerasa 5U/µl   ................................................. 0,5 µl                  

- ADN + H2O destil·lada  ................................................. 37 µl 

                                                                            50 µl volum total 

  

3.2.1 Amplificació de la regió promotora 

 
Van ser dissenyades 4 parelles d’oligonucleòtids per l’amplificació d’una regió 

del promotor del gen de l’amilina compresa entre –571pb i +163pb del punt d’inici de la 

transcripció. La Taula 2 mostra la seqüència dels oligonucleòtids utilitzats i els 
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fragments amplificats. La Figura 1 mostra el fragment amplificat de la regió promotora 

del gen de l’amilina, amb la ubicació de les 4 parelles d’oligonucleòtids (en colors verd, 

blau, vermell i rosa, respectivament). 

 

Taula 2 

Fragment amplificat Oligonucleòtid sentit Oligonucleòtid antisentit 

-571bp a –375pb 5’-TCCCTGTCATATCTCTGGTA-3’ 5’-CCAAGTGACCTCAATGGCTG-3’ 

-418bp a –172pb 5’-TATTCCTGAAGCTTCATGGG-3’ 5’-CGTAGCAAATACACAGTGT-3’ 

-229bp a  +38 pb 5’-ACTTCTGCTGTGTATGACACACCA-3’ 5’-GAGTCCAAGCTTGTATCCACTGGA-3’ 

-85bp   a  +163pb 5’-ATGACAGAGGCTCTCTGAGCT-3’ 5’-ACACCAAGTGTGCATTTCTCT-3’ 

 

 

  

Figura 1.- Seqüència de nucleòtids de la regió promotora del gen de l’amilina 

 

-615 ttcatttggt tatgtagcat ttgttcattc taattttgtt ttgTTCCCTG TCATATCTCT 

-555 GGTAcctaga ataatcccta ccacagagta ggtcttccat tactcttatg cttttaaatc 

-495 tcccctcacc tcattgtaaa tgacttttga tttctctttt atgccctttt tatacacctt 

-435 tcccttatat ctccattTAT TCCTGAAGCT TCATGGGatt CAGCCATTGA 

GGTCACTTGG 

-375 gtttagatat accaaaagtc tgtgatttct ctgtttgcat atatgcacat ttgttgttat 

-315 ccttaccctt ttctatcagt tccttaccat aacatacact taattcttgg aaatttactc 

-255 atgtcttaca aagatggcaa attcaaACTT CTGCTGTGTA TGACACACCA ttaactgcac 

-195 aaggACACTG TGTATTTGCT ACGttaatat ttactgatga gttaatgtaa taatgaccca 

-135 tccgcttctg ctgcctgtga ggtactttct atctataggg atggaaatta ATGACAGAGG 

-75 CTCTCTGAGC tgcctgatgt cagagctgag aaaggtgtga ggggtatata agagctggat 

-15 tactagttag caaatgaggg ggtaaatatT CCAGTGGATA CAAGCTTGGA CTCttttctt 

+46 gaagctttct ttctatcaga agcatttgct gatattgctg acattgaaac attaaaaggt 
+106 aaagaatttc ctatttctgg gaaagtttta tttatttAGA GAAATGCACA CTTGGTGTta 
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La reacció d’amplificació consisteix en una fase prèvia de calentament a 95ºC 

durant 5 minuts seguida per 30 cicles de desnaturalització a 95ºC durant 1 minut, 

hibridització dels oligonucleòtids amb l’ADN a temperatures específiques per cada 

parella d’oligonucleòtids (50ºC, 50ºC, 54ºC i 51ºC, respectivament) durant 30’’, i la 

síntesi a 72ºC durant 1 minut, amb una extensió final a 72ºC durant 10 minuts.  

 

3.2.2  Amplificació dels exons 1, 2 i 3 

 

 Van ser utilitzades 3 parelles d’oligonucleòtids per l’amplificació individual de 

cada exó del gen de l’amilina, incloent-hi les regions limítrofes exó/intró. La Taula 3 

mostra la seqüència específica dels oligonucleòtids utilitzats. La reacció d’amplificació 

consisteix en una fase prèvia de calentament a 95ºC durant 5 minuts seguida per 30 

cicles de desnaturalització a 95ºC durant 1 minut, hibridització a 51ºC (exó 1)/ 49ºC 

(exó 2)/ 50ºC (exó 3) durant 1 minut, i la síntesi a 72ºC durant 1 minut, amb una 

extensió final a 72ºC durant 10 minuts. La Figura 2 mostra una representació 

esquemàtica del gen humà de l’amilina i l’orientació dels oligonucleòtids utilitzats. 

 

 

Taula 3 

Exó  Oligonucleòtids sentit Oligonucleòtids antisentit 

1 5’-ATGACAGAGGCTCTCTGAGCT-3’ 5’-ACACCAAGTGTGCATTTCTCT-3’ 

2 5’-GAACTGTAAGAAATCTCTTG-3’ 5’-GATATAGTCAGAAATCTAAGGCTG-3’ 

3 5’-GGCTGGATCCAGCTAAAATTC-3’ 5’-GCAAGTAATTCAGTGGCTCTC-3’ 
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5’

Exó 1 Exó 2 Exó 3

Intró 1 Intró 2Caixa Tata

A B C D E  F

3’

 248 pb  247 pb   241 pb
   (-85 pb)           (+163 pb)   (+387 pb)      (+633 pb)   (+5278 pb)       (+5518 pb)

 
Figura 2. Representació esquemàtica del gen humà de l’amilina amb l’orientació dels 

oligonucleòtids utilitzats en la amplificació per PCR i els respectius fragments resultants. El 

primer fragment amplificat (oligonucleòtids A i B, seqüència compresa entre –85pb i +163 pb 

del punt d’inici de la transcripció) és de 248 pb. El segon fragment (oligonucleòtids C i D, entre 

+387 i +633pb) és de 247 pb. El tercer fragment amplificat (oligonucleòtids E i F, entre +5278 i 

+5518 pb) és de 241 pb.  

 

 
3.2.3 Electroforesi de l’ADN en gel d’agarosa 

 
L’ADN obtingut en les reaccions de PCR descrites prèviament serà sotmès a 

una electroforesi horitzontal per comprovar, i més endavant purificar, si el nostre 

fragment d’ADN ha estat amplificat, i si és així, extreure l’ADN de l’agarosa per tal de, 

finalment, seqüenciar-lo.    

Els gels d’agarosa tenen menor poder de resolució que altres tipus de gels, 

això no obstant, tenen gran poder de separació (70-800.000 pb), i el seu maneig és 

senzill. El poder de separació està directament relacionat amb el percentatge de 

l’agarosa.  
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% agarosa   Interval eficient de separació en Kb 

0,3    5-60 

0,6    1-20 

0,9    0,5-7 

1,2    0,4-6 

1,5    0,2-3 

2,0    0,1-2 

 

REACTIUS 

- Agarosa (Gibco BRL ultrapura) 

- Solució de bromur d’etidi a concentració final 5 µg/ml (50 mg de bromur 

d’etidi en 100 ml H2O) 

- Solució TAE x 50 (Tris-acetat/EDTA) amb un pH de 8,5 

Tris-HCl 2M ...................................... 242 g. 

Àcid acètic glacial  ......................... 57,1 ml. 

EDTA sòdic 100 mM ...  ................... 37,2 g. 

                      afegir H2O destil·lada fins aconseguir un volum total de 1 l. 

 
- Marcador d’ADN de pes molecular apropiat. 

- Tampó de càrrega x 10 (preparat amb 20% Ficoll 400, EDTA sòdic 0,1 M pH 

8, 0,25% blau de bromofenol i 0,25% xilècianol) 

 

EQUIPAMENT 

- Microones 

- Aparell horitzontal d’electroforesi 

- Cubeta i font d’electroforesi, pintes 
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PROCEDIMENT 

 
Preparació d’un gel d’agarosa 

- Segellar els laterals del motlle per fer gels amb una cinta adhesiva i col·locar una 

pinta, que constituirà els pous de càrrega i les carreres de les mostres. 

- Mesclar en un matràs 1 g d’agarosa en 50 ml de TAE x 1 (agarosa 2%). 

S’escalfa al microones per tal de dissoldre l’agarosa i obtenir una solució 

transparent i homogènia. 

- Deixar refredar la solució a temperatura ambient fins a uns 50º C, i afegir bromur 

d’etidi a concentració final de 0,5 µl/ml (2-3 µl).  

- Abocar la mescla al motlle per fer gels i deixar solidificar de 30 min a 1 hora a 

temperatura ambient. 

- Un cop solidificat el gel, retirar la cinta adhesiva i la pinta amb cura i col·locar el 

gel en la cubeta d’electroforesi plena de tampó TAE x 1. 

 
Preparació de les mostres 

- Afegir a cada mostra la quantitat adient de tampó de càrrega 6 vegades 

concentrat (20% del volum de la mostra). Es mesclen bé les mostres amb el 

tampó de càrrega i es carreguen en els pous del gel. S’afegirà un marcador de 

pes molecular en el primer pou per controlar que el tamany de la mostra sigui 

l’adequat. La finalitat del tampó de càrrega és la d’augmentar la densitat i 

proporcionar color a la mostra, facilitant així mateix la seva càrrega en el gel i la 

visibilitat del seu front de migració a través del gel en direcció a l’ànode.  

 
Condicions d’electroforesi 

- Una vegada carregades les mostres, es connecta la font d’electroforesi a 

voltatge constant de 50 V, a temperatura ambient. Finalitzada l’electroforesi, 

el gel s’inspecciona sobre un transil.luminòmetre de llum ultraviolada.  
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 3.3-  Anàlisi de polimorfismes 

 
 L’anàlisi de polimorfismes es va practicar mitjançant estudi conformacional de 

cadena senzilla (SSCP: single-strand conformation polymorphism). Aquesta tècnica es 

basa en el fet que si es desnaturalitza l’ADN amplificat per PCR is deixa renaturalitzar 

alhora que es realitza una electroforesi, a més de la banda de l’ADN corresponent a la 

doble cadena, s’obtindran bandes de conformacions secundàries de les cadenes 

senzilles, que varien segons les bases del fragment. Si es disposa d’ADNs que 

presentin un o més canvis nucleotídics, aquests poden afectar a les conformacions, 

que seran visualitzades en un gel de poliacrilamida mitjançant tinció amb nitrat de 

plata. 

El poder efectiu de separació de molècules d’ADN en gels de poliacrilamida 

està directament relacionat amb el percentatge d’acrilamida: 

            % acrilamida   Interval eficient de separació en pb 

3,5              1000-2000 

                   5,0       80-500 

8,0       60-400 

                  12,0       40-200 

15,0       25-150 

20,0        6-100 

 

REACTIUS I SOLUCIONS 

 
Solució d’acrilamida/ bisacrilamida 29: 1 

Reactius: 29 g. acrilamida, 1 g. bisacrilamida (Boehringer Mannheim), afegint 

H2O destil·lada fins aconseguir un volum total de 100 ml. Emmagatzemar com a 

màxim un mes a 4ºC. L’acrilamida és neurotòxica, per tant caldrà sempre 

utilitzar guants quan es treballi amb el monòmer polimeritzat. 
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Solució TBE x 10 (Tris/borat/EDTA) 

Reactius: 108 g. Tris-HCl (890 mM), 55 g. àcid bòric (890 mM), 40 ml EDTA 

sòdic 0,5 M , pH 8, afegint H2O destil·lada fins aconseguir un volum total d’un 

litre.  

 
Solució de persulfat d’amoni al 10% 

Reactius: mesclar 2 g. de persulfat d’amoni en 20 ml H2O destil·lada 

 
Gel de poliacrilamida al 12% 

- 12 ml de solució d’acrilamida/ bisacrilamida 29:1 

- 3 ml de solució de TBE x 10 (pH = 8) 

- 15 ml H2O destil·lada 

- 263 µl de solució de persulfat d’amoni al 10% (emmagatzemat a 4ºC màxim 

un mes) 

- 41 µl de TEMED (N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina) emmagatzemat a 4ºC 

* en el cas de l’exó 3, els gels contenen addicionalment 3 ml de glicerol al 

50% (i, per tant, només 12 ml H2O destil·lada) 

 
Solució oxidant 

Reactius: 15,4 ml àcid nítric al 65% en 984,6 ml H2O destil·lada 

 
Solució de tinció 

Reactius: 2,02 g. de Na2CO3 en 1 l. H2O destil·lada 

 
Solució de revelat 

Reactius: 29,6 g. de Na2CO3 deshidratat, 540 µl formaldehid al 37%, afegint 

H2O destil·lada fins aconseguir un volum total d’un litre. 
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EQUIPAMENT 

- Aparell i font d’electroforesi 

- Vidres i separadors 

- Pinces d’ajustament, pintes, xeringues de plàstic amb agulla 

- Assecadora de gels 

 
PROCEDIMENT 

L’estudi conformacional de cadena senzilla o SSCP es va dur a terme segons 

la tècnica descrita per Orita i col. (536).  

 
Preparació d’un gel de poliacrilamida 

- Rentar bé els vidres amb alcohol. Posar els separadors entre els dos vidres, 

ajustant-los amb les pinces de plàstic. Col·locar el conjunt a la cubeta inferior 

d’electroforesi, posant la pinta entre els dos vidres. 

- Preparar la solució d’acrilamida pel gel al 12%. 

- Transferir amb l’ajuda d’una xeringa de plàstic la solució entre els dos vidres, 

amb molta cura de que no es formin bombolles. Deixar solidificar com a 

mínim 1h.  

 
Preparació de les mostres 

 
- Afegir en un tub eppendorf a cada mostra la quantitat adient de tampó de 

càrrega de SSCP (en general, 2 µl de mostra i 7 µl de tampó). 

Desnaturalització dels productes amplificats (mitjançant calentament a 95ºC 

durant 5 min). Carregar les mostres en els pous del gel. Prèviament s’haurà 

afegit a les dues cubetes solució d’electroforesi TBE x 1 (100 ml de solució 

TBE x 10 i 900 ml H2O destil·lada). 

 
 



Pacients i mètodes 

 
101

Condicions d’electroforesi 

- Connectar la font d’electroforesi una vegada carregades les mostres. Les 

específiques condicions electroforètiques per cada fragment són les 

següents: regió promotora i exó 1, electroforesi a temperatura ambient, 160V, 

16-20h; exons 2 i 3: 4ºC, 200V, 16h.  

Tinció del gel de poliacrilamida amb solució de nitrat de plata 

- Desconnectar la font, desmuntar l’aparell i separar els dos vidres. Tractar a 

continuació el gel amb les diferents solucions evitant que es trenqui en el 

processament. 

- Submergir el gel en una solució d’etanol al 10% durant 10 minuts. 

- Abocar la solució anterior, i a continuació tractar el gel amb la solució oxidant 

durant 3 minuts. 

- 2 rentats breus (aproximadament de mig minut) amb H2O destil·lada.  

- Afegir la solució de tinció amb nitrat de plata i deixar el gel en incubació 

durant 20 minuts.  

- 2 rentats breus amb H2O destil·lada.  

- Revelar el gel amb la solució de bicarbonat sòdic. El revelat s’ha d’efectuar 

en dos passos: primer abocar la meitat de la solució fins a la producció d’un 

precipitat de color marró; a continuació, afegir la resta fins a obtenir les 

bandes amb la intensitat desitjada. 

- Parar la reacció amb solució d’àcid acètic al 10% durant 5-10 minuts. 

- Finalment, transferir el gel a un paper Whatmann i connectar la assecadora 

de gels durant 2h a 60ºC. Analitzar el patró de migració obtingut.  

 
3.4 Purificació de fragments d’ADN a partir de gels d’agarosa 

 
Les mostres amb patró electroforètic de migració aberrant van ser purificades 

després d’electroforesi en un gel d’agarosa utilitzant el sistema d’extracció QIAEX II. 
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El procés de purificació comprèn: 1) solubilització de l’agarosa i adsorció quantitativa 

de l’ADN a les partícules de silici en presència d’una concentració de sal elevada; 2) 

rentats per tal d’eliminar impureses com l’agarosa, proteïnes, sals i bromur d’etidi; 3) 

elució de l’àcid nucleic en una solució de concentració salina baixa: tampó TE (10mM 

tris-HCl, 1mM EDTA sòdic, pH 8) o H2O pura. 

 
SOLUCIONS I REACTIUS 

- QIAEX II gel extraction Kit (Qiagen Inc., Chatsworth, EUA). 

 
EQUIPAMENT 

- Bisturí i transil.luminòmetre de llum ultraviolada d’ona llarga. 

- Bany a 50ºC. 

- Microcentrífuga  

 
PROCEDIMENT 

1- Tallar amb bisturí sota llum ultraviolada la banda d’ADN a purificar (procurar 

que el fragment d’agarosa no superi un pes de 250 mg) i transferir a un tub 

eppendorf de 1,5 ml. 

2- Afegir 3 volums de la solució de solubilització de l’agarosa o tampó QX1 (300 

µl per 100 mg d’agarosa). Aquesta solució conté una elevada concentració 

d’una sal caotròpica que trenca els ponts d’hidrogen entre els sucres del 

polímer d’agarosa. Per altra banda, l’elevada força iònica també facilita la 

dissociació de les proteïnes d’unió a l’ADN. 

3-   Després d’agitar la mescla amb vòrtex (30’’), afegir 10 µl de la suspensió de 

partícules de silici o QIAEX II i tornar a agitar amb vòrtex. 

4- Incubació a 50ºC durant 10 minuts, per tal de solubilitzar l’agarosa. A fi de 

mantenir la solució QIAEX II en suspensió, durant la incubació el tub 

s’agitarà amb vòrtex cada 2 minuts. L’adsorció de l’ADN a les partícules de 

silici només és eficient a un pH ≤ 7,5. Si el contingut del tub adquireix color 
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taronja o púrpura, indicarà un pH bàsic, i per tant serà necessari afegir 10 µl 

d‘acetat sòdic 3M pH 5, fins adquirir una coloració groga, indicativa d’un pH 

òptim. En aquest cas, la incubació es prolongarà 5 minuts addicionals. 

5- Centrifugació durant 30’’. A continuació, treure amb molta cura el 

sobrenedant amb pipeta.  

6- Efectuar un nou rentat amb el tampó QIAEXI. Resuspendre amb vòrtex, 

centrifugar durant 30’’, i treure amb molta cura el sobrenedant amb pipeta. 

Aquest pas elimina l’agarosa residual. 

7- Efectuar 2 rentats amb 500 µl del tampó PE, que conté etanol. Resuspendre 

amb vòrtex, centrifugar i treure novament el sobrenedant. Aquest pas elimina 

les sals residuals. 

8- Les partícules de silici amb l’ADN absorbit es deixen assecar a temperatura 

ambient durant 10-15 minuts. 

9- Afegir 20 µl de tampó TE o H2O, resuspendre amb vòrtex, i incubar a 

temperatura ambient durant 5-10 minuts.   

10- Centrifugar durant 30’’. El sobrenedant que conté l’ADN purificat es separa 

fàcilment de la matriu que queda al fons del tub. Amb molta cura, transferir 

amb pipeta el sobrenedant a un tub estèril. Emmagatzemar l’ADN purificat a 

–20ºC. 

 
3.5 PCR de seqüenciació 

Posteriorment, les mostres d’ADN purificades van ser seqüenciades utilitzant 

l’utillatge de seqüenciació cíclica Thermo SequenaseTM dye terminator Kit (Amersham 

Life Science) en un seqüenciador automàtic ABI PrismTM 377 (Perkin Elmer) segons el 

protocol del fabricant (25 cicles  a 96ºC 30’’, 45ºC 15’’, 60ºC 4 minuts, i extensió final 

durant 10 minuts a 72ºC). Les seqüències de l’ADN seran comparades a les bases de 

dades utilitzant el programa  BLAST (http: // www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/BLAST) 

(537).  
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4. Estudi de l’activitat del promotor 

4.1- Construccions plasmídiques 

 L’estudi de l’activitat del promotor de l’amilina va ser realitzat mitjançant el 

Sistema Dual-Luciferasa (Promega) (538). Com vector experimental es va utilitzar el 

plàsmid pGL3-Basic (4818 pb), que conté el gen de l’enzim Luciferasa sota el control 

del promotor de gen de l’amilina, i com vector control de l’eficiència de la transfecció el 

plàsmid pRL-CMV (4079 pb) (Figura 3). 

 
Característiques del vector pGL3-Basic: 

- Manca de promotor eucariota i seqüències activadores. 

- Conté el gen Luc+, clonat del Firefly Photinus pyralis, codificant de l’enzim 

firefly luciferase, proteïna monomèrica de 61 KDa que catalitza l’oxidació de 

D-luciferina, reacció que requereix la presència d’ATP, oxigen i magnesi, 

resultant en l’ emissió de fotons (veure Figura 4). Aquesta reacció 

luminiscent de la luciferasa és quantificada utilitzant un luminòmetre. 

- Conté el gen Ampr, conferint la resistència a l’ampicilina en E. coli. 

- Conté una seqüència SV40 poli(A), localitzada immediatament en situació 5’ 

del gen Luc+, origen de la replicació del plasmidi en E. coli. 

 
Característiques del vector pRL-CMV: 

- Conté l’ADN codificant de la Renilla Luciferase (Rluc), una proteïna 

monomèrica de 36  kDa que presenta un 3% d’hidrats de carboni en la seva 

composició quan és aïllada de la seva font natural, Renilla reniformis. La 

reacció luminiscent catalitzada per la Renilla luciferase utilitza oxigen i 

coelenterazina (veure Figura 4). 

- Conté la regió promotora del CMV, que proporciona una potent expressió 

constitutiva de Rluc. 

- Conté, de forma anàloga, el gen Ampr i una seqüència SV40 poli(A). 
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Vector pGL3-Basic 

 

  

Nco I

Sma IpGL3-Basic
    Vector
   (4818 bp)

Ampr

f1 ori

SV40 late
poly (A) 

luc +

FireFly Luciferase Reporter Gene

 
 
 

Vector pRL-CMV 
 
 
 

Ampr

SV40 late
poly (A)

Renilla Luciferase Reporter Gene

pRL - CMV
    Vector
   (4079 bp)

CMV Immediate
early promoter

 
 

Figura 3.  Mapes circulars dels vectors pGL3-Basic i pRL-CMV. 
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Firefly
Luciferase

Renilla
Luciferase

Mg 2+
+ ATP + O2

Luciferin                                                             Oxyluciferin

+ O2

Coelenterazine                                                  Coelenteramide                             

+ CO2 + Light

+ AMP + PPi + CO2 + Light

 
 

Figura 4.  Reaccions bioluminiscents catalitzades per la Firefly i la Renilla luciferases. 
 

 

Es van dissenyar quatre construccions plasmídiques a partir de mostres 

d’ADN genòmic humà obtingudes de dos subjectes (un portador de la mutació 

identificada a  la regió promotora, i l’altre no). Els fragments amplificats van ser clonats 

al vector pGL3-Basic pels llocs de restricció de Sma I i Nco I. En la meitat de les 

construccions el fragment clonat correspon a la seqüència de –229 a +38 pb (fragment 

sense intró 1, oligonucleòtid sentit 5’-ACTTCTGCTGTGTATGACACACCA-3’, i 

antisentit 5’-GAGTC CAAGCTTGTATCCACTGGA-3’), mentre que l’altre meitat 

correspon a la seqüència de –229 a +458 pb (incloent intró 1, oligonucleòtid sentit 5’-

ACTTCTGCTGTGTATGACACACCA-3’ i antisentit  5’-GGATGCCCATGGCTTCTCAA 

ATTTTCTGCAAA-3’).  
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4.2- Cultius cel·lulars 

 
 L’estudi va ser realitzat en la línia cel·lular MIN6. Aquesta línia cel·lular deriva 

de cèl·lules d’insulinoma de ratolí transgènic, que expressen l’antigen T SV40, sota el 

control del promotor del gen de la insulina de rata (539). 

 

 Les cèl·lules MIN6 van ser cultivades en el medi DMEM (“Dulbecco’s Modified 

Eagle Medium”, Gibco-BRL, Gaithersburg) contenint glucosa a dos concentracions 

diferents –5,5 o 22,7 mM-, sèrum fetal boví al 15%, 100 U/ml de penicil·lina, 100 µg/ml 

de estreptomicina i 5 µmol/l de β-mercaptoetanol. Les cèl·lules van ser mantingudes a 

37ºC en una atmosfera contenint 5% de diòxid de carboni i tripsinitzades 

setmanalment. 

 

4.3- Transfeccions cel·lulars 

 
 Les construccions plasmídiques van ser transfectades a la línia cel·lular MIN6 

mitjançant lipofectamina (Gibco-BRL). Rutinàriament, 1 µg del vector pGL3-Basic 

salvatge o mutant va ser cotransfectat amb 20 ng del vector control pRL-CMV. La 

concentració proteica va ser determinada pel mètode de Bradford (Bio-Rad, Richmond, 

Califòrnia). Les activitats luciferasa (firefly i renilla) van ser mesurades a partir de 6 µg 

d’extracte cel·lular a les 35-40h de la transfecció. Els senyals luminiscents generats 

després de l’addició dels substrats que catalitzen les reaccions d’ambdós luciferases 

(veure Figura 3) van ser determinats en un luminòmetre Lumat LB 9507 (BadWilbad, 

Alemanya). Els valors resultants de l’activitat Firefly Luciferase van ser normalitzats en 

relació als de l’activitat Renilla Luciferase, i cada experiment va ser repetit com a 

mínim 3 vegades per condició. 
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4.4- Estudi d’activadors i inhibidors de l’activitat del promotor 
 

 L’activitat del promotor de les cèl·lules transfectades va ser estudiada després 

de la incubació  durant 20-24h en el medi de cultiu amb diversos agents:  

 
- Glucosa, a concentracions de 5,5 i 22,7 mM. 

 
- 6-deoxi-D-glucosa, anàleg de la glucosa no fosforilable ni metabolitzable, a 

concentració de 11,2 mM. 

 
- Mannoheptulosa, inhibidor de la via glicolítica, a concentració de 11,2 mM. Aquest 

agent competeix amb la glucosa per la unió al centre catalític de la glucocinasa 

provocant una inhibició reversible d’aquest enzim.  

 
- Verapamil, antagonista dels canals de calci, a concentració de 100 µM. 

 
- Diazòxid, a concentració de 0,6 mM.  

 
- Forskolina, activador de l’adenilciclasa, a concentració de 10 µM. 

 
- Dexametasona, a concentració de 10 µM. 

 

5- Anàlisi estadística 

 
 L’estudi estadístic es va realitzar mitjançant el programa STATA versió 6.0 

(Stata Corporation 1999, College Station, Texas, EUA). Es van determinar mitges ± 

desviacions estàndards (DE) o ± mitges de l’error estàndard per dades quantitatives, i 

freqüències per dades categòriques o qualitatives. Les variables contínues que no 

presentaren una distribució normal van ser analitzades en escala logarítmica, i els 

seus resultats són reportats en termes de mitjana geomètrica en comptes de mitjana 

aritmètica en les anàlisis descriptives, així com en termes de risc associat per doblar el 
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valor de la variable en les anàlisis de logística en comptes de risc associat per 

increment unitari. Les variables quantitatives que no foren normalitzades mitjançant la 

transformació logarítmica, es van categoritzar per la seva mitjana. 

En les comparacions univariants, les diferències en variables contínues entre 

grups d’individus van ser analitzades mitjançant la prova t-Student o el test Wilcoxon 

Rank Sum. Per analitzar les diferències entre grups per variables categòriques es va 

emprar el test de Pearson Chi-quadrat (χ2 ) o el test exacte de Fisher.  

L’estimació del model de relacions independents amb la presència del 

marcador C79A va ser realitzat mitjançant models de regressió logística multivariant, 

emprant les variables que presentaren una significació univariada < 0,1. El criteri de 

selecció de les variables per a incloure-les en el model va ser un Forward-Stepwise 

amb un criteri d’entrada de p (Likelihood-ratio-test) < 0,05, i un criteri de sortida de p > 

0,10. 

Valors de p ≤ 0,05 van ser considerats estadísticament significatius.  
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1.- Estudi dels exons 1, 2 i 3 del gen de l’amilina 

 
1.1 Identificació de polimorfismes en el gen de l’amilina 

 
1.1.1 Exó 1  

 
El fragment amplificat inclou la regió 5’UTR, així com un petit fragment de la 

regió promotora (85 pb en direcció 5’ des del punt d’inici de la transcripció del gen), 

seqüència contenint dos elements reguladors: la caixa TATA i un element semblant al 

CRE (CRE amb la substitució d’una citosina per adenina de la seqüència consensual). 

No es va detectar cap polimorfisme a la regió 5’UTR ni en la seqüència de la caixa 

TATA o CRE en la població estudiada. 

 

 

1                   2                     3                    4                     5     

 
 

Figura 1. Anàlisi per SSCP de l’exó 1 del gen de l’amilina. No es va detectar cap patró 

electroforètic anòmal en les mostres estudiades. 
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1.1.2 Exó  2 

El fragment amplificat conté la regió codificant pel pèptid senyal, 14 nucleòtids 

codificants pel propèptid aminoterminal i els primers 105 nucleòtids en direcció 3’ de 

l’intró 2. Va ser identificat un patró electroforètic de migració anòmal en la regió de 

l’exó 2 explorada mitjançant PCR i anàlisi per SSCP (Figura 2). L’estudi per 

seqüenciació de l’ADN va detectar la presència d’un polimorfisme, consistent en la 

substitució del nucleòtid citosina per adenina en posició +79 pb des del punt d’inici de 

l’intró 2 del gen de l’amilina (polimorfisme C79A, Figura 3). No es va detectar cap 

subjecte amb genotip AA. Les freqüències del genotip CA en la població estudiada van 

ser: 13,5% en pacients amb DM tipus 2 (25/186), 15,4% en controls no diabètics 

(20/130), 23,7% en dones amb diabetis gestacional (9/38) i 18,4% en controls gestants 

(7/38). No es van detectar diferències significatives en les freqüències d’aquest 

polimorfisme entre els grups estudiats. Les freqüències al.lèliques i genotípiques del 

polimorfisme C79A estan representades a la Taula 1.   

 

1                    2                    3                   4                    5

 

 
Figura 2.  Anàlisi per SSCP de l’exó 2 del gen de l’amilina. El patró normal està representat en 

els carrils 1, 3 i 5. Els carrils 2 i 4 mostren el patró electroforètic anòmal corresponent al 

polimorfisme intrònic C79A.  



Resultats : Objectiu I  

 
113

 

 

   A                                                  B

 
 

 
Figura 3.  Anàlisi per seqüenciació de l’ADN de l’exó 2 del gen de l’amilina corresponent a un 

individu normal (A) i a un individu portador del polimorfisme C79A en heterozigosi (B). La fletxa 

indica la substitució C→A en posició +79 pb de l’intró 2.  

 

 

Taula 1. Freqüències al.lèliques i genotípiques del polimorfisme C79A en la població 

estudiada.  

 

 Freqüències al.lèliques Freqüències genotípiques 

 al.lel C  al.lel A  CC      CA 

Controls 0,92 0,08 0,85 0,15 

Pacients amb DM tipus 2 0,93 0,07 0,87 0,13 

Controls gestants 0,91 0,09 0,82 0,18 

Diabetis gestacional 0,88 0,12 0,76 0,24 
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1.1.3 Exó 3 

 

El fragment amplificat conté la regió codificant pel pèptid madur amilina. 

L’anàlisi per SSCP va detectar un patró de migració anòmal en un pacient amb 

diabetis tipus 2 (Figura 4). L’estudi per seqüenciació va identificar la presència d’un 

polimorfisme silent al codó 31: Asn31 (AAC→AAT), i que per tant no comporta cap 

canvi en la seqüència d’aminoàcids del pèptid (ambdós codons codifiquen per 

l’asparagina) (Figura 5). 

 

 

  1  2 3  4    5
 

 

 
Figura 4.  Anàlisi per SSCP de l’exó 3 del gen de l’amilina. El patró normal està representat 

als carrils 1, 2, 3 i 5. El carril 4 mostra el patrò electroforètic de migració anòmal corresponent 

al polimorfisme Asn31 (AAC→AAT).  
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    A                                                               B

 
 

 
Figura 5.  Anàlisi per seqüenciació de l’ADN de l’exó 3 corresponent a un individu normal (A) i 

a al individu portador del polimorfisme Asn31 (AAC→AAT) en heterozigosi. La fletxa indica la 

substitució C→ T (B).  
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1.2 Caracterització clínica dels pacients amb el polimorfisme C79A 

 

Les característiques clíniques dels grups estudiats es mostren a la següent 

taula. 

Taula 2.  Característiques clíniques i biològiques dels grups estudiats.  

 
 Controls no 

diabètics 

Pacients amb 

DM tipus 2 

Controls 

gestacionals 

Pacients 

amb DG 

n 130 186 38 38 

Edat (anys) 50,8 ± 13,2 63,1 ± 10,9* 30,9 ± 4,5  31,7 ± 4,6 

Sexe (H/D) 65/65 98/88 D D 

IMC (Kg/m2) 27,6 ± 4,1    28,5 ± 5,3    24,7 ± 4,5  26,6 ± 4,9 

Glucèmia basal (mmol/l)  5,1 ± 0,5 9,6 ± 3,4∗ 4,3 ± 0,5    4,6 ± 0,9 

Colesterol total (mmol/l) 5,5 ± 1,1      5,4 ± 1,2 6,2 ± 1,4    6,4 ± 1,3 

Colesterol HDL (mmol/l) 1,4 ± 0,4 1,2 ± 0,4∗ 2,1 ± 0,5    1,9 ± 0,5 

Colesterol LDL (mmol/l) 3,8 ± 0,8      3,5 ± 1,1 3,4 ± 1,3    3,6 ± 1,1 

Triglicèrids (mmol/l) 1,2 ± 0,7 1,7 ± 0,9∗ 1,9 ± 0,6    2,2 ± 0,8 

 

Les dades estan expressades en n, mitges ± D.E., o %. DG, diabetis gestacional. * p < 0,001 

pacients amb DM tipus 2 vs. controls no diabètics.  

 

Pacients amb DM tipus 2 van presentar nivells més elevats en plasma de 

glucèmia i triglicèrids, i nivells inferiors de colesterol HDL. El temps d’evolució de la 

diabetis fou de 12,6 ± 9,2 anys. En relació al tractament, 12% dels pacients van ser 

tractats amb dieta, 56% amb insulina, 19,5% amb hipoglucemiants orals i 12,5% van 

rebre teràpia combinada. 15% dels pacients amb diabetis seguien tractament 

hipolipemiant.  En relació a les complicacions cròniques, 65% dels pacients van 

desenvolupar complicacions microvasculars, 35% retinopatia i 47% nefropatia (27% 
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microalbuminúria, 16% proteinúria macroscòpica i 7% insuficiència renal). 38% van 

presentar clínica de complicacions macrovasculars (8% malaltia cerebrovascular,  13% 

malaltia vascular perifèrica i 26,5% malaltia coronària). 

 
L’estudi de les característiques clíniques i biològiques dels grups estudiats va 

posar de manifest que el polimorfisme C79A detectat en el gen de l’amilina estava 

associat a un perfil lipídic específic: pacients amb diabetis tipus 2 i controls no 

diabètics portadors del polimorfisme van presentar concentracions significativament 

més baixes de colesterol total i colesterol LDL en relació a pacients no portadors 

(Taula 3). Per contrast, no es van poder detectar diferències significatives entre els dos 

grups de genotips per altres variables com sexe, índex de massa corporal, glucèmia 

plasmàtica basal, microalbuminúria o tractament amb agents hipolipemiants.  

El model de regressió logística multivariant va mostrar que la concentració de 

colesterol LDL és la única variable associada independentment amb el polimorfisme 

C79A (p < 0,001, odds ratio: 0,33, interval de confiança del 95%: 0,17-0,63). Encara 

que la malaltia coronària va presentar una tendència a ser menys freqüent en pacients 

diabètics portadors del polimorfisme (12,5% vs. 17,6%), la diferència no va ser 

estadísticament significativa. D’altra banda, van ser mesurades les concentracions 

plasmàtiques d’apolipoproteïna E (apo E), element  que forma part del dipòsits 

d’amiloide en els illots pancreàtics juntament amb l’amilina i el perlecan, però no es 

van detectar diferències significatives ni entre el grup de controls i el grup de pacients 

amb diabetis, ni entre portadors i no portadors del polimorfisme C79A. 

 
En relació a la cohort de dones amb diabetis gestacional, l’anàlisi univariant 

també va mostrar que les concentracions de colesterol LDL eren més baixes en 

pacients portadores que en no portadores del polimorfisme (Taula 4). 
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Taula 3. Estudi comparatiu univariant dels controls no diabètics i pacients amb diabetis 

tipus 2 en funció de la presència (genotip CA) o absència (genotip CC) del 

polimorfisme C79A. 

 
      Controls   Pacients amb DM tipus 2 

 CA CC 
 CA        CC   

N 20 110  25 161 

Sexe (H/D) 6/14 62/48  15/10 84/77 

Edat (anys) 47,3 ± 11,7 51,5 ± 13,4  64,4 ± 9,9   62,8 ± 11,1 

Duració de diabetis (anys) - -  10,5 ± 8,7   12,9 ± 9,3 

IMC (Kg/m2) 29,8 ± 6,9    27,2 ± 3,2  29,7 ± 4,8   28,3 ± 5,4 

Teràpia amb insulina (%) - -  62,5 55,5 

Hipertensió (%) - -  58,3 55,3 

Tabaquisme (%)      29,4 30,1  33,3 32,6 

Menopausa (%)      41,6 68,2  100 89 

Teràpia hipolipemiant (%) - -  12,5 17,6 

Glucèmia basal (mmol/l) 5,1 ± 0,5     5,1 ± 0,5    9,3 ± 3,7     9,7 ± 3,4 

HbA1c (%) 4,2 ± 0,5     4,6 ± 0,6   7,3 ± 1,8     7,8 ± 1,8 

Triglicèrids (mmol/l) 1,1 ± 0,5     1,2 ± 0,7   1,6 ± 0,8     1,8 ± 0,9 

Colesterol total (mmol/l) 4,9 ± 0,8     5,6 ± 1,1*   4,9 ± 0,8     5,5 ± 1,3† 

Colesterol LDL (mmol/l) 3,2 ± 0,6     3,9 ± 0,8*      2,7 ± 0,6     3,7 ± 1,1‡ 

Colesterol HDL (mmol/l) 1,3 ± 0,5     1,4 ± 0,4   1,1 ± 0,3     1,2 ± 0,4 

Apolipoproteïna E (g/l) 48,1 ± 2,7   36,5 ± 13,3    39,7 ± 7,4   46,3 ± 19,6 

 

Les dades estan expressades en n, mitges ± DS, o %. *p < 0,05 (genotip CA vs CC) en el grup 

control. †p < 0,005 i ‡p < 0,001 (genotip CA vs CC) en el grup de pacients amb diabetis tipus 2. 

Cada paràmetre bioquímic en cada individu correspon a la mitja de 3 determinacions 

separades per intervals de 3 mesos. 
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Taula 4.   Estudi comparatiu dels controls gestants i pacients amb diabetis gestacional 

(DG) en funció de la presència (genotip CA) o absència (genotip CC) del polimorfisme 

C79A. 

 

          Controls gestants                 DG 

 CA CC  CA CC 

N 7 31  9 29 

Edat (anys) 30,6 ± 2,8 30,9 ± 4,8  29,1 ± 5,6 31,3 ± 4,6 

IMC pregestacional (Kg/m2) 23,9 ± 3,6 24,8 ± 4,7  27,7 ± 3,9 26,3 ± 5,2 

Increment ponderal (kg) 11,7 ± 2,4 11,2 ± 3,4   8,4 ± 2,9  10,1 ± 3,3 

Macrosomia (+/-) prèvia 0 / 7 1 / 30  1 / 8 8 / 21 

Setmana gestacional al 

diagnòstic de DMG 

- -  26,3 ± 5,8   26,4 ± 4,7 

Teràpia amb insulina (+/−) - -  1 / 8 8 / 21 

Hipertensió (+/−) 0 / 7 1 / 30  2 / 7 5 / 24 

Glucèmia basal (mmol/l) 3,9 ± 0,4 4,4 ± 0,4  5,2 ± 0,9 4,6 ± 0,7 

HbA1c (%) 4,1 ± 0,3 4,1 ± 0,3  4,2 ± 0,7 4,3 ± 0,3 

Colesterol total (mmol/l) 6,1 ± 1,1 6,3 ± 1,5   5,9 ± 1,4 6,6 ± 1,2 

Colesterol HDL (mmol/l) 2,3 ± 0,5 1,9 ± 0,5   1,9 ± 0,3 1,9 ± 0,5 

Colesterol LDL (mmol/l) 3,1 ± 0,8 3,5 ± 1,3   2,9 ± 1,1    3,8 ± 0,9* 

Triglicèrids (mmol/l) 1,7 ± 0,4 2,1 ± 0,7   1,9 ± 0,9 2,4 ± 0,8 

IRI basal (pmol/l) 63,4 ± 35,8 73,9 ± 30,8   101,1 ± 39,2 81,9 ± 40,5 

 

Les dades estan expressades en n o mitges ± D.E. DG, diabetis gestacional. *p < 0,05 (genotip 

CA vs. CC) en el grup de pacients amb DG. Cada paràmetre bioquímic en cada individu 

correspon a la mitja de 3 determinacions separades per intervals de 3 mesos. 
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2.- Estudi de la regió promotora del gen de l’amilina 

 
2.1  Anàlisi conformacional de cadena senzilla i seqüenciació de l’ADN 

L’estudi conformacional de la cadena senzilla de l’ADN va identificar un patró 

electroforètic de migració anòmal corresponent al fragment amplificat de la regió 

promotora des de –229 pb fins a +38 pb. Aquesta variant va ser detectada en 18 

pacients amb diabetis tipus 2 i en 2 controls. L’estudi per seqüenciació de l’ADN 

d’aquest fragment va revelar la presència d’una mutació en heterozigosi consistent en 

el canvi del nucleòtid guanina per adenosina (substitució G→A), en posició –132 pb 

del punt d’inici de transcripció del gen. La Figura 6 mostra la imatge de l’estudi 

conformacional de cadena senzilla de la regió promotora del gen de la amilina, mentre 

que la Figura 7 mostra la imatge de l’anàlisi per seqüenciació del promotor. Aquesta 

mutació està situada en un domini activador del promotor (281). La Figura 8 mostra la 

localització de la mutació G→A dins de la seqüència del promotor.  

La freqüència del genotip GA va ser significativament superior en la població diabètica que en 

controls (9,7% vs. 1,5%, p< 0,005, odds ratio: 6,85, interval de confiança del 95%: 1,56-30,08). La 

distribució de genotips no va diferir significativament de les expectacions de la llei de Hardy-Weinberg. 

Les frequències al.lèliqes i genotípiques d’aquesta mutació es presenten a la Taula 5.  

Taula 5. Freqüències al.lèliques i  genotípiques de la mutació G→A.  

 
 Freqüències al.lèliques  Freqüències genotípiques  

 G A  GG      GA 

Controls  0,930 0,007 0,985 0,015 

Pacients amb DM tipus 2 0,952 0,048a 0,903 0,097b 

 

a p < 0,001 al.lel A entre pacients amb DM tipus 2 i controls. b p < 0,005 genotip GA entre 

pacients amb DM tipus 2 i controls.   
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 1               2               3              4                5               6

 
Figura 6.  Imatge d’un gel de SSCP de la regió promotora del gen de l’amilina. Els carrils 1 i 6 

corresponen a mostres amb patró de migració normal; els carrils 2, 3 i 4 corresponen a 

subjectes heterozigots, mentre que el carril 5 correspon a un subjecte homozigot per la mutació 

G→A. 

 
 

En l’estudi del patró fenotípic, no es van poder detectar diferències 

significatives entre pacients amb diabetis tipus 2  portadors i no portadors del canvi 

G→A. La Taula 6 mostra l’estudi comparatiu entre les característiques clíniques del 

pacients amb DM tipus 2 portadors i no portadors de la mutació. 

Els dos controls no diabètics heterozigots per la mutació, de 26 i 35 anys, 

respectivament, no tenien antecedents familiars de diabetis i les seves glucèmies 

basals sempre van ser normals. Malauradament, no es va poder realitzar una PTOG 

en cap dels dos casos. 
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En relació a la cohort de dones gestants, no es van detectar alteracions en la 

seqüència de la regió promotora estudiada ni en el grup de dones amb diabetis 

gestacional ni en el grup de gestants amb tolerància normal a la glucosa. 

 

 

 1                                        2                                          3

 
 

Figura 7.  Anàlisi per seqüenciació parcial de la regió promotora del gen de l’amilina, 

corresponen a un individu no portador (1), a un individu heterozigot (2) i a un individu 

homozigot (3). La fletxa indica el canvi G→A en posició –132 pb del punt d’inici de la 

transcripció del gen. 
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PROMOTOR DEL GEN DE L’AMILINA 

 

-555 ggtacctaga ataatcccta ccacagagta ggtcttccat tactcttatg cttttaaatc 

-495 tcccctcacc tcattgtaaa tgacttttga tttctctttt atgccctttt tatacacctt 

-435 tcccttatat ctccatttat tcctgaagct tcatgggatt cagccattga ggtcacttgg 

-375 gtttagatat accaaaagtc tgtgatttct ctgtttgcat atatgcacat ttgttgttat 

-315 ccttaccctt ttctatcagt tccttaccat aacatacact taattcttgg aaatttactc 

-255 atgtcttaca aagatggcaa attcaaACTT CTGCTGTGTA TGACACACCA ttaactgcac 

-195 aaggacactg tgtatttgct acgttaatat ttactgatga gttaatgtaa taatgaccca 

-135 tccgcttctg ctgcctgtga ggtactttct atctataggg atggaaatta atgacagagg 

-75 ctctctgagc tgcctgatgt cagagctgag aaaggtgtga ggggtatata agagctggat 

-15 tactagttag caaatgaggg ggtaaatatT CCAGTGGATA CAAGCTTGGA CTCttttctt 

 +46 gaagctttct ttctatcaga agcatttgct gatattgctg acattgaaac attaaaaggt   

 

• DOMINI ACTIVADOR (-182 / -122) 
 
• E2 DOMAIN -LIKE SEQUENCE (-155/-137) 
 
• DOMINI REPRESSOR (-111/-101) 
 
• CRE LIKE SEQUENCE (-61/-54) 
 
• CAIXA TATA (-31/-25) 
 
• START SITE. EXÓ 1 (+1) 
 
 

Figura 8. Seqüència de nucleòtids de la regió 5’ (de –555 a +105 pb) del gen de l’amilina, 

mostrant la localització del canvi G→A en un domini activador del promotor de l’amilina. En 

majúscula i en verd estan representats els oligonucleòtids sentit i antisentit utilitzats per 

l’amplificació de la regió que conté la mutació.    
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TAULA 6.   Característiques clíniques del pacients amb diabetis tipus 2 en funció de la 

presència (genotip GA) o absència (genotip GG) del canvi G→A. 

 

 Genotip GA Genotip GG 

N 18 168 

Edat (anys) 63,2 ± 11,4 63,1 ± 10,9 

Sexe (H/ D) 9/9 89/79 

IMC (Kg/m2) 30,1 ± 3,8 28,4 ± 5,4 

Edat al diagnòstic (anys) 52,7 ± 11,5   50,5 ± 11,1 

Història familiar de DM (%) 70 57 

Duració de DM (anys)            11,1 ± 9,3 12,8 ± 9,2 

Temps fins a la insulinització 

(anys) 
6,6 ± 5,2 

 

9,4 ± 7,2 

Tractament amb insulina (%) 53 60 

Glucèmia basal (mmol/l) 9,4 ± 3,7 10,1 ± 3,4 

HbA1c (%) 7,5 ± 1,9 8,1 ± 2,1 

Insulinèmia basal (pmol/l) # 122,1 ± 60,5 114,1 ± 93,9 

Amilina basal (pmol/l) < 1,9 pmol/l < 1,9 pmol/l 

ALP basal (pmol/l) * 6,5 ± 5,1 8,2 ± 4,3 

Proinsulinèmia basal (pmol/l) 28,5 ± 32,2 26,8 ± 26,3 

Pèptid C basal (nmol/l) 0,6 ± 0,4 0,6 ± 0,5 

 

Les dades estan expressades en forma de mitges ± DS o freqüències. * La concentració 

plasmàtica de l’ ALP en dejú va  ser determinada en una mostra de 50 pacients amb diabetis 

tipus 2 tractats exclusivament amb dieta (8 pacients amb genotip GA i 42 pacients amb genotip 

GG). # La insulinèmia basal va ser determinada en tots els pacients excepte en aquells tractats 

amb insulina. 
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A fi de determinar la possible contribució de la mutació G→A en el 

desenvolupament de la diabetis van ser estudiades les famílies dels provands. 

L’estudi va incloure 14 familiars de primer grau procedents de 8 famílies. L’anàlisi per 

SSCP va detectar un segon patró electroforètic de migració anòmal en 2 familiars, 

confirmant l’anàlisi per seqüenciació de l’ADN la presència de la mutació G→A en 

homozigosi (imatge representada en la Figura 7). En 7 familiars la mutació va ser 

detectada en heterozigosi, mentre que els altres 5 van resultar ser no portadors. La 

Figura 9 mostra el pedigrí de les dos famílies en les quals la mutació va ser 

detectada en homozigosi.  

 

Per determinar si familiars portadors de la mutació presenten alteracions en la 

tolerància a la glucosa, es va practicar una PTOG estàndard. La PTOG va resultar 

patològica en ambdós subjectes homozigots. En el primer provand, una dona de 45 

anys, fou diagnòstica de diabetis; en el segon provand, una dona de 30 anys amb 

antecedent previ de diabetis gestacional, diagnòstica d’intolerància a la glucosa. 

Aquells familiars heterozigots o no portadors de la mutació, van presentar una 

tolerància a la glucosa normal. La Taula 7 mostra la distribució dels familiars 

estudiats en funció del genotip. 

 

 Taula 7. Estudi genètic en familiars de primer grau 

 

 No portadors 

(genotip GG, n = 5) 

Heterozigots 

(genotip GA, n = 7) 

Homozigots 

(genotip AA, n = 2) 

Edat (anys) 35,7 ± 9,1 28,1 ± 6,5 36,2 ± 5,6 

IMC (kg/m2) 23,7 ± 3,3 22,4 ± 3,4 29,2 ± 8,2 

Sexe (H:D) 2 : 3 6 : 1 0 : 2 
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Figura 9.  Pedigrís familiars  dels dos provands homozigots. Els subjectes amb diabetis estan 

representats mitjançant símbols en negre, subjectes amb intolerància a la glucosa amb 

símbols grisos i subjectes no diabètics amb símbols blancs. El genotipus dels familiars està 

indicat de la següent manera: N, al.lel normal; M, al.lel mutat. 
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2.2 Estudi de les concentracions plasmàtiques d’amilina, ALP i insulina 
 

Tal com s’ha representat prèviament a la Taula 6, les concentracions 

plasmàtiques d’amilina en dejú van ser indetectables o en els límits inferiors de 

detecció de l’assaig (1,9 pmol/l) en la majoria de pacients diabètics estudiats 

(portadors i no portadors del canvi G→A). D’altra banda, la concentració 

plasmàtica d’ALP en dejú va ser determinada en una mostra de 50 pacients 

diabètics tractats exclusivament amb dieta, no objectivant-se diferències entre els 

dos grups: 6,5 ± 5,1 pmol/l en pacients heterozigots (n = 8) vs 8,2 ± 4,3 pmol/l en 

pacients no portadors (n = 42). 

 
A fi de determinar si una secreció incrementada o desproporcionada d’amilina 

estava associada amb la mutació detectada, van ser mesurades les 

concentracions plasmàtiques d’amilina, ALP i insulina en els punts 0’-30’-60’-90’-

120’ de la PTOG en els 14 familiars de primer grau estudiats, així com en 10 

controls sans no portadors, d’edat i IMC similars. Els valors de glucèmia, IRI, 

amilina i ALP en la PTOG estan expressats en la Taula 8. 

 
Les concentracions plasmàtiques d’amilina en dejú van mostrar una tendència 

a ser més elevades en individus homozigots (HZ) que en heterozigots (HT) i no 

portadors (NP) : HM ,6,8 ± 4,4 pmol/l; HT; 2,5 ± 1,5 pmol/l; NP, 2,1 ± 2,4 pmol/l; p= 

0,08). D’altra banda, les concentracions plasmàtiques d’ALP en dejú van presentar 

la mateixa tendència, amb valors més elevats en persones homozigotes per la 

mutació.  

En resposta a l’estímul de la glucosa, els tres pèptids incrementen les seves 

concentracions. El pic de màxima concentració d’insulina es va produir als 60 min 

en el grup d’heterozigots i en el de no portadors, i als 90 min en el grup 

d’homozigots. En relació a les concentracions d’amilina, el pic de màxima 

concentració s’assoleix als 90 min en els tres grups. Al estudiar la gràfica de 
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secreció de l’ALP, veiem que la seva morfologia és diferent en individus 

homozigots, presentant un pic màxim als 60 i posterior ràpida davallada dels nivells 

del pèptid. Les gràfiques d’ambdós pèptids queden reflectides a la Figura 10. 

 

 
Figura 10. Concentracions plasmàtiques d’amilina i ALP en resposta a l’estímul de la glucosa 

en la PTOG. Els valors en vermell corresponen a persones homozigotes, en blau a 

heterozigotes i en groc a controls no portadors. Les gràfiques corresponen als valors de les 

mitges per cada grup. 
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Taula 8. Concentracions plasmàtiques de glucosa, IRI, amilina i ALP en la PTOG segons la presència de 

la mutació G→A. 

 No portadors 

(n=14) 

(genotip GG) 

Heterozigots 

(n=7) 

(genotip GA) 

Homozigots 

(n=2) 

(genotip AA) 

Valor de 

p 

Glucosa (mmol/l) 

0-min 

30-min 

60-min 

90-min 

    120-min 

 
5,2  ±  0,3 

9,1  ±  1,5 

8,1  ±  2,3 

6,5  ±  1,7 

5,8  ±  1,1 

 
 4,8  ±  0,4 

7,9  ±  1,5 

      6,9  ±  1,4 

5,5  ±  1,1 

5,2  ±  1,8 

 
6,1  ±  1,9 

       9,1 ±  2,3 

 10,6 ±  1,2 

10,3  ±  0,4 

 8,7  ±  0,5 

 
ns 

ns 

ns 

0,05 

0,05 
ASC Glucosa (mM.120 min)      866  ±  169      762  ±  82    1118  ±  155 ns 

IRI (pmol/l) 

0-min 

30-min 

60-min 

90-min 

    120-min 

 
    62,1  ±  22 

  374,1  ±  230 

  426,1  ±  281 

  402,4  ±  256 

  356,5  ±  206 

 
44,8  ±  13,5 

  335,7  ±  184 

  381,6  ±  138 

     322  ±  166 

  181,9  ±  61 

 
  116,4  ±  103 

  405,9  ±  333 

  614,4  ±  450 

783  ±  589 

  614,1  ±  356 

 
ns 

ns 

ns 

ns 

0,06 

ASC IRI (mM.120 min)  42356  ±  23506  34581  ±  11362  65055 ±  48124 ns 

Amilina (pmol/l) 

0-min 

30-min 

60-min 

90-min 

120-min 

 
  2,1  ±  2,4 

  9,5  ±  6,7 

12,7  ±  9,3 

14,9  ±  8,8 

12,8  ±  7,8 

 
      2,5 ±  1,5 

     6,4 ±  3.1         

      9,1 ± 3,2 

   10,9  ±  5,1 

   10,9  ±  9,2 

 
       6,8  ±  4,4 

10,8  ±  7,8 

13,3  ±  7,1 

  16,1  ±  10,2 

13,5  ±  9,4 

 
0,08 

ns 

ns 

ns 

ns 

ASC Amilina (mM.120 min) 1422  ±  780 971  ±  411 1511  ±  970 ns 

ALP (pmol/l) 

0-min 

30-min 

60-min 

90-min 

120-min 

 

10,4  ±  5,7 

 21,6  ±  11,4 

 23,7 ±  8,7 

26,2  ±  10,1 

29,1  ±  14,9 

 

    10,6  ±  6,9 

    19,3  ±  8,5 

    28,3  ±  9,8 

29,9  ±  15,2 

    31,1  ±  9,1 

 

21,9  ±  21,8 

    42,7  ±  33,1 

    58,4  ±  13,1 

    34,9  ±  21,2 

    18,1  ±  31,1 

 

ns 

ns 

0,05 

ns 

ns 

AUC ALP (mM.120 min.) 2772  ±  1019    2880  ±  1103 4680  ±  2414 ns 

Proinsulina basal (pmol/l) 6,6  ± 1,7 13,2  ±  6,2 8,8  ±  6,9 ns 

 
ALP, “amylin-like peptide”; ASC, àrea sota la corba; IRI, insulina immunoreactiva. Els valors estan 

expressats en forma de mitja ± D.E. 
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2.3 Increment de les concentracions d’amilina, ALP i IRI en la PTOG  

  
Les respostes secretores del tres pèptids –insulina, amilina i ALP- van ser 

mesurades durant l’interval 0-30 min de la PTOG, sent calculat l’increment de les 

concentracions ( IRI, amilina, ALP) mitjançant el quocient 30’/0’. Mentre que 

l’increment de la concentració de l’amilina ( amilina) durant aquest període de temps 

va ser inferior en persones portadores de la mutació que en no portadores ( p < 0.05 

per no portadors vs homozigots i heterozigots) (Figura 11A), la resposta de l’ALP 

( ALP) no va ser diferent entre els 3 grups (Figura 11B). L’increment de resposta de 

la insulina ( IRI) tampoc va ser significativament diferent entre els tres grups, malgrat 

certa tendència a ser més reduïda en homozigots (Figura 11C). 

 

Figura 11.  Resposta secretora dels pèptids amilina, ALP i IRI en la PTOG 
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En aquesta figura està representat l’increment en la resposta en els primers 30 min de la PTOG 
(  0-30 min) de l’amilina (A), ALP (B) i IRI (C) en 15 controls no diabètics i no portadors de la 
mutació G→A (NP), 7 heterozigots no diabètics (HT) i els 2 individus homozigots (HM) amb 
alteració de la tolerància a la glucosa. Les dades són expressades en forma de mitges ± SEM 
(mitja del error estàndard). L’increment en la resposta de l’amilina va ser significativament 
inferior en HM i HT en relació a NP ( HM, 1,5 ± 0,1; HT 2,9 ± 0,5; NP, 7,1 ± 1,9; p < 0,05 per 
HM i HT vs NP). L’increment en ALP (HM, 2,4 ± 0,5; HT, 2,1 ± 0,3; NP, 2,2 ± 0,3) i IRI (HM, 3,6 
± 0,3; HT, 6,1 ± 0,9; NP, 6,1 ± 0,8) durant el mateix període de temps no va diferir 
significativament entre els tres grups. 
 



Resultats : Objectiu I  

 
132

Quan es va determinar la resposta dels pèptids durant els primers 30 min de 

la PTOG ajustada a la magnitud del canvi en les concentracions de glucosa en aquest 

interval de temps ( G), els resultats van ser anàlegs.  Mentre que el quocient  

Amilina/  G va diferir significativament entre els grups ( mitges ± D.E., HM: 1,1 ± 0,2, 

HT: 2,2 ± 0,8, NP: 4,3 ± 3,7 pmol/mmol; p < 0,05 per no portadors vs homozigots i 

heterozigots), mentre que els quocients  ALP/  G (HM: 1,5 ± 0,4, HT: 1,4 ± 0,4, 

NP: 1,3 ± 0,6 pmol/mmol) i  IRI/  G (HM: 2,4 ± 0,2, HT: 4,3 ± 1,2, NP: 3,4 ± 0,2 

pmol/mmol) i no van presentar diferències estadísticament significatives. Com 

l’increment en les concentracions de glucosa a l’interval 0-30 min es va mantenir 

pràcticament constant en els tres grups (HM: 1,5 ± 0,1, HT: 1,7 ± 0,3, NP: 1,8 ± 0,3; 

NS), extrapolem que per la mateixa magnitud de l’estímul, la secreció precoç de 

l’amilina es troba deteriorada en individus portadors de la mutació G→A, mentre que la 

resposta de la insulina està preservada. 
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Figura 12.  Quocient de l’increment de resposta de l’amilina en funció de l’increment en les 

concentracions de glucosa durant els primers 30 min de la PTOG (  Amilina/  G) . Els valors 

estan expressats en forma de mitja ± D.E. NP, no portadors; HT, heterozigots; HM, homozigots. 

Subjectes portadors de mutacions (HM i HT) presenten una disminució significativa en relació a 

no portadors (p < 0,05) d’aquest quocient. 
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Figura 13.  Quocient de l’increment de resposta de l’ALP en funció de l’increment en les 

concentracions de glucosa durant els primers 30 min de la PTOG (  ALP /  G) . 
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Figura 14. Quocient de l’increment de resposta de la insulina en funció de l’increment en les 

concentracions de glucosa durant els primers 30 min de la PTOG (  IRI/  G) . 
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3.- Estudi de l’activitat del promotor de l’amilina  
3.1 Estudi de l’efecte de la mutació G→A 

L’activitat del promotor de les construccions plasmídiques contenint el gen de 

la luciferasa i la seqüència salvatge o mutada va ser mesurada a partir de 6 µg 

d’extracte cel·lular a les 35-40h. de transfecció en la línia cel·lular MIN6. Els resultats 

de la normalització de l’activitat luciferasa van mostrar que la construcció portadora de 

la mutació es capaç d’incrementar l’activitat del promotor de l’amilina de forma 

significativa en relació a la seqüència salvatge (519 ± 54,9 vs 278 ± 32,6 % activitat 

luciferasa relativa, p < 0.001). Per tant, la mutació G→A  detectada és capaç 

d’augmentar l’activitat transcripcional del gen de l’amilina. 

D’altra banda, cal remarcar que l’activitat d’aquelles construccions 

dissenyades sense la seqüència de l’intró 1, tant en la construcció salvatge com en la 

mutant, va resultar pràcticament abolida. Per tant, s’infereix que l’intró 1 exerceix un 

paper rellevant en l’activitat transcripcional del gen. Els resultats de l’estudi de 

l’’activitat del promotor estan il·lustrats a la Figura 15. 
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Figura 15.  Efecte de la mutació G→A en l’activitat del promotor de l’amilina i importància de la 

seqüència de l’intró 1 en aquesta activitat. Ambdós construccions, salvatge (WT) i mutant 

(MUT) amb o sense la seqüència de l’intró 1 (MUT- I i WT- I), i el plasmidi control pGL3 (sense 

clonació de fragments d’ADN) van ser transfectats separadament en cèl·lules MIN6 cultivades 

en un medi amb glucosa 22,7 mM. Els resultats van ser normalitzats en relació a l’activitat de la 

renilla luciferasa i estan expressats com % de l’activitat del plasmidi control pRL-CMV (% 

d’activitat luciferasa relativa). Els valors representen la mitja ± mitja de l’error estàndard de 10-

15 transfeccions independents. La determinació de l’activitat luciferasa en cada transfecció va 

ser reproduïda en tres experiments separats. * p < 0,001 construcció mutant vs construcció 

salvatge. 

 

3.2 Efecte de la glucosa en l’activitat del promotor 

 
Per tal d’avaluar la importància de la glucosa i del metabolisme glucolític en la 

regulació de l’activitat transcripcional del gen de l’amilina, va ser analitzada l’activitat 

luciferasa relativa de cèl·lules MIN6 transfectades a dos concentracions de glucosa 

diferents: 5,5 i 22,7 mM, i a les 20-24 h de l’addició al medi de cultiu de glucosa 6-

deoxi-D-glucosa, i de mannoheptulosa, ambdós agents a concentració 11,2 mM. La 

glucosa 6-deoxi-D-glucosa és un anàleg de la glucosa que és transportat dins de la 

cèl·lula β pancreàtica mitjançant el Glut-2, però que no és fosforilable ni 

metabolitzable. D’altra banda, la mannoheptulosa competeix amb la glucosa per la 

unió al centre catalític de la glucocinasa, provocant una inhibició reversible d’aquest 

enzim i, com a conseqüència, una inhibició de la glucòlisi. L’efecte d’ambdós agents 

van ser analitzat per separat, en presència de glucosa 22,7 mM. 

 
L’activitat luciferasa relativa de cèl·lules MIN6 transfectades tant amb la 

construcció salvatge com amb la mutant va resultar ser significativament més baixa en 

condicions d’incubació en glucosa 5,5 mM respecte a concentracions de glucosa 22,7 

mM  (p< 0,05 en ambdós construccions). 

D’altra banda, l’activitat luciferasa de cèl·lules MIN6 transfectades amb la 

construcció salvatge i cultivades en condicions de glucosa 22,7 mM va disminuir en un  
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20% i 25% després de l’addició al medi de cultiu de 6-deoxi-D-glucosa i 

mannoheptulosa, respectivament. Aquesta reducció en l’activitat luciferasa va ser 

estadísticament significativa en ambdós casos (p < 0,05). El patró d’activitat luciferasa 

quan la transfecció cel·lular va ser realitzada amb la construcció mutant va ser 

semblant al de la construcció salvatge, si bé amb valors absoluts més elevats, 

objectivant-se reduccions de l’activitat de 60% i 64% després de l’addició de 6-deoxi-

D-glucosa i mannoheptulosa, respectivament. 

 
Aquests resultats posen de manifest: a) la important acció estimulant que 

exerceix la glucosa de l’activitat transcripcional del gen de l’amilina, b) que la inhibició 

de la glucòlisi és capaç d’anul·lar aquest efecte estimulador, i c) que la glucosa ha de 

ser metabolitzada via glucosa-6-fosfat per a que aquest senyal estimulador sigui 

percebut per la cèl·lula β pancreàtica.   
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Figura 16.  Efecte de la glucosa i del metabolisme glucolític en l’activitat del promotor de 

l’amilina. L’activitat relativa de la luciferasa corresponent a les construccions salvatge i mutant 

està representada mitjançant barres blanques i negres, respectivament, i les diferents 

condicions: glucosa 5,5 mM (5G); glucosa 22,7 mM (22G); 6-deoxi-D-glucosa 11,2 mM (6DG); 

mannoheptulosa 11,2 mM (MN). Els valors representen les mitges ± mitja de l’error estàndard 

d’un mínim de tres transfeccions independents, sent reproduïdes les determinacions per 

triplicat. * p < 0,05 activitat luciferasa de cèl·lules MIN6 transfectades amb la construcció mutant 

en relació al cultiu 22G. # p < 0,05 de les construccions salvatges en relació al cultiu 22G.   

 
 

3.3 Efecte del calci en l’activitat del promotor 

 
Actualment s’accepta que el metabolisme de la glucosa a la cèl·lula β 

pancreàtica produeix un augment localitzat de la relació ATP/ADP, conduint al 

tancament dels canals de K+ sensibles a l’ATP, amb la conseqüent despolarització de 

la membrana citoplasmàtica, obertura dels canals de Ca2+ sensibles al voltatge i, 

finalment, entrada de calci dins de la cèl·lula (540). L’augment de la concentració 

intracel.lular calci donarà lloc a l’exocitosi dels grànuls de secreció, però també podria 

tenir efectes en la expressió de gens específics. 

 
  Per tal d’avaluar l’efecte del calci en l’activitat del promotor de l’amilina, va 

ser estudiada l’activitat luciferasa de cèl·lules MIN6 incubades durant 20-24h en 

glucosa 22,7 mM en un medi contenint agents capaços de reduir les concentracions 

intracel.lulars de calci. 

 
En presència del bloquejant dels canals de calci verapamil o de diazòxid, que 

impedeix el tancament dels canals de K+, l’activitat luciferasa va ser pràcticament 

abolida (reducció d’activitat superior al 70%, p < 0,001) en totes les construccions, tant 

salvatge com mutant, resultat que reflecteix la important acció que exerceix el calci 

regulant la transcripció del gen de l’amilina en resposta a l’estímul de la glucosa. 

 
 Els resultats de l’activitat luciferasa estan representats a la Figura 17. 
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Figura 17.  Efecte del calci en l’activitat del promotor de l’amilina. L’activitat relativa de la 

luciferasa corresponent a les construccions salvatge i mutant està representada mitjançant 

barres blanques i negres, respectivament, i les diferents condicions: glucosa 22,7 mM (22G); 

verapamil 100 µM (VR); diazòxid 0,6 mM (DZ). Els valors representen les mitges ± mitja de 

l’error estàndard d’un mínim de tres transfeccions independents, sent reproduïdes les 

determinacions per triplicat. * p < 0,001  construcció mutant en medi amb 22G+VR o 22G+DZ 

vs. 22G. # p < 0,001 construcció salvatge en medi amb 22G+VR o 22G+DZ vs. 22G. 

 

 
3.4 Efecte de l’AMP cíclic en l’activitat del promotor 

 
Per tal d’identificar senyals que poden estimular o inactivar l’activitat del 

promotor mitjançant la interacció amb la seqüència CRE (cAMP response element o 

seqüència consensual capaç de respondre a l’AMPc), va ser avaluat l’efecte de 

forskolina, activador de l’adenilciclasa.   

 

El cultiu de cèl·lules MIN6 durant 20-24h en presència de forskolina va produir 

un increment de l’activitat luciferasa de cèl·lules transfectades tant amb la construcció  
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salvatge com mutant, (veure Figura 18). A més a més, aquest augment de l’activitat 

luciferasa es va produir tant en condicions de glucosa 5,5 mM com en glucosa 22,7 

mM.  En glucosa 5,5 mM l’augment va ser del 76% (construcció salvatge) i 81% 

(construcció mutant) , mentre que en glucosa 22,7 mM, del 61% (construcció salvatge) 

i 55% (construcció mutant).  
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Figura 18.  Efecte de l’AMPc en l’activitat del promotor. L’activitat relativa de la luciferasa 

corresponent a les construccions salvatge i mutant està representada mitjançant barres 

blanques i negres, respectivament, i les diferents condicions: glucosa 5,5 mM (5G); glucosa 

22,7 mM (22G); forskolina 10 µM (FK). Els valors representen les mitges ± mitja de l’error 

estàndard d’un mínim de tres transfeccions independents, sent reproduïdes les determinacions 

per triplicat. * p < 0,05 construcció mutada en condicions 5G+FK i 22G+FK vs. construcció 

mutada 5G. # p < 0,01 construcció salvatge en condicions 5G+FK i 22G+FK vs construcció 

salvatge 5G.  
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3.5 Efecte dels corticoides en l’activitat del promotor 

 
L’addició al medi de cultiu de dexametasona durant 20-24h va 

incrementar significativament l’activitat luciferasa de cèl·lules transfectades tant 

amb la construcció salvatge (120% en glucosa 5,5 mM, i 50% en glucosa 22,7 

mM), com amb la construcció mutant (189% en glucosa 5,5 mM, i 85% en 

glucosa 22,7 mM). Aquest resultat  posa de manifest una acció activadora de la 

dexametasona de l’activitat transcripcional del gen de l’amilina. L’efecte de la 

dexametasona es mostra a la Figura 19. 
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Figura 19.  Efecte de la dexametasona en l’activitat del promotor. L’activitat relativa de la 

luciferasa corresponent a les construccions salvatge i mutant està representada mitjançant 

barres blanques i negres, respectivament, i les diferents condicions: glucosa 22,7 mM (22G); 

glucosa 5,5 mM (5G); dexametasona 10 µM (DX). Els valors representen les mitges ± mitja de 

l’error estàndard d’un mínim de tres transfeccions independents, sent reproduïdes les 

determinacions per triplicat. * p < 0,01 construcció mutant en 5G+DX vs. construcció mutada en 

5G. ** p < 0,05 construcció mutada en 22G+DX vs. 5G. # p < 0,01 construcció salvatge en 

5G+DX vs. 5G. ## p < 0,001 construcció salvatge 22G+DX vs. 5G. 
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1- DISCUSSIÓ DELS RESULTATS DE L’ESTUDI DE MUTACIONS EN 

ELS EXONS 1, 2 I 3 DEL GEN DE L’AMILINA 

 

La diabetis tipus 2 es caracteritza per la presència de dipòsits de substància 

amiloide en els illots pancreàtics de la immensa majoria de pacients, constituint un fet 

característic de la malaltia (246). El principal component d’aquests dipòsits és l’amilina, 

un pèptid de 37 aminoàcids sintetitzat i cosecretat amb la insulina per la cèl·lula β 

pancreàtica, en resposta al mateixos estímuls secretagogs, i que exerceix una 

important funció en la regulació del metabolisme de la glucosa. Actualment existeixen 

al llarg de la literatura evidències que suggereixen que aquest pèptid podria 

desenvolupar una important acció en l’etiopatogènia de la diabetis tipus 2, mitjançant 

la seva habilitat per formar agregats a partir de monòmers d’amilina i iniciar el procés 

d’amiloidogènesi, que conduiria ulteriorment a un deteriorament de la funció de la 

cèl·lula β i a una reducció de la massa cel·lular β (394, 421).  

 
No obstant, encara no es coneixen en profunditat els mecanismes 

responsables de la conversió de l’amilina en fibres insolubles que donarien lloc a 

l’amiloïdosï dels illots i, en conseqüència, al desenvolupament d’una diabetis tipus 2. El 

desenvolupament del treball de la present memòria s’ha orientat per intentar respondre 

aquest aspecte. En la hipòtesi de treball s’ha plantejat que una possible base genètica 

podria condicionar una alteració en la síntesi o en l’expressió del pèptid, i així exercir 

d’aquesta forma un paper etiopatogènic en la diabetis tipus 2, dins del complex context 

poligènic de la malaltia. Partint d’aquesta premissa, el primer objectiu del treball fou 

investigar la possible presència de mutacions o polimorfismes en els exons 1, 2 i 3 del 

gen de l’amilina en població amb diabetis tipus 2, analitzant els possibles trets clínics 

característics dels pacients portadors de mutacions, per tal d’establir si existeix una 

correlació genotip-fenotip.  
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D’altra banda, la diabetis gestacional és defineix com una forma d’intolerància 

als hidrats de carboni que comença o és diagnosticada inicialment durant la gestació. 

Aquesta definició de tipus cronològic i no patogènic engloba diferents tipus de diabetis. 

Així, ocasionalment la diabetis gestacional pot ser la primera manifestació d’una 

diabetis tipus 1, o bé d’una síndrome MODY. No obstant, en la gran majoria de casos, 

representa un estat de tolerància defectuosa a la glucosa en grau variable que 

desapareix després del part, i que és un factor predictiu de l’aparició futura de diabetis 

tipus 2 (541). Donat que la diabetis gestacional pot ser considerada com un estat de 

prediabetis i que estudis recents han demostrat que en pacients amb diabetis 

gestacional es produeix una hipersecreció d’amilina (542, 543), també va ser 

analitzada la presència de mutacions en el gen de l’amilina en una cohort de pacients 

amb diabetis gestacional, per tal d’establir si alteracions en el gen de l’amilina podrien 

exercir un paper en la susceptibilitat genètica a desenvolupar diabetis gestacional. 

 
En algunes formes d’amiloïdosis, tal és el cas de la malaltia de Alzheimer, s’ha 

demostrat la presència d’alteracions genètiques que resulten en l’agregació i 

precipitació de la proteïna constituent (β amiloide, preselenina 1 i preselenina 2), 

donant lloc a la formació d’amiloïdosi cerebral en pacients afectes (375, 376). De 

forma anàloga, es va hipotetitzar que alteracions en les regions codificants del gen de 

l’amilina podrien estar implicades en la formació dels dipòsits d’amiloide en el 

pàncrees de pacients amb diabetis tipus 2, per exemple donant lloc a un pèptid més 

inestable químicament i amb major tendència a la precipitació. La hipotètica funció de 

possibles mutacions del gen de l’amilina en l’etiopatogènia de la diabetis tipus 2 és 

controvertida, havent-se descrit al llarg de la literatura tant associacions positives com 

resultats negatius. La primera observació d’una possible associació entre alteracions 

en el gen i diabetis tipus 2 parteix d’estudis en població japonesa desenvolupats per 

Sakagashira i col. Els autors van detectar en un 4,1% de pacients amb diabetis tipus 2 
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la presència de la mutació puntual AGC→GGC a l’exó 3 del gen, que involucra la 

substitució de l’aminoàcid serina per glicina en posició 20 de la molècula de l’amilina 

(mutació S20G) (224). L’esmentada mutació no va ser detectada en la població control 

no diabètica estudiada, i s’associava amb un patró fenotípic específic: edat 

relativament jove d’aparició de la malaltia (≤ 35 anys), tendència a la insulinopènia i 

important agregació familiar de diabetis. Recentment, estudis amb cèl·lules COS-1 han 

demostrat que la transfecció de plàsmids portadors de l’amilina mutada és capaç de 

donar lloc a la formació d’amiloide intracel.lular i induir el procés apoptosi (544). 

Aquesta relació entre alteracions en el gen de l’amilina i diabetis tipus 2 no ha estat 

detectada en altres poblacions estudiades, suggerint la presència de factors ètnics 

associats en l’esmentada associació (225-227). Com a principal crítica a aquests 

escassos treballs desenvolupats, cal remarcar el reduït nombre de subjectes estudiats. 

Més recentment, Birch i col. (228) van publicar el més ampli estudi efectuat, analitzant 

96 pacients amb diabetis tipus 2 d’origen anglosaxó amb important agregació familiar 

de diabetis (2 o més familiars vius afectes).  L’estudi va estar exclusivament focalitzat 

en l’anàlisi de la mutació S20G, i aquesta mutació no va ser detectada en la població 

estudiada. 

 
En el present treball la població total estudiada va incloure 392 persones no 

relacionades d’origen caucàsic (186 pacients amb diabetis tipus 2, 130 controls sans, 

38 dones amb diabetis gestacional i 38 dones gestants amb tolerància normal a la 

glucosa), abordant l’estudi les regions codificants, la regió 5’UTR i les regions d’unió 

exó-intró del gen de l’amilina. La mutació patogènica S20G no va ser detectada en cap 

subjecte de la població estudiada, resultat que està en concordància amb l’estudi 

efectuat per Birch i col. en població caucàsica d’origen nord-europeu. No obstant això, 

cal remarcar la detecció de la presència del polimorfisme C→T en posició +79 pb del 

punt d’inici de l’intró 2 del gen (polimorfisme C79A). Les freqüències al.lèliques 

d’aquest polimorfisme no van ser significativament diferents en els grups estudiats, ni 
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entre pacients amb diabetis tipus 2 i controls (13,5 % vs. 15,4%), ni entre dones amb 

diabetis gestacional i controls gestacionals (23,7% vs. 18,4%), suggerint que aquest 

canvi no constituiria un candidat en la susceptibilitat genètica a diabetis tipus 2. Cal 

remarcar que l’anàlisi del les característiques clíniques de la població estudiada ha 

posat de manifest que el polimorfisme detectat s’associa a un fenotip específic, amb 

un patró lipídic menys aterogènic, suggerint un paper protector d’aquest polimorfisme 

en el risc cardiovascular. Així, l’estudi univariant va mostrar que tant pacients amb 

diabetis tipus 2 com controls amb genotip CA presenten concentracions plasmàtiques 

de colesterol total i colesterol LDL més baixes que subjectes amb genotip CC, 

demostrant el model de regressió logística multivariant que la concentració de 

colesterol LDL és la única variable associada independentment amb el polimorfisme 

C79A (p < 0,001, odds ratio: 0,33, i interval de confiança del 95%: 0,17-0,63). En 

relació a la cohort de dones amb diabetis gestacional, malgrat que l’estudi de regressió 

multivariant no va poder ser emprat pel tamany de la mostra analitzada (n = 38, 9 

dones amb diabetis gestacional amb genotip CA), l’estudi univariant també va mostrar 

que pacients portadores del polimorfisme presentaven concentracions inferiors de LDL 

colesterol en relació a no portadores (p = 0,05). 

 
Si analitzem només els pacients amb diabetis tipus 2 portadors del 

polimorfisme C79A, malgrat presentar un patró lipídic menys aterogènic, la prevalença 

de coronariopatia isquèmica no va ser significativament diferent en relació a pacients 

no portadors. No obstant això, hem de considerar l’elevada incidència reportada en 

diversos estudis d’isquèmia miocàrdica silent en pacients amb diabetis tipus 2 (545, 

546). En conseqüència, donat la manca d’informació angiogràfica en pacients 

assimptomàtics des del punt de vista coronari, la prevalença de coronariopatia 

isquèmica pot haver estat subestimada (547).  
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Un important punt a debatre és el possible mecanisme patogènic que explica 

l’associació del polimorfisme C79A amb unes concentracions de colesterol LDL més 

baixes. El polimorfisme detectat no involucra cap factor de transcripció conegut ni 

produeix un canvi estructural en la seqüència del pèptid amilina. D’altra banda, com no 

afecta l’àrea d’unió exó-intró, és improbable que pugui alterar el mecanisme de splicing 

o maduració de l’ARN de l’amilina. Una possible explicació de l’associació detectada 

és la presència de lligament d’aquest polimorfisme amb polimorfismes d’altres gens 

ubicats en el cromosoma 12. Així, ha estat recentment  descrita a prop del locus del 

gen de l’amilina la ubicació de dos possibles gens candidats relacionats amb el 

metabolisme lipídic i arteriosclerosi: el gen LOX-1, localitzat en la regió del cromosoma 

12 p12.3-p13.2, que codifica el lectin-like oxidized LDL receptor-1 (548), i el gen RPL6, 

localitzat en la regió cromosòmica 12p11-p13.3, que codifica el LDL receptor-related 

protein 6 (549). 

 
Altre component dels dipòsits d’amiloide en els illots pancreàtics de pacients 

amb diabetis tipus 2 és l’apoproteïna E, l’hipotètic paper de la qual en l’amiloidogènesi 

dels illots pancreàtics és controvertit. Aquesta proteïna constitueix un component 

fonamental de les plaques senils i de les estructures neurofibril.lars detectades en el 

cervell de pacients amb la malaltia d’Alzheimer (344). Estudis desenvolupats en 

aquesta malaltia suggereixen que pot promoure la fibril.logènesi i estabilitzar les fibres 

d’amiloide formades a partir del precursor amiloide A beta (350). Per extrapolació, s’ha 

hipotetitzat que també l’apoproteïna E pot exercir una funció en la formació dels 

dipòsits de substància amiloide en els illots pancreàtics, i que una producció 

augmentada d’apo E podria estar associada amb el desenvolupament de diabetis tipus 

2 (246). En el present estudi van ser mesurades les concentracions plasmàtiques 

d’apo E, però no es van detectar diferències significatives entre pacients amb diabetis 

tipus 2 i controls, ni entre persones portadores i no portadores del polimorfisme C79A. 

Aquest resultat està en concordància amb estudis recents que suggereixen que l’apo E 
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no desenvolupa una funció crítica en la formació dels dipòsits d’amiloide en la diabetis 

tipus 2 (550, 551).   

 
En resum, en aquest treball ha estat identificat un polimorfisme en el gen de 

l’amilina associat a un perfil lipídic menys aterogènic en població amb diabetis tipus 2 i 

en població control. Estudis prospectius incloent-hi anàlisi de lligament amb els 

pedigrís familiars de pacients portadors proporcionaran importants evidències del 

mecanisme patogènic d’aquesta associació i de la importància d’aquest polimorfisme 

en el risc cardiovascular en pacients amb diabetis tipus 2. 
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2- DISCUSSIÓ DELS RESULTATS DE L’ESTUDI DE LA REGIÓ 

PROMOTORA DEL GEN DE L’AMILINA  

 

Altre aspecte abordat en el desenvolupament del present treball és que 

potencials alteracions genètiques afectant la regió promotora del gen de l’amilina, 

responsable de la regulació gènica, podrien conduir a una expressió anòmala del 

pèptid i, ulteriorment, a la formació de fibril.les i de dipòsits de substància amiloide en 

els illots pancreàtics de pacients amb diabetis tipus 2. L’evidència més important 

recolzant aquesta hipòtesis sorgeix d’experiments in vitro amb ratolins transgènics que 

sobreexpressen l’amilina humana, que són capaces de desenvolupar dipòsits 

d’amiloide i diabetis tipus 2, indicant que la sobreexpressió de l’amilina humana pot 

constituir un important factor diabetogènic inductor de la formació d’amiloide (394, 

395). 

 
Per tal de testar aquesta hipòtesi, va ser estudiada la regió promotora del gen 

de l’amilina, abarcant la seqüència compresa entre –571 pb i +163 bp del punt d’inici 

de la transcripció del gen, regió contenint elements crítics en la regulació de l’expressió 

de l’amilina en la cèl·lula β pancreàtica. Entre aquests, cal destacar els elements d’unió 

del factor PDX1 al promotor del gen de l’amilina, l’element de resposta a l’AMPc 

(cAMP-responsive element), elements cis de regulació negativa a –111/-101 pb, un 

domini activador a –182/-122, i la caixa TATA. A més a més, la regió analitzada va 

incloure la seqüència completa de l’exó 1, que també conté elements promotors 

reguladors.  En la revisió de la literatura, només existeix un estudi previ en població 

japonesa analitzant la presència d’alteracions genètiques en la regió promotora del 

gen, concretament abordant una seqüència de 536 pb en la regió 5’ (552). Aquest 

treball només analitza una població compresa per 35 pacients amb diabetis tipus 2, 3 

pacients amb diabetis tipus MODY i 49 controls no diabètics, no objectivant-se cap 
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alteració de seqüència. Evidentment, les limitacions de l’estudi són òbvies, 

fonamentalment per la reduïda mostra poblacional estudiada, a més de que l’estudi 

genètic es centra en una població de diferent origen ètnic. 

 
En el present treball ha estat detectat el canvi de nucleòtid guanina per adenina 

(G→A) en heterozigosi en posició –132 pb del punt d’inici de transcripció del gen de 

l’amilina en 18 pacients amb diabetis tipus 2 i en 2 controls. A diferència del 

polimorfisme intrònic detectat en l’exó 2 del gen, el genotip GA presenta una 

freqüència significativament superior en població diabètica que en població control 

(9,7% vs. 1,5%, p <0,005, odds ratio: 6,58 i amb interval de confiança del 95% de 

1,56-30,08). Aquest resultat suggereix que la mutació G→A podria constituir un 

potencial candidat en la susceptibilitat genètica a la diabetis tipus 2, sempre 

considerant el complex context poligènic de la malaltia.  

 
És important remarcar que l’estudi familiar efectuat en pacients portadors de la 

mutació en heterozigosi ha permès la identificació de dos dones homozigotes. En 

ambdós casos, la prova de tolerància a la glucosa ha detectat una alteració del 

metabolisme de la glucosa, intolerància oral a la glucosa i diabetis, respectivament. A 

més a més, l’estudi genètic dels pedigrís familiars ha detectat 7 individus heterozigots i 

5 no portadors, la PTOG dels quals fou normal. L’estudi del pedigrí familiar dels 

provands homozigots suggereix la presència de cosegregació de la mutació amb 

diabetis, donat que els germans són no portadors de la mutació (genotip GG) i 

presenten una tolerància oral a la glucosa estrictament normal. No obstant això, per tal 

d’assegurar o descartar la presència de cosegregació caldria ampliar el número de 

famílies estudiades  per augmentar la probabilitat d’obtenir individus homozigots. 

 
A continuació, per tal de determinar si una secreció incrementada o 

desproporcionada d’amilina estava associada amb la mutació detectada, van ser 

mesurades les concentracions plasmàtiques d’amilina i d’insulina en els punts 0’-30’-
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60’-90’-120’ de la PTOG en els 14 familiars de primer grau estudiats, així com en 10 

controls sans normoglicèmics no portadors, d’edat i IMC similars. Addicionalment, van 

ser mesurades les respostes secretores d’ambdós pèptids durant l’interval 0-30’ de la 

PTOG, sent calculat l’increment de les concentracions mitjançant el quocient 30’/0’. 

Com a resultat, l’increment de l’amilina en resposta de l’amilina a l’estímul de la 

glucosa (  amilina 0-30’) va ser significativament inferior en individus portadors de la 

mutació G→A, tant homozigots (increment de 1,5 vegades) com heterozigots 

(increment de 3 vegades), en relació a individus no portadors (increment de 7 

vegades, p<0,05 homozigots i heterozigots vs. no portadors), mentre que la resposta 

de la insulina no van diferir significativament entre els tres grups. Aquest resultat 

suggereix que la secreció precoç de l’amilina es troba deteriorada en individus 

portadors de la mutació, mentre que la resposta de la insulina està preservada.  

Està ben establert, tant en humans com en animals, que la insulina és 

secretada mitjançant un patró bifàsic, amb una fase ràpida i precoç d’alliberament 

seguida a continuació per una fase secretora gradual i progressiva que persisteix tant 

com l’estímul de la glucosa és present (553). La pèrdua d’aquesta primera fase de 

secreció d’insulina constitueix un defecte precoç en la història evolutiva de la diabetis 

tipus 2, estant present inclús abans del desenvolupament de la hiperglucèmia. D’altra 

banda, actualment el fracàs de la cèl·lula β en la diabetis, tant tipus 1 com tipus 2 (511, 

512) tendeix a ser contemplat com un fracàs tant en la secreció de la insulina com de 

l’amilina, però no està ben establert quin del dos defectes és previ o bé si es 

produeixen de forma simultània. El present treball suggereix que familiars portadors de 

mutacions presenten un defecte precoç de la funció de la cèl·lula β, amb un 

deteriorament de la secreció de l’amilina, i que aquest defecte és previ al 

deteriorament de la secreció de la insulina. No obstant això, aquest resultats han de 

ser interpretats amb extrema cautela. Una crítica que ens podríem plantejar es que 

ambdós familiars homozigots presenten una tolerància alterada a la glucosa, que per 
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sí mateixa podria alterar la resposta de la cèl·lula β i ser responsable de l’alteració del 

patró secretor de l’amilina (330). En aquest sentit cal remarcar que el defecte secretor 

de l’amilina també va ser detectat en familiars heterozigots, en els qual la PTOG fou 

diagnòstica de tolerància normal a la glucosa.  

 
Altre aspecte a considerar és la resposta de l’ALP a l’estímul de la glucosa. El 

significat biològic de l’ALP encara no està ben establert. Així, es desconeix si aquest 

concepte podria representar formes glicosilades d’elevat pes molecular o bé formes 

precursores del pèptid (proamilina). Degut a les dificultats que representa la 

determinació plasmàtica de l’amilina, alguns autors han determinat les concentracions 

plasmàtiques d’ALP com a forma d’estimació de les concentracions d’amilina (330), la 

qual cosa és criticable, donat el significat encara incert d’aquesta molècula. Com a 

resultat dels estudis familiars cal remarcar que, mentre que en subjectes heterozigots i 

no portadors l’increment de les concentracions plasmàtiques de l’ALP es produeix de 

forma progressiva i bastant paral·lela, subjectes homozigots presenten un patró de 

resposta completament diferent, amb un pic de màxima concentració plasmàtica als 

60’ de la PTOG i posterior ràpida davallada de concentracions. En aquest sentit, 

podríem hipotetitzar que, si realment l’ALP correspon a formes precursores del pèptid, 

subjectes homozigots presentarien una activació de la via secretora constitutiva –que 

no requereix l’acció de les endopeptidases PC2 i PC3, i que per tant allibera 

propèptids-  en relació a subjectes heterozigots i no portadors. 

 
En el desenvolupament del nostre treball, a continuació i a fi de determinar la 

possible rellevància funcional de la mutació G→A, l’activitat del promotor de les 

construccions plasmídiques contenint el gen de la luciferasa i la seqüència salvatge o 

mutant va ser analitzada mitjançant estudis de transfecció en la línia cel·lular MIN6. 

Aquesta línia cel·lular deriva de cèl·lules d’insulinoma de ratolí transgènic que 

exhibeixen característiques semblants a les cèl·lules β  pancreàtiques normals tant en 
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relació al metabolisme de la glucosa com a la secreció d’insulina estimulada per la 

glucosa (538). Com a resultat, hem demostrat que la mutació G→A exerceix un efecte 

estimulador en l’activitat transcripcional del promotor de l’amilina. Podríem hipotetitzar 

que aquest augment de l’activitat transcripcional del gen es correlacionaria in vivo amb 

una hiperexpressió de l’amilina i amb un augment de la seva producció en la cèl·lula β. 

Si analitzem la nostra població de pacients amb diabetis tipus 2, al mesurar en el 

moment actual mitjançant immunoassaig enzimàtic amb l’anticòs monoclonal F0024 

les concentracions plasmàtiques d’amilina, el resultat obtingut és que la majoria de 

pacients diabètics, independentment si són portadors o no de la mutació presenten 

concentracions basals indetectables, la qual cosa està en relació amb el temps 

d’evolució de la malaltia (corresponent a una duració de la diabetis de 12,8 ± 9,2 anys 

en pacients amb genotip GG, i de 11,1 ± 9,3 anys en pacients amb genotip GA),  tal 

com altres estudis han demostrat (331). En els estudis familiars, sí que veiem aquesta 

correlació. Així, individus portadors de la mutació G→A, fonamentalment els 

homozigots, tenen tendència a presentar concentracions basals d’amilina 

augmentades en relació a individus sans no portadors. 

 

D’altra banda, els estudis de cotransfecció en cèl·lules MIN6 mostren que 

l’activitat de totes les construccions plasmídiques dissenyades sense la seqüència de 

l’intró 1 està pràcticament abolida. La disminució de l’activitat del promotor de l’amilina 

com a conseqüència de la deleció de l’intró 1 també ha estat reportada en estudis 

previs (281, 284), considerant-se que aquesta regió intrònica desenvolupa un paper 

important en el control postranscripcional. Aquesta conclusió està basada en 

l’observació de que la substitució de la seqüència de l’intró 1 del gen de l’amilina per 

seqüències no relacionades del gen EF-1 (polypeptide chain elongation factor-1 alpha) 

que s’expressa ubiquament i consta de 8 exons i 7 introns (554), és capaç de restaurar 

l’expressió de l’amilina fins a nivells comparables al gen salvatge. Encara que no és 
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coneix amb certesa quin és el mecanisme regulador exacte, els resultats d’aquest 

darrer estudi suggereixen que es requereix un eficient mecanisme de splicing per 

assolir un màxim nivell d’expressió d’amilina. No es tracta d’un fenomen aïllat a la 

natura, sinó que estudis desenvolupats amb altres gens de mamífers i plantes indiquen 

que pot ser un important mecanisme regulador (555). 

 
Finalment, la nostra recerca es va centrar en l’estudi dels mecanismes de 

regulació de l’activitat del promotor de l’amilina, comparant els efectes de la glucosa, 

del calci, de l’AMPc i dexametasona en la seqüència salvatge del promotor i la 

seqüència mutant.  

Actualment se sap que la glucosa és un important regulador de l’expressió de 

l’amilina i de la insulina en la cèl·lula β pancreàtica. Així, estudis previs desenvolupats 

pel nostre grup de recerca en illots pancreàtics humans i de rata han demostrat que la 

glucosa a concentracions elevades és capaç d’augmentar el contingut d’ARNm tant de 

la insulina com de l’amilina als illots (556, 557). Els mecanismes de senyalització 

intracel.lular que enllacen la glucosa amb l’expressió del gen de l’amilina no estan 

aclarits. En el present estudi, a l’avaluar la importància de la glucosa i del metabolisme 

glucolític en la modulació de l’activitat del promotor de l’amilina, com a resultat 

observem en ambdós construccions, mutant i salvatge, una activitat luciferasa relativa 

significativament superior en condicions d’incubació amb glucosa 22,7 mM que amb 

glucosa 5,5 mM. D’altra banda, aquest efecte estimulador de la glucosa s’aboleix en 

presència de l’inhibidor de la glucocinasa (i, per tant, de la glucòlisi) mannoheptulosa o 

de l’anàleg de la glucosa no metabolitzable 6-deoxi-D-glucosa, també en ambdós 

construccions. Aquests resultats posen de manifest l’important acció estimulant que 

exerceix la glucosa en l’activitat transcripcional del gen de l’amilina, i que la inhibició de 

la glicòlisi és capaç d’anul·lar aquest efecte estimulador. En conseqüència, l’activació 

transcripcional del gen de l’amilina està regulada per senyals derivats del metabolisme 

de la glucosa. 
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Seguidament, a fi d’avaluar la importància del calci en la regulació de l’activitat 

del promotor de l’amilina, va ser analitzada l’activitat luciferasa relativa de cèl·lules 

MIN.6 transfectades en presència de glucosa 22,7 mM i d’agents capaços de disminuir 

la concentració intracel.lular de calci. En el present estudi, ambdós construccions 

plasmídiques, salvatge i mutant, van mostrar una severa reducció de l’activitat del 

promotor amb l’addició al medi de cultiu tant de verapamil, un bloquejant dels canals 

de calci, com de diazòxid, que impedeix el tancament dels canals de K+. És a dir, el 

bloqueig de l’entrada del catió a l’illot pancreàtic seria capaç d’inhibir l’efecte de la 

glucosa sobre l’expressió de l’amilina. Aquest resultat reflecteix la important acció que 

exerceix el calci regulant la transcripció del gen de l’amilina en resposta a l’estímul de 

la glucosa. Aquest fet constitueix una diferència crítica en la regulació dels promotors 

dels gens de la insulina i de l’amilina. Tal com hem comentat prèviament, ambdós 

pèptids, insulina i amilina, s’expressen en la cèl·lula β pancreàtica dels illots de 

Langerhans i son cosecretats en resposta als canvis en les concentracions de glucosa, 

sent els nivells dels seus respectius ARNm a l’illot pancreàtic també regulats per la 

glucosa. Aquest fet és degut a que els promotors d’ambdós gens comparteixen 

seqüències reguladores comunes (elements cis-acting), i presenten zones de unió al 

factor de transcripció  PDX1 (pancreatic and duodenal homeobox factor 1, també 

anomenat insulin promoter factor 1 o IPF1 insulin upstream factor 1). Aquest factor 

exerceix una funció crítica en la regulació de la transcripció dels gens de la insulina i 

de l’amilina en resposta a la glucosa. No obstant això, en el cas del promotor de 

l’amilina perquè aquest mecanisme regulador funcioni eficaçment es requereix la 

integritat de la via de senyalització del calci, mentre que la regulació per glucosa del 

promotor de la insulina encara que depèn de l’activitat de PDX1, es produeix 

independentment dels canvis en la concentració del calci. Dos treballs previs recolzen 

els resultats del nostre estudi. Gasa i col. (557) en estudis desenvolupats en illots 

pancreàtics humans cultivats en glucosa 16,7 mM demostren una reducció severa 
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(superior al 60%) dels nivells de l’ARNm de l’amilina en presència de verapamil 100 

µM en relació a illots controls cultivats en absència d’aquest agent. En contraposició, el 

verapamil no va exercir cap efecte significatiu en els nivells de l’ARNm de la insulina. 

Més recentment, disposem d’un interessant segon treball efectuat per Macfarlane i col. 

en la línia cel·lular NES2Y (558).  La línia cel·lular NES2Y és una línia proliferativa 

humana de cèl·lules β derivada d’un pacient amb hipoglucèmia hiperinsulinèmia de la 

infantesa (559). En conseqüència, son cèl·lules que secreten elevades quantitats 

d’insulina independentment de les concentracions de glucosa, mostrant una pèrdua de 

canals de K+ funcionalment operatius, la qual cosa condueix al fracàs del control de la 

despolarització de membrana depenent de la via de senyalització intracel.lular del 

calci. Addicionalment, aquestes cèl·lules presenten una expressió defectuosa del 

factor de transcripció PDX1 i, per tant, una abolició de l’efecte estimulador de la 

glucosa en la transcripció del gen de la insulina (560). Això no obstant, la 

sobreexpressió de PDX1 en aquestes cèl·lules (constituint la línia cel·lular NES-PDX-1) 

és capaç de restaurar la regulació normal per glucosa del promotor del gen de la 

insulina, malgrat la persistència d’una alteració en la senyalització del calci (561). 

Contràriament, amb la sobreexpressió de PDX1 en cèl·lules NES2Y, la glucosa no és 

capaç d’estimular l’activitat transcripcional del promotor de l’amilina. Els efectes de la 

glucosa en el promotor de l’amilina només es van posar de manifest en presència de 

PDX1 i quan la senyalització normal del calci va ser restaurada amb la sobreexpressió 

de les dos subunitats dels canals de K+ SUR1 i Kir6.2. En resum, el resultat del nostre 

estudi, recolzat per aquests experiments, demostra que la regulació per glucosa del 

promotor de l’amilina, a diferència del promotor de la insulina, és altament depenent de 

la concentració intracel.lular de calci. Es desconeix quin és el mecanisme íntim que 

enllaça ambdós vies de senyalització, havent-se postulat que el factor de transcripció 

Isl-1 podria ser el factor addicional depenent del calci involucrat amb el factor PDX1 en 

la mediació dels efectes de la glucosa en el gen de l’amilina (562). 
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A continuació, l’objecte del nostre projecte es va centrar en l’estudi del paper de 

l’AMPc en la regulació de l’activitat del promotor de l’amilina. El metabolisme de la 

glucosa i dels nutrients en general a més d’incrementar les concentracions de l’ARNm 

de l’amilina a l’illot pancreàtic (557), també provoca un augment significatiu de la 

concentració intracel.lular d’AMPc (563), efecte secundari a l’augment de la 

concentració de calci citosòlic. D’altra banda, l’AMPc és capaç d’estimular l’activitat 

transcripcional del gen de la insulina interaccionant amb el corresponent element de 

resposta a l’AMPc o element CRE (cAMP-responsive element) (564). En el promotor 

de l’amilina la seqüència de nucleòtids TGATGTTC (-61/-54 pb del punt d’inici de la 

transcripció) s’assembla a la seqüència consens de l’element CRE descrit en el 

promotor del gen de la insulina (CRE amb la substitució d’una citosina per una timina), 

suggerint també un potencial paper regulador de l’AMPc en l’activitat transcripcional 

del gen de l’amilina. És remarcable que mentre que en estudi previ Mosselman i col. 

desenvolupat en la línia cel·lular RIN AHT2 (subclona derivada de la línia d’insulinoma 

de rata RIN-m5F) van arribar a la conclusió de que es tractava d’un CRE no funcional 

(282), els resultats de la nostra recerca suggereixen que realment sí que es tracta d’un 

domini de regulació positiva, demostrant-se un efecte estimulador de l’anàleg de 

l’adenil ciclasa forskolina en l’activitat del promotor de l’amilina. Les discrepàncies amb 

el nostre estudi podrien se atribuïdes a la utilització de diferents models cel·lulars o a 

diferències metodològiques. A més a més, en el nostre estudi l’efecte activador de la 

forskolina va ser objectivat independentment de les concentracions de glucosa en el 

medi (tant en condicions de glucosa 5,5 mM com a 22,7 mM), extrapolant-se per tant 

que l’efecte de la forksolina en la transcripció del gen de l’amilina és independent de la 

glucosa. Aquest resultat suggereix que glucosa i forskolina regulen l’activitat 

transcripcional del gen de l’amilina mitjançant diferents vies de senyalització 

intracel.lular.  
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Finalment, va ser analitzat l’efecte de la dexametasona en l’activitat del 

promotor de l’amilina. En el nostre estudi, el tractament amb dexametasona va induir 

un augment un augment de l’activitat del promotor del gen de l’amilina, tant en les 

construccions salvatges com en les mutants, la qual cosa suggereix que els corticoides 

contribuirien en la regulació transcripcional del gen de l’amilina. Estudis  previs 

desenvolupats per Mulder i col. (565) han demostrat que l’expressió dels gens de la 

insulina i de l’amilina es regula de forma no paral·lela en resposta a l’estímul de la 

dexametasona. Així, en rates tractades intraperitonealment durant 12 dies amb dosis 

elevades de dexametasona (2,6 mg/Kg/dia), es va detectar mitjançant immunoassaig 

un augment en els illots pancreàtics de les concentracions  de l’ARNm de l’amilina i de 

la insulina (490 ± 13 % i 203 ± 9 %, respectivament, en relació a rates no tractades). 

L’augment en la concentració de l’amilina va ser superior al de la insulina (p < 0,05). 

Anàlisis morfomètrics van revelar que el tractament amb dexametasona indueix la 

hipertròfia de les cèl·lules β pancreàtiques. En aquest estudi es demostra que 

l’augment de les concentracions de l’ARNm de l’amilina  es secundari tant a l’augment 

de l’expressió del gen de l’amilina en cèl·lules β, com a la hipertròfia i la hiperplàsia de 

cèl·lules β. En contraposició, l’augment de l’ARNm de la insulina és exclusivament 

degut a la hipertròfia/hiperplàsia de cèl·lules β, donat que l’expressió del gen de la 

insulina es troba disminuïda després de tractament amb dexametasona. D’altra banda, 

la detecció d’una estimulació de l’activitat transcripcional del gen de l’amilina en 

resposta a dexametasona, suggereix la presència d’elements de resposta als 

corticoides en el promotor de l’amilina. Estudis previs han demostrat la presència 

d’elements funcionals en el promotor del gen de la insulina, que actuarien com llocs 

d’unió als corticoides (GRE o també anomenats glucocorticoid-responsive elements) 

(566, 567). Malgrat que fins al moment actual no s’han identificat GRE en el promotor 

del gen de l’amilina , existeix a l’intró 1 del gen una seqüència de nucleòtids similar a la 

seqüència consensual descrita en altres gens, diferint només en un nucleòtid 



Discussió 

 158

(TGTTCT) (568). Aquesta seqüència va ser inclosa en les construccions plasmídiques 

dissenyades en el present treball. Es pot hipotetitzar que aquesta seqüència actuaria 

com un GRE i que la dexametasona s’uniria a aquest element-cis estimulant l’activitat 

del promotor de l’amilina. 

Com a resum dels estudis in vitro desenvolupats en aquest treball en la línia 

cel·lular MIN6, hem demostrat que la mutació G→A detectada en posició –132 pb del 

punt d’inici de la transcripció del gen de l’amilina és capaç d’incrementar l’activitat 

transcripcional del gen, i que l’activitat del promotor de l’amilina està regulada per 

senyals derivades del metabolisme de la glucosa, del calci, de l’AMPc i dels 

corticoides. La glucosa a concentracions elevades, l’activador de l’adenil ciclasa 

forskolina i la dexametasona exercirien un efecte estimulador, mentre que la inhibició 

de la glicòlisi –mitjançant agents com la mannoheptulosa o la 6-deoxi-D-glucosa- o la 

disminució de la concentració intracel.lular de calci –mitjançant agents com el 

verapamil o el diazòxid- donarien lloc a un efecte repressor. Finalment, la construcció 

mutant reprodueix el mateix patró de resposta que la mutació salvatge en front agents 

activadors o inhibidors de l’activitat transcripcional del gen de l’amilina, si bé amb 

valors absoluts d’activitat luciferasa més elevats. 

 

L’activació de la transcripció del gen de l’amilina ha estat reportada en diferents 

treballs (281, 569). Tal com s’ha comentat prèviament, el factor de transcripció PDX1, 

que és essencial per la diferenciació del pàncrees, exerceix un paper crític en la 

regulació de la transcripció dels gens de la insulina i de l’amilina (286-289), actuant en 

els elements cis de regulació positiva A1 (-91/-84 pb), A2 (-154/-142 pb) i A3 (-172/-

163 pb). Un estudi previ ha demostrat que Pax 4, un factor de transcripció que està 

involucrat en el desenvolupament dels illots pancreàtics i que és essencial per la 

maduració i diferenciació de les cèl·lules pancreàtiques endocrines (570), actuaria com 

a repressor transcripcional del promotor dels gens de la insulina i de l’amilina (571). El 
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seu lloc d’unió al promotor del gen de l’amilina encara no ha estat identificat. Donat el 

seu efecte repressor, podem hipotetitzar que la regió on està ubicada la mutació G→A 

podria actuar com lloc d’unió a aquest factor de transcripció, i que el seu efecte 

repressor podria ser anul·lat per l’efecte d’aquesta mutació, fet que explicaria la 

detecció d’una activitat transcripcional augmentada. Estudis futurs hauran de 

determinar quin és el factor de transcripció que, mitjançant la unió a aquest element 

cis, és el responsable dels efectes objectivats en l’activitat transcripcional del gen de 

l’amilina. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Conclusions 

 161

 
 
1. L’estudi dels exons 1, 2 i 3 del gen de l’amilina ha permès la identificació del 

polimorfisme C79A. L’anàlisi clínic i bioquímic ha mostrat una correlació genotip-

fenotip, objectivant que aquest polimorfisme s’associa a concentracions 

plasmàtiques més baixes de colesterol LDL en pacients amb diabetis tipus 2 i en 

controls en relació a subjectes no portadors del polimorfisme.  

 

2. L’estudi de la regió promotora del gen de l’amilina ha permès la identificació d’una 

mutació consistent en el canvi de nucleòtid guanina per citosina (mutació G→A), 

en posició –132 pb del punt d’inici de la transcripció del gen. Aquesta mutació està 

ubicada en un domini activador del promotor, sent la freqüència del genotip GA 

major en pacients amb diabetis tipus 2 que en població control (p < 0,005, odds 

ratio: 6,58). Aquest resultat suggereix que la mutació G→A en la regió promotora 

del gen de l’amilina podria constituir un potencial candidat en la susceptibilitat 

genètica que presenta la diabetis tipus 2, dins del context poligènic de la malaltia. 

 

3. L’estudi familiar de pacients portadors de la mutació ha detectat dos subjectes 

homozigots per la mutació G→A, ambdós amb tolerància oral a la glucosa 

alterada, i suggereixen que familiars portadors d’aquesta mutació (tant heterozigots 

com homozigots) presenten un trastorn del patró secretor de l’amilina, mentre que 

la secreció de la insulina es troba preservada.  

 

4. Estudis in vitro en la línia cel·lular β MIN.6 han mostrat que la mutació G→A té un 

efecte estimulador de l’activitat transcripcional del gen de l’amilina, sent necessària 

la integritat de l’intró 1 pel manteniment d’una activitat transcripcional específica. 
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5. L’activació transcripcional del gen de l’amilina està regulada per senyals derivats 

del metabolisme de la glucosa. Així, la glucosa a concentracions elevades exerceix 

un efecte estimulador de l’activitat transcripcional, sent capaç la inhibició de la 

glicòlisi d’anul·lar aquest efecte estimulador. 

 

6. La severa reducció de l’activitat del promotor de l’amilina en presència de 

verapamil i diazòxid, implica que aquesta regulació per la glucosa requereix  –a 

diferència del gen de la insulina- la integritat de la via de senyalització del calci. 

 

7. La detecció d’una activitat transcripcional del gen de l’amilina augmentada després 

d’estimulació amb forskolina suggereix la presència d’elements de resposta a 

l’AMPc (CRE) en el promotor de l’amilina. A més a més, la presència d’aquest 

efecte estimulador independentment de les concentracions de glucosa en el medi, 

suggereix que glucosa i forskolina regulen l’activitat transcripcional del gen de 

l’amilina mitjançant diferents vies de senyalització intracel.lular.  

 

8. La detecció d’una activitat transcripcional augmentada després del cultiu de 

cèl·lules MIN.6 en presència de dexametasona, suggereix que els corticoides 

contribuirien a la regulació transcripcional del gen de l’amilina, presentant un efecte 

estimulador, a diferència del gen de la insulina, en el qual exerceixen un efecte 

repressor de l’activitat transcripcional.  
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