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        I. PRESENTACIÓ 

 



                                                                                                                           Presentació 

La diabetis mellitus tipus 1 i la tipus 2 són malalties metabòliques amb etiologies molt 

diferents, que afecten col·lectivament a un 10% de la població mundial. En ambdós casos 

l’alteració metabòlica més important és la hiperglucèmia, resultant de la deficiència absoluta 

(tipus 1) o bé relativa (tipus 2) d’insulina. Concretament, la diabetis tipus 2 es caracteritza per una 

resistència a la insulina, per part dels teixits perifèrics, acompanyada d’un defecte en la secreció 

de la hormona, per part de les cèl·lules β pancreàtiques. La diabetis oberta, però, només es dóna 

quan les cèl·lules β no són capaces de continuar compensant la resistència a la insulina. Així 

doncs, les alteracions en la funcionalitat de les cèl·lules β serien un component clau en el 

desenvolupament de la diabetis tipus 2, i no una simple conseqüència de la patologia. Per tant, 

per tal d’investigar els mecanismes i les causes que condueixen a la diabetis oberta, resulta 

d’enorme interès l’estudi de les cèl·lules β en els estadis inicials d’aquest procés. Així, l’objectiu 

d’aquest treball ha estat estudiar el paper de les cèl·lules β en el desenvolupament del procés 

diabètic.  

 

Ratolins transgènics que sobreexpressen el factor de creixement IGF-II específicament a les 

cèl·lules β pancreàtiques (ratolins RIP/IGF-II) presenten una sèrie d’alteracions metabòliques 

característiques d’un estat pre-diabètic. D’altra banda, s’han descrit diverses alteracions gèniques 

que confereixen susceptibilitat a desenvolupar diabetis, com són el locus IDDM2 i SNPs en el gen 

IGF2BP2, que podrien estar associades a variacions en els nivells d’expressió d’IGF-II. Aquests 

animals transgènics podrien ser doncs un bon model per estudiar les cèl·lules β en les fases 

inicials del procés diabètic i la possible implicació d’IGF-II en el desenvolupament d’aquesta 

patologia. 

 

En aquest treball es van analitzar tant funcional com estructuralment les cèl·lules β dels 

ratolins RIP/IGF-II. Es va observar que les cèl·lules β d’aquests ratolins transgènics presentaven 

una disminució en la secreció d’insulina en resposta a glucosa. Aquesta disminució podria venir 

donada per les alteracions funcionals presents en aquestes cèl·lules, així com a les alteracions 

estructurals dels illots. S’observava una disminució en l’expressió de Glut2 i insulina, 

probablement deguda a una reducció dels factors de transcripció que regulen la seva expressió. 

A nivell estructural els illots dels ratolins transgènics, presentaven un increment en l’expressió de 

proteïnes importants de la matriu extracel·lular, i en canvi s’observava una disminució de 

molècules implicades en les adhesions intracel·lulars. A més a més, els illots dels ratolins 

transgènics presentaven hiperexpressió de molècules involucrades en la resposta immunitària, 

com els MHCs de classe I i II, tot i no presentar infiltració limfocitària. Així doncs, l’expressió 

d’IGF-II en les cèl·lules β dels ratolins transgènics provocava alteracions funcionals en els illots 

similars a les descrites en models animals o en pacients diabètics. 
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                                                                                                                           Presentació 

L’evolució del procés diabètic és un procés llarg i varia molt entre individus. En l’evolució 

d’aquest procés hi intervindrien tant les alteracions presents en les cèl·lules β de cada individu, 

com la influència de factors externs. En aquest treball es va estudiar si les alteracions descrites 

en les cèl·lules β  dels ratolins RIP/IGF-II, podrien predisposar-los a desenvolupar diabetis oberta 

en front a un estímul que actués com a factor accelerador. Així doncs, vam determinar la 

susceptibilitat dels ratolins RIP/IGF-II en front dos estímuls diferents: a) el tractament amb molt 

baixes dosis d’estreptozotocina (STZ), que simularia un efecte tòxic, específic per les cèl·lules β; i 

b) un procés autoimmune, que seria un procés més crònic i comú en la patologia diabètica.  

 

Després del tractament amb STZ, es va observar que, efectivament, aquest ratolins 

transgènics resultaven ser més sensibles a dosis molt baixes, considerades no diabetogèniques 

pels ratolins control. En segon lloc, per tal d’induir la infiltració limfocitària als ratolins RIP/IGF-II, 

aquests es creuaren amb ratolins transgènics RIP/hIFNβ. L’expressió d’IFNβ en cèl·lules β resulta 

en una important infiltració dels illots dels ratolins transgènics. D’aquest creuament s’obtingueren 

ratolins doble transgènics IFNβ/IGF-II, un 75% dels quals desenvoluparen diabetis espontània 

durant els dos primers mesos de vida. Demostrant així que les alteracions pre-diabètiques 

descrites en les cèl·lules β dels ratolins IGF-II, incrementaven la susceptibilitat a desenvolupar 

diabetis oberta en presència d’un factor accelerador. 

 

Així doncs, els resultats d’aquest treball indiquen que alteracions en la funcionalitat de les 

cèl·lules β pancreàtiques serien necessàries per incrementar la susceptibilitat a certs factors 

ambientals que desencadenen la diabetis mellitus. A més, el nostre estudi suggereix que 

l’increment d’IGF-II en cèl·lules β podria ser un factor clau en l’inici del procés diabètic. 
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                                                                                                                     Introducció 
 

1. LA CÈL·LULA β PRODUCTORA D’INSULINA. 
 
Les cèl·lules β són les responsables del control de la glucèmia de l’organisme mitjançant la 

biosíntesi i secreció d’insulina. Es troben localitzades en els illots de Langerhans del pàncrees.  

 

Els illots de Langerhans constitueixen la fracció endocrina del pàncrees i representen només 

un 1-2% de la massa total del pàncrees adult. Estan envoltats per una càpsula de teixit connectiu 

característica que els aïlla del teixit exocrí i els ajuda a mantenir la seva integritat estructural. Els 

illots es localitzen de forma dispersa al llarg de tot el pàncrees exocrí, tot i que, degut al seu 

origen embrionari, es situen relativament pròxims als ductes pancreàtics. Aproximadament, hi ha 

un milió d’illots repartits en els pàncrees humans, entre 1000 i 2000 en les rates i uns 500 en els 

pàncrees dels ratolins. Cada illot conté aproximadament unes 2000 cèl·lules que constitueixen un 

mosaic de diversos tipus cel·lulars que secreten diferents hormones. Es tracta d’un òrgan endocrí 

amb funcions complexes, moltes de les quals encara són poc clares. Els illots estan constituïts 

per quatre tipus cel·lulars diferents: les cèl·lules α, β, δ i PP, cadascuna de les quals secreta una 

hormona diferent i presenta una distribució característica dins de l’illot (Esquema 1). Les cèl·lules 

β, productores d’insulina, són les més abundants (60-80%) i es situen al centre de l’illot; les 

cèl·lules α, productores de glucagó, suposen aproximadament el 15-20% de la massa total de 

l’illot i estan situades a la perifèria; i, distribuïdes entre les cèl·lules α i les β, es troben les cèl·lules 

δ (5%) i les cèl·lules PP (1-2%), que secreten somatostatina i polipèptid pancreàtic, 

respectivament.  A més de les cèl·lules secretores endocrines, els illots estan ben innervats i 

contenen abundants capil·lars que permeten que les hormones produïdes siguin alliberades 

directament a la sang i, a través de la bena porta, siguin transportades cap al fetge i a la resta de 

l’organisme. (Pickup & Williams, 2003).  

 

 

 

 cèl·lules α → glucagó 
 cèl·lules β → insulina 
 cèl·lules δ → somatostatina 
 cèl·lules PP → polipèptid pancreàtic 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Esquema 1. Distribució dels diferents tipus cel·lulars en els illots de Langerhans. 

 3



                                                                                                                     Introducció 
 

1.1. FACTORS QUE CARACTERITZEN LES CÈL·LULES β. 

 

La cèl·lula β s’origina directament des d’una cèl·lula epitelial precursora, la qual expressa 

marcadors específics que la faran diferenciar fins a cèl·lula β madura. En els últims anys, l’estudi 

dels factors de transcripció que s’expressen en les cèl·lules β ha portat a concloure que, aquestes 

proteïnes, poden tenir un doble paper per a l’organisme: 1) durant l’embriogènesi, on 

determinarien la diferenciació de les cèl·lules epitelials a endocrines i d’aquestes fins a cèl·lules β 

madures; i 2) en l’adult, mantenint el fenotip de les cèl·lules β madures i assegurant l’expressió 

específica de teixit de les hormones que produeixen aquestes cèl·lules. Per tant, els mateixos 

factors de transcripció que regulen la transcripció dels gens i el bon funcionament de les cèl·lules 

β d’un individu adult, estan també implicats en la diferenciació d’aquestes cèl·lules durant el 

desenvolupament embrionari del pàncrees (Sander & German, 1997; Yamaoka, 1999; Edlund, 

2001). Alguns d’aquests factors/marcadors de les cèl·lules β són per exemple Pdx1, 

Beta2/NeuroD1, MafA, HNF1α, HNF3β, HNF4α, Nkx6.1 i Pax4 entre altres:  

 

Pdx1 (Pancreatic duodenal homeobox-1). Factor identificat en diferents laboratoris i per tant 

rep diversos noms: Ipf-1, Stf-1 i Idx-1. Aquest és un dels principals factors de transcripció, tant 

durant el desenvolupament embrionari del pàncrees, com per la diferenciació de les cèl·lules 

endocrines progenitores a cèl·lules β. Durant l’embriogènesi apareix per primer cop a dia e8.5 en 

el lòbul pancreàtic primigeni. En l’adult s’expressa en illots pancreàtics (cèl·lules β i δ), en ductes, 

duodè i estómac. A les cèl·lules β actua com a factor de transcripció dels gens de la insulina 

(Ohlsson, 1991), el transportador de glucosa GLUT2 (Waeber, 1996), l’IAPP (islet amyloid 

polypeptide) (Watada, 1996a), la glucoquinasa (Watada,1996b) i el factor de transcripció Nkx6.1 

(Shih, 2002). En les cèl·lules β diferenciades Pdx1 regula l’expressió d’insulina en resposta a 

glucosa. La funció de Pdx1 en resposta a glucosa ve regulada tant a nivell de fosforil·lació de la 

proteïna, com de la seva translocació al nucli (Habener, 2005). D’altra banda l’expressió del gen 

de Pdx1 està regulada per altres factors de transcripció, com per exemple: NeuroD1, HNF1α i 

HNF3β (Ben-Shushan,2001). La inactivació del gen de Pdx1 en ratolins dóna lloc a una agènesis 

del pàncrees. Els ratolins homozigots per aquesta inactivació són viables, però moren als pocs 

dies de vida (Jonsson,1994). En humans, s’han descrit també varies mutacions en el gen de Pdx1 

que donen lloc a un tipus de diabetis classificada com a MODY4; en funció de la mutació, es dóna 

una marcada intolerància a la glucosa o una severa diabetis no depenent d’insulina (Stoffers, 

1997). Així doncs, Pdx1 és un regulador clau per la supervivència, el manteniment de la massa i 

les funcions de les cèl·lules β madures (Ackermann, 2007). 
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Beta2/NeuroD1. El β-cell E-box trans-activator 2 (BETA2), o també anomenat Neurogenic 

differentiation 1 (NeuroD), és un factor de transcripció de tipus basic helix-loop-helix, clau tant per 

la diferenciació de les diferents cèl·lules endocrines, com per la regulació del gen de la insulina en 

les cèl·lules β pancreàtiques (Naya, 1995). En el desenvolupament embrionari s’expressa a partir 

del dia e9,5. Els ratolins homozigots per la manca d’aquest factor sobreviuen al naixement, però 

moren d’hiperglucèmia entre 3 i 5 dies després del part per manca de cèl·lules α, β o δ en els 

seus illots (Naya, 1997). En humans, certes mutacions en el gen d’aquest factor de transcripció 

s’han associat al desenvolupament d’un tipus de diabetis, de transmissió autosòmica dominant, 

anomenada MODY6 (Malecki, 1999). 

 

MafA. Factor de transcripció identificat recentment com a important regulador de la funció de 

la cèl·lula β pancreàtica i com a marcador específic d’aquest tipus cel·lular. MafA és un dels 

factors de transcripció que regula l’expressió d’insulina per interacció directa amb el seu promotor 

(Kataoka, 2002; Olbrot, 2002; Matsuoka, 2004). Els ratolins genosuprimits per aquest gen 

presenten un desenvolupament pancreàtic normal però presenten alteració en la morfologia dels 

illots, disminució de l’expressió d’insulina, Pdx1, NeuroD1 i Glut2, intolerància a la glucosa 

deguda a una disminució en la secreció d’insulina, i acaben desenvolupant diabetis (Zhang,2005). 

 

HNF1α (Hepatocyte nuclear factor 1α). Factor de transcripció expressat en el pàncrees 

durant el desenvolupament embrionari a partir del dia e13.5 i d’expressió restringida a cèl·lula β 

en el pàncrees adult. Implicat en la regulació de l’expressió gènica de Pdx1, insulina, Glut2 i de 

diversos factors de transcripció com són HNF4α, HNF3β o Pax4, entre d’altres (Wang, 1998; 

Servitja, 2004). Es creu que HNF1α pot tenir un paper important en la funció de la cèl·lula β i de la 

homeòstasi de la glucosa. Els animals genosuprimits per Hnf1α presenten una disminució en la 

secreció d’insulina estimulada per glucosa i desenvolupen diabetis tipus 2 un parell setmanes 

després del naixement (Dukes,1998; Pontoglio, 1998; Lee, 1998). Certes mutacions del gen 

d’HNF1α, en humans, donen lloc a l’anomenada MODY3, un síndrome metabòlic caracteritzat per 

una alteració en la secreció d’insulina i desenvolupament de diabetis en pacients joves 

(Yamagata, 1996). 

 

HNF3β (Hepatocyte nuclear factor 3β). També anomenat forkhead box A2, FoxA2. Com la 

resta de HNFs s’expressa en el pàncrees tant a nivell fetal com en l’animal adult. Està descrit que 

HNF3β indueix l’expressió de Pdx1 (Wu, 1997; Lee, 2002), i que regula també la transcripció 

d’importants factors com Ngn3, HNF4α, HNF1α, Nkx6.1 (Wilson, 2003), i de les subunitats Kir6.2 

i SUR1, que constitueixen els canals de potassi dependents d’ATP de les cèl·lules β (Sund, 2001; 

Lantz, 2004). La genosupressió de HNF3β és letal a nivell embrionari, i animals genosuprimits per 
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HNF3β específicament a cèl·lula β moren d’hipoglucèmia pocs dies després de néixer (Sund, 

2001; Wilson, 2003; Cerf, 2005). 

 

HNF4α (Hepatocyte nuclear factor 4α). Factor de transcripció important també pel 

desenvolupament dels illots. Implicat en la regulació de la transcripció de factors com HNF1α i 

Pax4, i de certs enzims glicolítics. Com en el cas d’altres factors de transcripció de la mateixa 

família, la seva genosupressió és letal a nivell embrionari (Wilson, 2003). En humans, certes 

alteracions en aquest factor donen lloc a l’alteració de la funcionalitat de les cèl·lules β i al 

desenvolupament d’una forma de diabetis, no depenent d’insulina, anomenada MODY1 

(Yamagata, 1996). 

 

Pax6. Factor de transcripció implicat també en el desenvolupament dels illots, expressat a 

partir del dia embrionari e9. En adults s’expressa a diferents cèl·lules dels illots i intervé en la 

regulació de la transcripció dels gens de la insulina, glucagó i somatostatina (Wilson, 2003). Els 

animals genosuprimits pel gen Pax6 en homozigosi moren als pocs minuts del naixement. En 

aquests animals no s’hi dóna la formació dels illots, sinó que es troben cèl·lules endocrines 

aïllades en l’exocrí. La desorganització en aquests model genosuprimit s’ha proposat que podria 

estar relacionada amb una connexió entre Pax6 i molècules d’adhesió cel·lular com per exemple 

N-CAM, de les quals en regularia la seva transcripció (Holst, 1997; Habener, 2005). 

 

Nkx2.2 i Nkx6.1. Ambdós formen part de la família de factors de transcripció NK2 i són 

importants reguladors de la diferenciació de les cèl·lules endocrines del pàncrees. Nkx2.2 

s’expressa a partir de dia e9.5 a tot el pàncrees embrionari i en adults la seva expressió es 

restringeix a les cèl·lules α, β i PP dels illots. El seu paper sembla ser important en la 

diferenciació final de les cèl·lules β i per l’expressió tant d’insulina com de Glut2, glucoquinasa i 

Nkx6.1. L’expressió d’aquest darrer s’inicia a dia e10.5 i es dóna de forma específica a les 

cèl·lules β adultes. Nkx6.1 podria ser també un transactivador del gen de la insulina. La 

inactivació tant del gen Nkx2.2 com del Nkx6.1 en ratolins provoca la mort d’aquest poques hores 

després del naixement degut a una diabetis severa (Sussel, 1998; Jensen, 1996; Wilson, 2003; 

Cerf, 2005).  
 
 

La regulació de l’expressió de tots aquests factors és molt important, tant pel 

desenvolupament, com pel manteniment de les funcions pròpies de les cèl·lules β pancreàtiques. 

Variacions en els nivells d’expressió, o activitat, d’algun d’aquests factors poden donar lloc a 

alteracions importants del funcionament de les cèl·lules β pancreàtiques i al desenvolupament de 

diferents tipus de diabetis (Bell, 2001). 
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1.2. REGULACIÓ DE L’EXPRESSIÓ DEL GEN DE LA INSULINA. 
 

El gen de la insulina s’expressa, en un adult, de forma específica a les cèl·lules β dels illots 

de Langerhans, tot i que també s’han detectat nivells d’expressió molt baixos a cervell, retina i 

timus. La insulina s’expressa de forma molt forta, de l’ordre aproximat d’unes 100.000 molècules 

de RNAm d’insulina a partir de l’estimulació per glucosa, el que representa 2 ordres de magnitud 

superior que els nivells d’expressió del RNAm de β-actina (Poitout,2004).  

 

La seqüència del gen de la insulina està altament conservat durant l’evolució, així, la insulina 

dels vertebrats més primitius i la de l’home difereixen únicament en unes poques bases. En la 

majoria d’espècies es presenta com un gen d’una sola còpia. En el cas dels humans, per exemple 

es localitza en el cromosoma 11, entre els gens de la tirosina hidroxilasa i el del factor de 

creixement similar a la insulina-II (IGF-II). Els rosegadors en canvi tenen dues còpies del gen de 

la insulina: la insulina 2 (Ins2), que seria la homòloga a la insulina humana i es localitza al 

cromosoma 7, i la insulina 1 (Ins1), que sembla ser el resultat d’una duplicació gènica del gen 

original d’insulina i es localitza al cromosoma 19 (Wentworth, 1986). Tot i codificar per la mateixa 

proteïna, aquests dos gens tenen diferents patrons d’expressió: el gen original, Ins2 es detecta a 

partir del dia embrionari e8.5, i s’expressa a nivell de pàncrees, fetge i timus; en canvi el gen Ins1 

inicia la seva expressió a dia embrionari e9.5 i en adults només s’expressa a nivell de pàncrees i 

de retina (Deltour, 1993; Budd, 1993). 

 

La regulació metabòlica i l’especificitat d’expressió de la insulina estan controlades per 

múltiples seqüències reguladores de DNA que uneixen factors de transcripció i que 

majoritàriament estan localitzades en el seu promotor. De les múltiples regions del promotor 

importants per l’activació i control del gen de la insulina en destaquen 4 d’especial rellevància: les 

regions C2, A3, C1 i E1. El factor de transcripció Pdx1 s’uneix a les regions riques en AT de la 

regió promotora A3 i activa la transcripció (Petersen,1994). Pdx1 també interacciona amb el factor 

de transcripció Beta2/NeuroD1, el qual s’uneix a la regió E1 del promotor (Shieh,1991; Peyton, 

1994). Aquestes dues regions (A3, E1) juntament amb la regió C1, són els elements més 

important de regulació de l’expressió en resposta a glucosa. L’activador de la regió C1 ha estat 

recentment identificat com el factor de transcripció MafA (Olbrot,2002), i en la regió C2 s’hi 

uneixen els factors PAX4 i PAX6 (Sander,1997). El promotor de la insulina també conté elements 

CRE  de resposta a AMPc. El paper dels HNFs en la transcripció de la insulina encara no és del 

tot clar (Poitout, 2004). Tots aquests factors interaccionen entre ells i amb diferents cofactors, que 

són a la vegada regulats per múltiples paràmetres. Un dels reguladors més important de tots 

aquests factors és la pròpia glucosa.  
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Donat que la majoria factors de transcripció tenen una activitat sinèrgica en l’activació de la 

transcripció del gen de la insulina, fa pensar que l’especificitat de teixit ve determinada per l a 

cooperació de diferents proteïnes reguladores que formarien un gran complex transcripcional 

(Esquema 2). 

     
Esquema 2. Esquema de la regió promotora/reguladora del gen de la insulina humana i de la insulina I de ratolí. 
Seqüències reguladores i factors de transcripció més importants (adaptació d’Ohneda, 2000). 
 
 

1.3. REGULACIÓ DE LA BIOSÍNTESI D’INSULINA. 
 

El regulador més important de la síntesi de la insulina és també la glucosa, la qual actua 

bàsicament a través de 3 mecanismes: 1) mitjançant un increment selectiu de la transcripció del 

gen de la insulina, alterant l’expressió i la localització intracel·lular dels diferents factors de 

transcripció comentats en l’apartat anterior; 2) una estabilització selectiva dels RNA missatgers 

(RNAm) de la insulina i 3) una estimulació de la traducció dels RNAm de la insulina de forma 

ràpida i selectiva (Steiner, 1989). No obstant, no són massa clars els missatgers intracel·lulars 

implicats en l’efecte de la glucosa en la síntesi d’insulina. En canvi, sí que es coneix que la 

glucosa ha de ser metabolitzada dins la cèl·lula β per tal que pugui produir-se la resposta. 

 

La síntesi de la insulina és un procés complex que involucra la formació de dues molècules 

precursores, la preproinsulina i la proinsulina. Un cop transcrita la preproinsulina passa del 

ribosoma al reticle endoplasmàtic on és degradada per proteases específiques, d’aquesta manera 

es transformada a proinsulina. Aquesta és convertida a insulina dins de grànuls que provenen de 

l’aparell de Golgi. Dins d’aquests grànuls les proteases, activades per un pH àcid, trenquen el 

pèptid de connexió anomenat pèptid C, que uneix les cadenes A i B de la insulina, alliberant-se la 

insulina madura i amb activitat biològica. Aquesta insulina madura està constituïda per 51 

aminoàcids repartits en les dues cadenes polipeptídiques A (21aa) i B (30aa). Les dues cadenes 

s’uneixen per dos ponts disulfur intercatenaris 
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1.4. REGULACIÓ DE LA SECRECIÓ D’INSULINA. 
 

L’estímul més important per la secreció d’insulina és també la glucosa. La cèl·lula β es 

comporta com un sensor, sent sensible a petites variacions de la concentració de glucosa en 

sang. A part de la glucosa, existeixen però altres factors reguladors que poden ser nutrients 

(manosa i aminoàcids, com la leucina i l’arginina), neurotransmissors (acetilcolina i Vasoactive 

Intestinal Peptide (VIP)) i hormones (glucagó, Glucagon-like peptide-1 (GLP-1)). 

 

La resposta de la cèl·lula β als reguladors fisiològics és molt ràpida, la secreció és produeix 

pocs segons després de la seva exposició a l’estímul i s’anul·la també molt ràpidament quan 

l’estímul desapareix o després de la seva exposició a un estímul inhibidor. El fet que la cèl·lula β 

pugui respondre a aquesta àmplia varietat de factors implica que aquesta cèl·lula ha d’estar 

equipada amb els mecanismes sensors i efectors específics per a cadascun dels sistemes 

reguladors. A més a més, hi ha d’haver un gran acoblament entre els sistemes sensors i els 

efectors, responsables de la mobilització i exocitosi dels grànuls d’insulina. Tot aquest procés 

involucra diverses senyals intracel·lulars que fins al moment no són gens clares. El que sí que es 

coneix és que el calci (Ca2+) té un paper important com a senyal primari per l’activació del procés 

de secreció, mentre que l’AMPc el tindria en la modulació de la magnitud d’aquesta resposta. 

Així, els diversos efectors (nutrients, neurotransmissors i hormones) actuarien provocant 

variacions en la concentració intracel·lular de calci i AMPc que farien de missatgers dins de la 

cèl·lula β.  

 

En el cas de la glucosa, aquesta entra dins de la cèl·lula β per difusió facilitada a través del 

transportador de glucosa GLUT2, que presenta una afinitat molt elevada per la glucosa. Un cop a 

dins, és fosforil·lada en posició 6, transformant-se en glucosa-6-fosfat per l’acció de l’enzim 

glucoquinasa, enzim que mostra també una elevada Km per la glucosa. Tant el transportador 

GLUT2 com la glucoquinasa actuen com a sensors de la glucosa, modulant la secreció d’insulina 

enfront els canvis de concentració de glucosa extracel·lulars. De fet, la glucoquinasa controlaria la 

ratio d’entrada de glucosa a la via glucolítica i el seu subseqüent metabolisme (Bell, 2001) 

(Esquema 3).  

 

És el metabolisme de la glucosa dins la cèl·lula β el que genera la senyal perquè es produeixi 

la secreció d’insulina. Aquest senyal és l’ATP, generat tant en la glucòlisi com en el cicle de 

Krebs. L’augment d’ATP intracel·lular provoca el tancament dels canals de potassi (K+) 

dependents d’ATP i, com a conseqüència, es produeix una despol·larització de la membrana que 

indueix la obertura dels canals de calci (Ca2+) dependents de voltatge. Aquesta obertura dóna lloc 

a una entrada i un augment important dels nivells de Ca2+ a l’interior de la cèl·lula. L’acció de 

 9



                                                                                                                     Introducció 
 

diversos secretagogs estimulen la fosfolipasa C (PLC) que actua sobre el fosfatidil inositol (PIP2) 

generant inositol trifosfat (IP3) i diacilglicerol (DAG). L’IP3 permet l’alliberació del Ca2+ 

emmagatzemat en el reticle endoplasmàtic i activa la proteïna quinasa depenent de calmodulina. 

Per altra banda, el DAG activa la proteïna quinasa C (PKC), la qual permetrà la fosforil·lació de 

diverses proteïnes intracel·lulars que regularan l’exocitosi dels grànuls d’insulina. Tot aquest 

conjunt de senyals provoca la fusió dels grànuls de secreció a la membrana plasmàtica i 

alliberació de la insulina a la circulació, com la síntesi de nova insulina (Pickup & Williams, 2003) 

(Esquema 3). 

 
Esquema 3. Esquema de la secreció d’insulina en resposta a glucosa (adaptació del Beta cell biology consortium). 

 

 

L’increment ràpid dels nivells de glucosa en sang comporta una resposta bifàsica en la 

secreció d’insulina. La primera fase es dóna als pocs minuts (3 -5 minuts) i correspon a l’exocitosi 

de la insulina acumulada en els grànuls de secreció dins de les cèl·lules β, tal i com s’ha descrit 

anteriorment. La segona fase d’alliberament d’insulina, més sostinguda, persistent durant tota la 

hiperglucèmia, és deguda a la síntesi i posterior secreció d’insulina sintetitzada de novo (Kahn, 

2001). La primera fase té una important funció fisiològica d’eliminació ràpida de glucosa circulant 

(Luzi & DeFronzo, 1989), i s’ha observat una manca d’aquest primer pic de secreció en pacients 

amb diabetis tipus 2 (Bruce, 1988). 
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1.5. ACCIÓ DE LA INSULINA. 
 

La principal funció de la insulina és mantenir la homeòstasi de la glucosa, mitjançant 

l’estimulació de la utilització de la glucosa en els teixits perifèrics (múscul i teixit adipós), la 

inhibició de la producció de glucosa hepàtica i l’activació de la síntesi de glucogen en el fetge. 

Aquesta funció metabòlica la realitza en unir-se a receptors específics presents en tots els teixits 

diana de l’hormona (Chetham, 1995; Saltiel, 2001). La unió de la insulina amb els seus receptors 

específics genera segons missatgers intracel·lulars que iniciaran una cascada de senyals de 

fosforil·lacions i defosforil·lacions que resulta en una estimulació de la captació i metabolisme de 

la glucosa, transcripció de gens, síntesi proteica, etc.  

 

El receptor de la insulina (IR) pertany a una subfamília de receptors tirosina quinasa, que 

inclou també al receptor del factor de creixement similar a la insulina-I (IGF-IR). Aquests 

receptors són tetramèrics, contenen dues subunitats reguladores α i dues subunitats catalítiques 

β. Existeixen dues isoformes del receptor de la insulina (IR-A i IR-B) que són el resultat d’un 

splicing alternatiu de l’exó 11 del gen, un exó de 36pb (Seino, 1989). En l’estructura madura del 

receptor els 12 aa provinents d’aquests 36pb es localitzen a l’extrem C-terminal de la subunitat α. 

En funció de si es dóna o no aquest splicing s’obté una isoforma amb l’exó (11+) anomenada IR-

B o una isoforma sense aquest exó (11-) anomenada IR-A. Aquest splicing alternatiu ve regulat 

tant a nivell de desenvolupament com a nivell de teixit, però els mecanismes precisos i els factors 

implicats  en el procés encara es desconeixen (Moller, 1989). Tot i la petita diferència de només 

12 aa a nivell estructural, les dues isoformes del IR presenten certes propietats úniques. La 

isoforma IR-A s’expressa sobretot a nivell de desenvolupament embrionari, i es creu que podria 

tractar-se d’una isoforma principalment fetal, mentre que la isoforma IR-B seria la predominant en 

els teixits adults i cèl·lules diferenciades (Denley, 2003). 

 

La unió de la insulina a les subunitats α del receptor indueix un canvi conformacional a les 

subunitats β que fomenta la seva activació i autofosforil·lació, degut a un increment en l’activitat 

quinasa d’aquestes darreres subunitats (Patti, 1998). La transducció del senyal implica la 

fosforil·lació de tirosines de tota una sèrie de proteïnes intracel·lulars (substrats) que s’associen a 

les subunitats β del receptor. Almenys es coneixen 9 substrats intracel·lulars dels receptors de la 

insulina i d’IGF-I. Quatre d’aquests substrats pertanyen a una família de proteïnes anomenada 

substrats del receptor d’insulina (IRS) (White, 1998). Tot i l’elevada homologia entre les diferents 

proteïnes IRS, diversos estudis suggereixen que tenen funcions complementaries més que no 

pas redundants en la senyalització de la insulina/IGF-I. L’IRS-1 regularia el creixement cel·lular i 

està involucrat en les accions de la insulina a nivell de múscul i teixit adipós. Ratolins deficients 

en homozigosi per IRS-1 (Irs1-/-) mostren un retard en el creixement tant pre- com postnatal, així 
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com una marcada resistència a la insulina en els teixits perifèrics i una alteració en la tolerància a 

la glucosa (Tamemoto, 1994; Araki, 1994). L’IRS-2, en canvi, s’ha relacionat amb les accions de 

la insulina principalment a fetge i cervell, i es creu que té un paper important en el 

desenvolupament de les cèl·lules β (Rother, 1998; Withers, 1998). Ratolins deficients per IRS-2 

mostren resistència a la insulina en els teixits perifèrics i fetge, però el seu retard en el creixement 

només afecta a determinats teixits, incloent certes regions del cervell, illots pancreàtics i retina. 

En els ratolins deficients homozigots per IRS-2 (Irs2-/-), l’efecte multifactorial de la resistència a la 

insulina i la disminució en la massa de cèl·lula β provoca el desenvolupament de diabetis tipus 2 

(Kido, 2000; Withers, 1998). Les vies de senyalització relacionades amb l’IRS-3 i IRS-4 són 

encara molt desconegudes. Ratolins deficients per IRS-3 i IRS-4 tenen un creixement i un 

metabolisme aparentment normals (Fantin, 2000). 

 

L’activació del receptor iniciada amb la unió de la insulina dóna lloc a la fosforil·lació de 

residus de tirosines de les proteïnes IRS. Aquesta fosforil·lació promou la seva unió a la 

phosphatidylinositol-3-quinasa (PI 3-kinase), Grb2/SOS i SHP2. El complex Grb2/SOS media 

l’activació de la cascada de quinases ras raf MEK MAPK. La proteïna SHP2 actua inhibint la 

cascada de senyalització de IRS mitjançant la defosforil·lació directa d’aquestes proteïnes i 

transmetent altres senyals que activaran també la via de senyalització de les MAP quinases. 

L’activació de la PI3-quinasa resulta en la generació de varis fosfolípids com són el 

fosfatidilinositol-3,4-bisfosfat i el fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfat. Aquests a la vegada activen 

diverses quinases com mTOR, PKC o la PDK, que activaran altres quinases, continuant així amb 

la cascada de senyalització intracel·lular. Una de les quinases activades a través de la PDK és la 

PKB/Akt, la qual contribueix directament en la regulació de varies respostes biològiques com 

poden ser: promoure el transport de glucosa, la síntesi de proteïnes, la síntesi de glucogen, la 

proliferació cel·lular i la supervivència de diferents tipus cel·lulars (Pickup & Williams, 2003). 

  

 

Qualsevol alteració que afecti la funcionalitat de les cèl·lules β pancreàtiques o el mecanisme 

d’acció de la insulina pot donar lloc a greus problemes metabòlics, i al desenvolupament de 

diabetis mellitus. 
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2. LA DIABETIS MELLITUS. 
 

La diabetis mellitus és un conjunt de malalties metabòlics amb etiologies molt diferents que 

afecten col·lectivament a un 10% de la població mundial. Els canvis en l’ambient i en els costums 

i estil de vida han incrementat la incidència d’aquestes patologies de forma alarmant en les 

últimes dècades, i es creu que en els pròxim 10-20 anys podrien arribar a proporcions 

epidèmiques. Així doncs, resulta d’enorme interès l’estudi dels factors i mecanismes que 

indueixen la seva aparició. Aquest conjunt de síndromes, es caracteritzen principalment per una 

hiperglucèmia resultant dels defectes en la secreció d’insulina i/o en la seva acció. Es classifiquen 

principalment en 2 categories: diabetis tipus 1, causada per una deficiència absoluta d’insulina, 

afecta aproximadament a un 10% dels pacients diabètics i s’inicia sobretot en adolescents i 

infants; i diabetis tipus 2, causada per la combinació d’una resistència a l’acció de la insulina i una 

inadequada secreció d’aquesta hormona; correspondria al 90% dels pacients diabètics i s’inicia 

en edats més avançades (The Expert Committee on the Diagnosis and Classification of Diabetis 

Mellitus, 1997). 

 

 

3. LA DIABETIS MELLITUS NO DEPENENT D’INSULINA (TIPUS 2). 
 
La diabetis tipus 2, a diferència de la tipus 1, no es caracteritza per una absència d’insulina, 

si més no en els estadis inicials, sinó per una disminució de la resposta del fetge i dels teixits 

perifèrics a la hormona (resistència a la insulina), acompanyada d’un defecte en la secreció 

d’insulina. Aquesta resistència condueix a una disminució de la utilització de la glucosa en múscul 

i teixit adipós, i a un augment de la producció hepàtica de glucosa. Aquestes alteracions, 

conjuntament amb els defectes en la secreció d’insulina, donen lloc a hiperglucèmia, l’alteració 

metabòlica més important (Lowe, 1998). 

 

Les causes que indueixen a desenvolupar diabetis tipus 2 encara són desconegudes. Factors 

genètics, tot i que no es coneixen bé, conjuntament amb factors ambientals, condueixen a una 

disfunció de la cèl·lula β que no pot alliberar d’una forma regulada la insulina en resposta a la 

glucosa. Les causes moleculars de la resistència a la insulina són diverses i es coneixen només 

parcialment. Se sap que la disminució en el nombre de receptors d’insulina i mutacions en el 

propi receptor poden alterar l’afinitat per l’hormona, i que les alteracions post-receptor poden 

afectar també a la transducció del senyal de la insulina. Cal considerar també, les alteracions dels 

mecanismes de transport de glucosa i la seva utilització (Bell, 2001). A part però, d’aquestes 

causes més metabòliques, es considera que la resistència a la insulina està també molt 

associada a la producció de mediadors inflamatoris, per part dels teixits perifèrics, que donen lloc 
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a nivells circulants elevats de citoquines inflamatòries, com per exemple IL-6 i TNFα (Mandrup-

Poulsen, 2003) 

 

En estadis inicials de la malaltia, que podríem anomenar de pre-diabetis, les cèl·lules β 

intenten compensar aquesta resistència a la insulina incrementant la massa de cèl·lula β i/o la 

secreció d’insulina, per poder mantenir així la tolerància a la glucosa. A la llarga però, la pròpia 

hiperglucèmia pot alterar la secreció d’insulina i comportar un efecte tòxic per la pròpia cèl·lula β i, 

en conseqüència, empitjorar encara més la resistència a la hormona. És per això que en alguns 

casos s’acaba donant una inactivació de les cèl·lules β del pàncrees i, per tant, aquests pacients 

inicialment descrits com a diabètics tipus 2, poden acabar sent també insulino-dependents. Així 

doncs, el procés diabètic, només es dóna quan les cèl·lules β no són capaces de continuar 

compensant aquesta resistència i es produeix la mort d’aquestes cèl·lules (Kahn, 2001; Weir, 

2001; Kasuga, 2006). Les alteracions en la funcionalitat de les cèl·lules β serien doncs un 

component clau, i no una simple conseqüència en la patologia de la diabetis tipus 2 (Kahn, 2003; 

Marchetti, 2006).  

 

Són diversos els mecanismes que es considera que poden contribuir a l’apoptosi de les 

cèl·lules β en els pacients de diabetis tipus 2: una hiperglucèmia persistent, nivells elevats d’àcids 

grassos lliures o la presència de citoquines inflamatòries (Mandrup-Poulsen, 2003). A part de la 

presència d’aquestes citoquines (Pickup, 1998; Syed, 2002), altres alteracions que sempre 

s’havien associat al procés de la diabetis tipus 1, es detecten també en els illots pancreàtics 

d’individus amb diabetis tipus 2, com per exemple, la senyalització Fas-FasL, la producció d’IL1β 

(Maedler, 2001; Maedler 2002) o la presència d’anticossos contra cèl·lules de l’illot (ICAs) i contra 

GAD (Pietropaolo, 2000).  

 

Donades aquestes afirmacions, certs grups suggereixen que la diabetis tipus 1 i la diabetis 

tipus 2, tot i ser malalties etiològica i genèticament molt diferent, comparteixen mecanismes 

moleculars que acaben donant lloc a l’alteració de les cèl·lules β. Els estímuls immunològics en el 

cas de la diabetis tipus 1, i els metabòlics/ inflamatoris en el cas de la diabetis tipus 2 

convergeixen en una via de senyalització comuna que finalitza, en tots dos casos, amb la 

disfunció de les cèl·lules β pancreàtiques. Podrien tractar-se, per tant, de dues evolucions d’una 

mateixa malaltia, que es distingirien únicament per la rapidesa en la mort de les cèl·lules β i pels 

mecanismes iniciadors i efectors d’aquest procés (Mathis, 2001; Donath, 2003; Mandrup-Poulsen, 

2003; Donath, 2005). En tots dos casos, factors ambientals actuarien com a factors acceleradors 

en individus genèticament susceptibles. Aquests factors ambientals podrien ser la dieta, 

infeccions víriques, estrès o certs antibiòtics en el cas de la diabetis tipus 1; i la obesitat, l’estrès o 

el sedentarisme per la diabetis tipus 2 (Wilkin, 2001). 
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3.1. ETAPES EN LA DISFUNCIÓ DE LA CÈL·LULA β DURANT EL PROCÉS  DIABÈTIC. 

 
En el desenvolupament de la diabetis tipus 2 són de gran importància factors com la 

resistència a la insulina, la obesitat i la manca d’exercici físic. Però el procés diabètic només es 

dóna quan les cèl·lules β no són capaces de compensar la creixent resistència d’insulina (Weir, 

2001). Aquesta adaptació i intent de compensació que es dóna en les cèl·lules β durant la 

progressió a diabetis s’ha dividit en 5 nivells diferents, cada un dels quals implica canvis en la 

massa, fenotip i funció de la cèl·lula β. Tot i que aquesta progressió s’ha estudiat sobretot a nivell 

de diabetis tipus 2, en el desenvolupament de la diabetis tipus 1 hi podríem trobar també, canvis 

molt similars (Weir, 2004). 

 

NIVELL 1: COMPENSACIÓ. 

 

En estadis inicials de resistència a la insulina, es dóna un increment en la secreció de la 

hormona que permetrà fer front a aquesta resistència i seguir mantenint la normoglucèmia. 

Aquest increment ve donat per un augment tant en la secreció de les cèl·lules β, com en la massa 

de cèl·lula β, tal i com s’ha observat en autòpsies de pacients humans i en diversos models 

animals (Maclean, 1955; Butler, 2003; Pick, 1998). Aquest augment en la massa de cèl·lula β es 

dóna principalment per un increment en el número de cèl·lules, tot i que la hipertròfia de les 

cèl·lules β també hi pot contribuir. Durant aquesta fase els nivells de glucèmia es mantindrien 

normals gràcies a aquesta compensació, i el fenotip de les cèl·lules β no es veuria afectat. Tot i 

que la compensació es considera sempre que és enfront  la resistència a la insulina, durant les 

primeres fases de la destrucció autoimmune, en la diabetis tipus 1, es donarien fenòmens molt 

similars als descrits en aquesta etapa. 

 

NIVELL 2: ADAPTACIÓ ESTABLE. 

 

Aquest nivell es dóna quan la compensació de les cèl·lules β ja no és suficient, i els nivells de 

glucèmia ja no es mantenen dins de la normalitat, sinó que els valors de glucèmia en dejú serien 

de 89-130 mg/dL. Durant aquesta fase es donen canvis importants en les funcions i diferenciació 

de les cèl·lules β. L’alteració més important és la pèrdua del primer pic de secreció d’insulina en 

resposta a glucosa. La secreció enfront a altres secretagogs, com pot ser l’arginina, es manté 

dins de la normalitat. Tot i la pèrdua del primer pic, la segona fase de secreció no es veu 

pràcticament alterada, fet que demostra que els mecanismes que es troben més alterats són els 

de captació de la glucosa i secreció de la insulina, i no pas els de síntesi d’aquesta. 
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La pèrdua de la resposta aguda a glucosa ve donada per canvis en el fenotip de la cèl·lula β. 

Així, certs gens normalment expressats a nivells elevats en les cèl·lules β (Glut2, glucoquinasa, 

mGPDH, Pdx1, HNFs, Nkx6.1, entre altres) disminueixen els seus nivells d’expressió; i en canvi, 

altres gens normalment no expressats s’activen (lactat deshidrogenasa, glucosa-6-fosfatasa, NF-

kB, c-myc, gens de resposta a estrès, gens antiapoptòtics i antioxidants). Tot i això, els nivells de 

mRNA d’insulina no es veuen alterats. Totes aquestes alteracions s’han pogut observar en 

nombrosos models animals i en diferent estudis de resposta de les cèl·lules β a concentracions 

elevades de glucosa (Tokuyama, 1995; Jonas, 1999; Laybutt, 2002; Maedler, 2002). Aquesta fase 

es considera força estable, pel fet que si no es dóna cap procés que indueixi una mort ràpida de 

les cèl·lules β, com per exemple un atac autoimmune, molts individus poden romandre-hi durant 

anys.  

 

NIVELL 3: PRIMERA  DESCOMPENSACIÓ.  

 

Ens trobem davant d’individus que presenten valors de glucèmia en dejú d’entre 150 i 280 

mg/dL, dintre del rang diabètic. Excepte per la hipertròfia de les cèl·lules β, els illots mantenen 

una estructura normal. A part de la marcada intolerància a la glucosa, en aquesta etapa també es 

dóna una alteració en la secreció d’insulina en resposta a molts altres secretagogs. Es dóna una 

disminució en la síntesi d’insulina, probablement deguda a una disminució de la seva expressió. 

La diferenciació de la cèl·lula β està clarament alterada amb canvis en l’expressió de molts gens 

metabòlics i de factors de transcripció claus pel funcionament d’aquestes cèl·lules.  

 

Aquesta etapa es considera força inestable pel fet que els factors que condueixen a ella, com 

poden ser la resistència a la insulina, la glucotoxicitat i la lipotoxicitat, fomenten encara més 

l’alteració a les cèl·lules β, i la manca de secreció d’insulina, agreujant encara més la situació, i 

fent que els nivells de glucosa en sang segueixin incrementant ràpidament. El tractament dels 

pacients diabètics tipus 2 amb dieta, exercici i certs fàrmacs, fa que alguns individus retornin 

ràpidament a estadis de nivell 2, i que es mantinguin en aquest nivell tant de temps com continuïn 

amb el tractament, sense que la malaltia continuï evolucionant. 

 

NIVELL 4: DESCOMPENSACIÓ ESTABLE . 

 

Estudis postmortem en pàncrees de pacients diabètics tipus 2 evidencien el fet que en 

aquesta etapa hi ha una disminució d’aproximadament el 50% de la massa de cèl·lula β i un 

increment en l’apoptosi d’aquestes cèl·lules (Maclean, 1955; Butler, 2003). De totes maneres 

l’apoptosi resulta difícil de quantificar en aquestes situacions tant cròniques, com pot ser la 

diabetis tipus 2. Estudis amb models animals demostren que, en molts casos, aquesta reducció 
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de la massa de cèl·lules β ve acompanyada també per alteracions estructurals a nivell dels illots 

(formació de les plaques d’amiloid, acumulació de glucogen i de lípids en les cèl·lules β, i fibrosi). 

En molts pacients diabètics tipus 2, aquesta etapa pot durar tota la vida, ja que els nivells 

d’insulina, tot i ser molt baixos, són suficients com per no donar lloc a cetoacidosis. En canvi, en 

el cas de diabetis tipus 1, la progressiva destrucció autoimmune els condueix ràpidament del 

nivell 2 al nivell 5 (Weir, 2004). 

 

NIVELL 5: DESCOMPENSACIÓ SEVERA. 

 

En aquesta última etapa, la pèrdua de cèl·lules β, i conseqüent manca de secreció d’insulina, 

és tant severa que els pacients desenvolupen cetoacidosis i passen a dependre del tractament 

amb insulina exògena per la seva supervivència. Els nivells de glucèmia en dejú solen ser 

superiors al 350 mg/dL. Aquesta situació és la que es dóna en els pacients diabètics tipus 1, quan 

la major part de les cèl·lules β ja han estat destruïdes pel sistema immune. En el cas de pacients 

diabètics tipus 2, no és tant comú, però també es dóna. 

 

 

3.2. MODELS ANIMALS ESPONTANIS DE DIABETIS TIPUS 2.  
 
Existeixen múltiples models animals espontanis de diabetis tipus 2, i, tot i que cap model 

presenta exactament els mateixos síndromes que la diabetis humana, molt dels processos 

involucrats són similars i poden ajudar a estudiar la patologia en els humans. Alguns dels models 

més estudiats són el ratolins ob/ob, ratolins db/db, ratolins NZO (New Zeland Obese mice), rates 

ZDF (Zucker diabetic fatty rats), i les rates GK (Goto-Kakisaki) entre molts altres. La patologia 

diabètica en alguns d’aquests models es dóna per mutacions gèniques puntuals, en altres les 

causes són poligèniques i més desconegudes. Alguns models són obesos i resistents a la 

insulina, mentre que altres presenten resistència a la insulina i alteracions en la seva secreció, 

però sense presentar obesitat (Taula 1). La heterogenicitat observada entre els diferents models 

animals, i també en els humans, probablement reflexa la complexa interacció i influència de molts 

factors, tant genètics com ambientals, en el desenvolupament de la  patologia (Pickup & Williams, 
2003). 
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Taula 1. Característiques d’alguns dels models animals espontanis de diabetis tipus 2. ↑, increment moderat; ↑↑, 
increment sever; ↓, disminució moderada; ↓↓, disminució severa; N, normal; GSIS, secreció d’insulina en resposta a 
glucosa (adaptació de Pickup & Williams, 2003). 
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3.2.1. Animals transgènics que sobreexpressen IGF-II en les cèl·lules β pancreàtiques.  

 

A part dels múltiples models murins de diabetis espontània, existeixen també diversos 

animals transgènics que desenvolupen les característiques pròpies d’aquesta patologia. En el 

nostre laboratori s’havien generat ratolins transgènics que expressaven IGF-II en les cèl·lules β 

pancreàtiques, sota el control del promotor del gen de la insulina-I de rata (ratolins RIP/IGF-II). 

Aquests animals, en fons genètic C57BL/6;SJL, presenten característiques pròpies d’un estat pre-

diabètic tipus 2, però no acaben desenvolupant diabetis (Devedjian, 2000). Presenten una 

lleugera hiperglucèmia, hiperinsulinèmia, i una marcada intolerància a la glucosa. La 

hiperinsulinèmia, a la llarga, en animals transgènics de 4 mesos d’edat, acaba donant lloc a 

resistència a la insulina. Quan aquests animals s’alimenten amb una dieta alta en lípids, un 30% 

dels ratolins transgènics IGF-II desenvolupen diabetis oberta. 

 

Aquests animal transgènics RIP/IGF-II presenten nivells elevats de mRNA d’IGF-II en els 

seus illots, un increment de 3 vegades de la massa de cèl·lula β i una morfologia alterada dels 

seus illots. Aquest increment en la massa es dóna per un increment en el número de cèl·lules β 

(hiperplàsia) dels illots, presenten doncs, uns illots més grans i de formes més allargades i 

irregulars. La organització de les cèl·lules dins dels illots està també alterada. Les cèl·lules α 

productores de glucagó es troben distribuïdes per tot l’illot i no només en la seva perifèria. No 

presenten però alteracions en el percentatge de cèl·lules α, δ i PP. Alteracions morfològiques 

similars s’han observat en alguns altres model animals de diabetis tipus 2 i obesitat, com per 

exemple les rates ZDF, Goto-Kakisaki i els ratolins NZO (Tokuyama, 1995; Hoog, 1996; 

Chankiewitz, 2006). Els animals RIP/IGF-II presenten uns nivells circulants d’IGF-II molt baixos, 

es creu per tant, que les alteracions pre-diabètiques observades són probablement degudes a un 

efecte local de l’IGF-II sobre les cèl·lules β dels illots, i no degudes a un efecte sistèmic d’aquest 

(Devedjian, 2000). 
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4. DIABETIS MELLITUS DEPENENT D’INSULINA (TIPUS 1). 
 
La diabetis mellitus tipus 1, a diferència de la tipus 2, és deguda a la deficiència d’insulina 

resultant de la destrucció autoimmune de les cèl·lules β pancreàtiques, productores d’insulina. 

Com a conseqüència de la seva destrucció es produeix una gran disminució de l’hormona 

(hipoinsulinèmia). La destrucció d’aquestes cèl·lules per part del propi sistema immunitari és 

progressiva. No obstant, el símptomes de la malaltia, no es manifesten fins que ja s’han destruït 

el 90% de les cèl·lules β. Les cèl·lules productores de glucagó, somatostatina i polipèptid 

pancreàtic normalment es preserven, tot i que solen redistribuir-se dins de l’illot. 

 

La hipoinsulinèmia dóna lloc a l’alteració metabòlica més important d’aquesta patologia, la 

hiperglucèmia. Aquesta és deguda a la incapacitat dels teixits perifèrics (múscul i teixit adipós) i 

fetge de captar i metabolitzar la glucosa. A més, els nivells baixos d’insulina fan que s’activin la 

via gluconeogènica i glucogenolítica en el fetge, contribuint a augmentar encara més els nivells 

de glucosa en sang. Per altra banda, els pacients diabètics necessiten obtenir energia d’altres 

substrats. Una possible font d’energia alternativa són els cossos cetònics provinents de la 

metabolització d’àcids grassos lliures des del teixit adipós i la seva posterior oxidació en el fetge. 

La producció de cossos cetònics porta a una cetoacidosi. Els pacients diabètics requereixen de 

l’administració d’insulina exògena per poder sobreviure. Aquesta teràpia substitutòria és 

imprescindible, no només per controlar la hiperglucèmia sinó també per evitar la cetosi 

espontània que pot portar al coma diabètic o fins i tot a la mort del pacient. Això no evita però, 

que molts pacients acabin desenvolupant patologies secundàries associades a la diabetis, com 

són les alteracions microvasculars en el ronyó, retina, alteracions macrovascular i complicacions 

neurològiques (Lowe,1998). 

 

4.1. FACTORS IMPLICATS EN EL DESENVOLUPAMENT DE LA DIABETIS TIPUS 1. 
 
Tal i com s’ha descrit per la diabetis tipus 2, en la patogènesi de la diabetis tipus 1, hi ha 

involucrats tant factors ambientals, com factors genètics. Mitjançant estudis genètics s’han descrit 

varis locus del genoma que estan associats amb el desenvolupament de la malaltia, però certs 

estudis en bessons monozigòtics, demostren que els factors ambientals també  hi participen. De 

manera similar al desenvolupament de diabetis tipus 2, diversos factors ambientals poden iniciar 

o accelerar el progrés de la malaltia i, en aquest cas, activar els mecanismes autoimmunitaris, en 

individus genèticament susceptibles (Zimmet, 2001; Haverkos, 1997). 
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4.1.1. Factors genètics. 
 
Actualment, s’han identificat més de vint regions del genoma humà implicades en la 

predisposició i/o acceleració del desenvolupament de la diabetis tipus 1 (Freiesleben De Blasio, 

1999). Les regions més importants estan llistades a la Taula 1. Les dues associacions amb una 

contribució més forta són els anomentats locus IDDM1 i  locus IDDM2. El locus IDDM1 inclou tots 

els polimorfismes associats als al·lels de les molècules del complex major d’histocompatibilitat 

(HLA/ MHC) i implica aproximadament el 40% dels casos de diabetis familiar (Todd, 1996). D’altra 

banda, l’anomenat locus IDDM2, correspon a la regió del gen de la insulina (Bell, 1884; Hitman, 

1985). Aquest últim afecta a un 10% dels casos de diabetis familiar. Els casos restants vindrien 

donats per associacions a la resta de regions descrites en la Taula 2. 

 

 
Taula 2. Regions del genoma humà associades a la susceptibilitat a desenvolupar diabetis tipus 1 (adaptació de Pickup 
& Williams, 2003). 
 

4.1.1.1. Locus IDDM1. 

Aquest locus inclou els polimorfismes associats als al·lels de les molècules del complex 

major d’histocompatibilitat (MHC). Aquests polimorfismes són els més importants pel que fa a la 

susceptibilitat a desenvolupar diabetis tipus 1, ja que aquestes molècules determinen, per una 

banda, els pèptids que s’uneixen i es presenten a les cèl·lules T, i per altra banda, defineixen 

també el repertori de limfòcits T a nivell tímic.  
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El complex major d’histocompatibilitat és un conjunt de gens, localitzats en el cromosoma 6 

en humans i en el 17 murí, que codifiquen per un grup de glicoproteïnes de membrana 

denominades molècules de MHC (Tussey, 1995). Aquestes molècules uneixen antígens 

processats dins de les cèl·lules i els presenten en la superfície cel·lular a les diferents poblacions 

de limfòcits T.  Els polimorfismes en aquest gens són importants, ja que afecten a l’espectre de 

pèptids que unirà la molècula, la conformació dels pèptids units i la interacció directa amb els 

receptors TCR de les cèl·lules T. D’aquesta manera, les cèl·lules T reconeixeran els pèptids units 

a una determinada variant al·lèlica de MHC, però no el mateix pèptid unit a un altre MHC. En 

humans, aquesta molècula s’anomena també HLA (human leucocyte antigen). Les molècules de 

MHC es divideixen en dues classes (I i II) que es diferencien per la seva funció, estructura i 

distribució (Esquema 4): 

 

• Les molècules de MHC de classe I estan formades per dues cadenes polipeptídiques. Una 

cadena alfa o pesada, polimòrfica, codificada en els gens MHC, i una cadena més petita 

anomenada β2-microglobulina. Aquesta cadena petita no és polimòrfica, es troba associada 

covalentment a la cadena alfa i és codificada per un gen localitzat en un altre cromosoma. En 

humans existeixen 3 gens principals de classe I, que codifiquen per la cadena alfa, 

s’anomenen HLA-A, -B i –C i, en ratolins, 3 gens que s’anomenen H-2K, -D i -L (Esquema 4). 

Aquestes molècules uneixen i presenten pèptids sintetitzats en el citosol de la pròpia cèl·lula, 

que provenen del metabolisme cel·lular i del processament de virus i bacteris que es 

repliquen en el citosol. La molècula de MHC de classe I, amb el seu pèptid unit, és 

reconeguda pel receptor TCR de les cèl·lules T CD8+ citotòxiques, que, mitjançant diferents 

mecanismes, determinaran l’eliminació de les cèl·lules diana. Les molècules MHC de classe I 

s’expressen en totes les cèl·lules nucleades de l’organisme. La seva expressió però, es pot 

veure incrementada per l’acció d’interferons (IFNs) de tipus 1, els quals promouen la resposta 

immunitària adaptativa en front els virus. D’aquesta manera es facilita la presentació de 

fragments peptídics virals per part de les cèl·lules infectades als limfòcits T citotòxics 

(Janeway, 2003). 

 

• Les molècules de MHC de classe II estan formades per dues cadenes polimòrfiques, α i β, 

que s’uneixen de forma no covalent. En humans existeixen 3 gens principals de classe II que 

s’anomenen HLA-DR, -DP i -DQ, i en ratolins 2 gens anomenats H-2A i H-2E (Esquema 4). 

Aquestes molècules no s’expressen en totes les cèl·lules de l’organisme, sinó que la seva 

expressió es restringeix a les cèl·lules presentadores d’antígens (APC) del sistema 

immunitari (macròfags, cèl·lules dendrítiques, limfòcits B i limfòcits T). Aquestes molècules 

presenten fonamentalment pèptids externs o que provenen de la membrana plasmàtica i que 

han estat processats per la via endocítica. La molècula MHC de classe II amb el pèptid unit 
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és reconeguda per les cèl·lules T CD4+. Les cèl·lules T CD4+ o T helper activen principalment 

macròfags i limfòcits B (Abbas, 1995). La regulació gènica del MHC de classe II es dóna 

principalment a nivell de transcripció i és controlada de forma pràcticament exclusiva per un 

coactivador anomenat CIITA (Class II transactivator) (Ting, 2002; Steimle, 1994; LeibundGut-

Landmann, 2004). L’expressió del gen CIITA ve regulat a la vegada per l’activació de 3 

promotors independents que donen lloc, cada un d’ells, a un isoforma diferent del 

transactivador (Reith, 2005). La isoforma I (CIITApI) es detecta en les cèl·lules dendrítiques 

(DC) i macròfags activats. La isoforma III (CIITApIII) en limfòcits B i T activats i, finalment, la 

isoforma IV (CIITApIV) s’ha descrit en les cèl·lules epitelials del timus i en cèl·lules no 

presentadores d’antigens. Així doncs, l’expressió ectòpica de MHC de classe II, és a dir, en 

cèl·lules que no són APC, vindria donada per l’expressió de la isoforma CIITApIV (Harris, 

2006). 
 
 

 
 
Esquema 4. Estructura de les molècules del complex major d’histocompatibilitat (MHC/HLA) de classe I i de classe II, i 
dels gens que codifiquen per les diferents cadenes que els formen (adaptació de Pickup & Williams, 2003). 

 

Variacions estructurals en les cadenes α i β de les diferents molècules MHC poden induir 

canvis en la unió dels antígens o autoantígens i la seva posterior presentació als limfòcits T, així 

com també en l’estabilitat de les molècules de MHC a la superfície cel·lular i a la capacitat 
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d’interacció d’aquestes amb els diferents receptors TCR dels limfòcits T. Això també podria 

afectar el fenotip dels diferents limfòcits (proinflamatoris vs. reguladors) i en el seu estat 

d’activació (proliferatiu o no) (Kwok, 1996; Ettinger, 1998; Nepom, 1998). Variacions en aquestes 

molècules poden incrementant per tant, la susceptibilitat a desenvolupar malalties 

autoimmunitàries com per exemple la diabetis tipus 1. 

 

4.1.1.2. Locus IDDM2.  

Estudis en pacients diabètics tipus 1 determinaren una associació entre la regió gènica de la 

insulina i la susceptibilitat a la malaltia (Bell, 1984; Hitman, 1985). Aquesta regió va rebre el nom 

de locus IDDM2. El seu efecte és menor que el del locus IDDM1, i sembla que actuen de manera 

independent. El locus IDDM2, situat en el cromosoma 11p15.5 en els humans, conté varis gens 

que codifiquen per la insulina, el factor de creixement similar a la insulina-2 (IGF2) i la tirosina 

hidroxilasa (TH). En aquest locus s’hi ha descrit una regió polimòrfica anomenada insulin gene 

variable number tandem mini-satellite repeats (INS-VNTR) localitzada a uns 596 pb upstream del 

gen de la insulina, i a unes 4kb del gen de l’IGF2 (Lucassen, 1993; Undlien, 1995; Bennett, 1995). 

Aquest VNTR està compost per un nombre variable de repeticions d’una seqüència consens 

d’uns 14-15pb (ACAGGGGT(C/CC/G)TGGGG), que poden anar des de les 25, fins a més de 300 

repeticions.  

 

Els diferents al·lels d’aquest minisatèl·lit es classifiquen en tres grans categories segons el 

nombre de repeticions que presentin: VNTR de classe I (26-63 repeticions), VNTR de classe II 

(64-139 repeticions) i VNTR de classe III (140-210 repeticions). Els segments curts (VNTR classe 

I) s’associen a una major susceptibilitat a desenvolupar diabetis, els segments llargs (VNTR 

classe III), en canvi, confereixen un efecte protector dominant. Els segments intermitjos (VNTR 

classe II) són molt poc freqüents entre la població caucàsica (Bell,1982; Rotwein,1986; Bennett, 

1996) (Esquema 5). 

 
Esquema 5. Estructura del locus IDDM2 localitzat en el cromosoma 11p15.5, identificat com el minisatèl·lit VNTR situat 
upstream dels gens de la insulina i de l’IGF2 (adaptació de Vafiadis, 1998b). 
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El minisatèl·lit VNTR no es transcriu, per tant el seu efecte sobre la susceptibilitat a 

desenvolupar diabetis ha d’implicar el control dels nivells d’expressió dels gens pròxims. Els 

VNTR de classe I estan associats a nivells més alts d’expressió d’insulina a pàncrees, tant a nivell 

fetal com en adults, comparat amb els VNTR de classe III. (Bennett, 1995; Vafiadis, 1996) 

Contràriament, a nivell de timus s’observa un patró d’expressió oposat, amb uns nivells 

d’expressió d’insulina de 2 a 3 vegades més alts en presència dels VNTR de classe III (Vafiadis, 

1997; Pugliese, 1997). Aquests nivells més alts d’expressió d’insulina associats als al·lels de 

classe III explicarien el seu efecte protector enfront la diabetis, ja que una expressió més alta 

d’insulina a timus permetria induir una millor tolerància envers aquesta proteïna,  promovent una 

millor selecció negativa dels limfòcits reactius per insulina i, disminuint així les probabilitats d’una 

resposta autoimmune contra les cèl·lules β pancreàtiques (Vafiadis, 2001). De la mateixa manera, 

nivells baixos d’expressió d’insulina a timus, observats en els VNTR de classe I, podrien donar 

lloc a un elevat nombre de cèl·lules T autoreactives per aquest antigen (Chentoufi, 2002). 

 

A part dels efectes descrits sobre la transcripció del gen de la insulina, també és possible que 

els diferents al·lels del VNTR afectin a la transcripció del gen de l’IGF2. Aquest gen es transcriu a 

partir de 4 promotors (P1, P2, P3 i P4) (van Dijk, 1991) situats entre 4-17kb  downstream del 

VNTR, distància compatible amb l’efecte enhancer del minisatèl·lit. Els estudis dels efectes dels 

diferents VNTR sobre l’expressió del gen IGF2 són controvertits. Així, certs estudis consideren 

que els al·lels de classe I estan associats a un increment de l’expressió d’IGF2 a nivell pancreàtic 

i de placenta (Paquette, 1998); mentre que altres no observen diferències en els nivells 

d’expressió d’aquest gen, ni a timus, ni a pàncrees, degudes al VNTR (Vafiadis, 1998a). Tot i la 

controvèrsia es considera que, possiblement, el gen diana en aquest locus seria principalment el 

de la insulina, però, el gen d’IGF2 podria tenir també un efecte, tot i que no seria tant directe com 

l’observat pel cas de la insulina (Gennen, 1993; Polychronakos, 1995; Vafiadis, 1998b). 

 

El mecanisme pel qual el VNTR influenciaria la transcripció dels diferents gens es considera 

que és degut a que la llargada del VNTR pot fer variar l’estructura de la cromatina en aquesta 

regió del genoma. En funció del nombre de repeticions, i per tant de la llargada de la regió, la 

cromatina farà més o menys super-estructures, modulant així l’accessibilitat dels diferents factors 

de transcripció als gens de la insulina i de l’IGF2, i, per tant, influint en els nivells de transcripció 

d’aquests gens (Banerjee, 1995). Possiblement, els efectes del VNTR descrits pel gen de la 

insulina són més pronunciats que no els descrits pel gen de l’IGF2 degut a la major proximitat del 

gen de la insulina al VNTR.  
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Cert estudis genètics en pacients humans demostren que la presència dels al·lels de 

predisposició del locus IDDM2, en combinació amb els al·lels IDDM1, incrementen molt el risc a 

desenvolupar diabetis tipus 1, donant lloc a un grup de població que presenta un risc molt elevat 

de desenvolupar la patologia (Motzo, 2004).  

 

4.1.2. Factors ambientals. 
 
Tot i la importància dels factors genètics en l’etiologia de la diabetis tipus 1, estudis de 

germans bessons monozigòtics, i d’incidència en diferents poblacions, suggereixen també un 

paper significatiu dels factors ambientals en el seu desenvolupament (Lowe, 1998). Aquests 

factors influenciarien individus genèticament susceptibles (Zimmet, 2001). Alguns dels factors 

ambientals que s’han relacionat amb la diabetis són per exemple: 

 

- factors geogràfics i estacionals: sembla existir un gradient nord-sud, amb un augment de la 

incidència en els països més allunyats de l’equador, amb l’excepció de Sardenya i Islàndia. 

S’ha descrit també una incidència estacional de la malaltia (Åkerblom, 1998).  

 

- factors dietètics: s’ha descrit que dietes riques en albúmina sèrica bovina (BSA), podrien induir 

el desenvolupament de diabetis en infants. Les nitrosamines i el gluten també són 

potencialment diabetogènics (Schrezenmeir, 2000).  

 

- certes infeccions víriques: alguns virus com el Coxsakie virus B4 (CB4) poden actuar destruint 

directament les cèl·lules β, induint l’atac autoimmune contra elles, i estimulant la síntesi 

d’interferons de tipus 1 i la hiperexpressió d’antígens HLA de classe I en les cèl·lules β 

(Andreoletti, 1997). 

 

- alguns antibiòtics: L’antibiòtic bafilomicina A1, produït per espècies de Streptomyces, causa una 

reducció de la tolerància a la glucosa i una disfunció dels illots pancreàtics en ratolins. Els 

Streptomyces són ubiqües i presents en el sòl, i alguns poden infectar tubercles com les 

patates. L’exposició continuada a la toxina podria arribar a generar dany crònic en les cèl·lules 

β i provocar diabetis autoimmune en individus genèticament susceptibles (Myers, 2001). 

 

- L’estrès: aquest pot estimular la secreció d’hormones contrareguladores o modular l’activitat del 

sistema immune, i per tant afavorir el desenvolupament de la malaltia en individus 

genèticament susceptibles (Zimmet, 2001). 
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4.2. DESTRUCCIÓ AUTOIMMUNE. 
 
L’autoimmunitat es dóna quan el sistema immune ataca els teixits propis i sans, 

contràriament a les que serien les seves funcions normals de defensa de l’organisme enfront 

microorganismes externs i cèl·lules tumorals. La capacitat dels sistema immune de no reaccionar 

contra molècules pròpies s’anomena tolerància i una alteració en els mecanismes que mantenen 

aquesta tolerància dóna lloc a l’autoimmunitat. En el cas de la diabetis tipus 1, aquesta destrucció 

autoimmune es dóna específicament contra les cèl·lules β pancreàtiques, productores d’insulina. 

No està clar encara quin és l’inici de tot aquest procés, però sí que es coneix que hi intervenen 

autoantígens específics, cèl·lules presentadores d’antígens i limfòcits T i B.  

 

En humans el seguiment del progrés de la malaltia és complicat per la dificultat d’accedir al 

teixit diana. En alguns estudis amb biòpsies pancreàtiques de pacients s’ha observat que els illots 

pancreàtics a l’inici clínic de la diabetis tipus 1 estan infiltrats majoritàriament per limfòcits T CD8+ 

i presenten un número variable de limfòcits T CD4+, limfòcits B i macròfags (Itoh, 1993; Imagawa, 

2001). Aquesta infiltració es correlaciona, en alguns casos, amb la hiperexpressió de MHC de 

classe I, de classe II i molècules d’adhesió (intercellular adhesion molecule-1, ICAM-1 i 

lymphocyte function-associated antigen-3, LFA-3) tant en els illots com a nivell endotelial 

(Bottazzo, 1985; Foulis, 1986; Foulis,1987; Somoza, 1994).  

 

Les cèl·lules CD8+ (Tc) s’anomenen citotòxiques perquè poden induir la mort de les cèl·lules 

de forma directa, via perforina i granzim (Kagi, 1997). A part d’aquest efecte citotòxic, també 

produeixen citoquines inflamatòries (TNFβ, TNFα i IFNγ) que estimulen la sobreexpressió de Fas 

en els illots; IFNγ i TNFα poden induir també l’expressió de molècules MHC-II a les cèl·lules β 

pancreàtiques (Kim, 2002). Les cèl·lules CD4+ (Th, de helper o col·laboradora) en canvi, no són 

capaces de destruir les cèl·lules β directament, però produeixen citoquines que juguen també un 

paper molt important en la patogènesi de la diabetis. Les cèl·lules CD4+ (Th) es poden dividir en 

tres subpoblacions diferents (Th1, Th2 i Th3) en funció de la resposta immune que afavoreixen 

(Abbas,1995). Les citoquines produïdes per les cèl·lules Th1 (IL-2, IFN-γ i TNFβ) estan 

involucrades en el desenvolupament de la malaltia, estimularien la resposta cel·lular (macròfags) i 

donarien màxima activitat a les cèl·lules CD8+. En canvi, les citoquines produïdes per les cèl·lules 

Th2 (IL-4, IL-6 i IL-10) i Th3 (TGFβ) estan més relacionades amb la immunitat humoral, han estat 

involucrades en la prevenció de la diabetis i amb la inhibició de les cèl·lules Th1 (Yoon, 2001). 
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Molts estudis semblen indicar que el desenvolupament de la diabetis tipus 1 és una qüestió 

d’equilibri entre les citoquines Th1 i les Th2 (Esquema 6). Quan els limfòcits presents en la 

infiltració dels illots produeixen nivells de citoquines proinflamatòries (IL-1, TNFα i IFNγ) i 

citoquines tipus Th1 (IFNγ, TNFβ, IL-12 i IL-2), per sobre  dels nivells de citoquines tipus Th2 (IL-4 

i IL-10), es produeix la destrucció selectiva de les cèl·lules β. Pel contrari, la insulitis sembla ser 

benigne, i s’evita la destrucció de les cèl·lules β, quan el nivell de citoquines Th2 dominen en 

l’infiltrat per sobre de les de tipus Th1 (Rabinovitch, 2003).  
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Esquema 6. Esquema de les cèl·lules i citoquines que intervenen en la destrucció de les cèl·lules β i 
desenvolupament de diabetis tipus 1.  Els autoantígens presents en les cèl·lules β activen les cèl·lules presentadores 
d’antígens (APCs), cèl·lules dendrítiques i macròfags principalment (1). Aquestes els presenten a les cèl·lules T CD4+  
mitjançant molècules MHC-II (2). En funció de les citoquines presents en el microambient, les cèl·lules Th naif es 
desenvoluparan en cèl·lules Th1 o Th2 (3). Quan s’activen principalment cèl·lules Th1, aquestes produeixen citoquines 
proinflamatòries (Il-2, IFNγ) que inhibiran l’activació de cèl·lules Th2 (4) i activaran macròfags i cèl·lules T CD8+ (5). 
Aquestes, un cop activades actuen com a efectors finals de la destrucció de les cèl·lules β per diferents mecanismes: 
interacció directa amb els MHC-I de les cèl·lules β i mort per la via Fas/FasL o perforina/granzim (6), o mitjançant 
mediadors inflamatoris com per exemple radicals lliures (H2O2 i NO) i citoquines (IL-1, TNFα, IFNγ) (7). (Adaptació de 
Rabinovitch & Suarez-Pinzon, 1998). 
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4.3. MODELS ANIMALS DE DIABETIS TIPUS 1. 
 
L’estudi de la patogènesis de la diabetis en humans resulta ser força complicat degut a: 1) 

que l’òrgan diana és força inaccessible, 2) que la seva manipulació pot comportar problemes 

greus, 3) que els processos que precedeixen l’inici clínic de la malaltia són asimptomàtics i poden 

durar de mesos fins a anys i 4) els processos patològics tenen lloc a nivell local dels illots i no es 

reflexen a nivell perifèric. Per tot això, la utilització de models animals en l’estudi de la diabetis 

tipus 1 ha estat decisiva per poder examinar els mecanismes involucrats en el desenvolupament 

d’aquesta malaltia (Yoon, 2001). De particular importància han estat les soques que 

desenvolupen diabetis espontàniament, com són per exemple les rates BB (BioBreeding 

Worcester) o els ratolins NOD (non-obese diabetic). La utilització però, d’animals transgènics, i de 

models de diabetis experimental han permès també noves vies d’estudi.  

 

4.3.1. Animals transgènics models de diabetis tipus 1. 
 

La utilització d’animals transgènics ha resultat ser una eina molt poderosa per l’estudi de les 

bases moleculars de la diabetis tipus 1, especialment per l’estudi dels mecanismes que 

desencadenen les alteracions en la tolerància per les cèl·lules β. Els transgens expressats en les 

cèl·lules β inclouen antígens MHC, citoquines, proteïnes virals i autoantígens. 

 

4.3.1.1. Animals transgènics que expressen antígens  MHC. 

La observació, en alguns casos, d’expressió de molècules de MHC-II en les cèl·lules β de 

pacients diabètics, de rates BB i ratolins NOD (Foulis, 1986; Dean, 1985; Hanafusa,1987), ha 

portat a la qüestió de fins a quin punt aquesta expressió ectòpica i aberrant de molècules de 

MHC-II pot tenir un paper inductor en la destrucció autoimmune de les cèl·lules β durant la 

diabetis. Per tal d’abordar aquesta qüestió diversos grups han generat animals transgènics que 

sobreexpressen molècules MHC de classe II a nivell de cèl·lules β pancreàtiques.  

 

L’expressió de les molècules I-A i I-E (homòlogues a la molècula de MHC de classe II 

humana), sota el control del promotor de la insulina dóna lloc a la inducció de diabetis, però 

curiosament, en cap dels dos casos s’observa infiltració limfocitària ni cap evidència de resposta 

immune en els pàncrees d’aquests animals (Sarvetnick, 1998; Lo, 1988). L’any 1989, J. Böhme et 

al., generaren també un altre animal transgènic que sobreexpressa molècules de MHC de classe 

II a cèl·lules β pancreàtiques, però a nivells molt més baixos, sota el control d’un promotor menys 

fort que el de la insulina. Segons els autors, en aquest cas, els nivells d’expressió són molt més 

comparables als nivells que podrien trobar-se aquestes molècules en els pacients o animals 

diabètics. Aquests animals no desenvolupen diabetis, i tampoc s’observa  infiltració limfocitària en 
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els seus illots (Böhme, 1989). Altres estudis, posteriors també demostren la importància dels 

nivells d’expressió d’aquestes molècules per induir diabetis, probablement un nivell crític 

d’expressió seria necessari perquè es donés l’aparició de la malaltia (Allison, 1990). 

 

També s’han generat models transgènics que expressen molècules de MHC de classe I en 

les cèl·lules β pancreàtiques. La sobreexpressió de del gen H-2kb sota el promotor del gen de la 

insulina de rata indueix diabetis a un elevat percentatge dels animals, però tampoc s’observa 

infiltrat limfocitàri ni senyal de resposta autoimmune en els seus illots (Allison, 1988) 

 

4.3.1.2. Animals transgènics que expressen citoquines. 

La generació d’animals transgènics també ha resultat molt útil per aprofundir en el 

coneixement de la funció de diferents citoquines. L’expressió en animals transgènics de IFNα, 

INFγ i IL-2 a nivell de cèl·lules β pancreàtiques indueix una forta infiltració limfocitària que dóna 

lloc a una destrucció progressiva dels illots i al desenvolupament de diabetis (Stewart, 1993; 

Sarvetnick, 1988; Allison, 1992). La sobreexpressió d’IFNγ indueix, a més a més, l’expressió 

ectòpica de molècules de MHC de classe II (Sarvetnick, 1990). En canvi, l’expressió de TNFα, 

TNFβ i IL-6 indueix una insulitis benigne, que no dóna lloc a la destrucció dels illots, ni a diabetis 

(Higuchi, 1992; Picarella, 1993; Campbell, 1994). L’expressió d’IL-10 i TGFβ només dóna lloc a 

una resposta inflamatòria localitzada a nivell periinsular, que tampoc progressa cap a diabetis 

(Wogensen, 1993; Sanvito, 1995). L’expressió transgènica d’aquestes citoquines s’ha realitzat 

també en ratolins NOD per comprovar el seu efecte en un model amb una elevada incidència de 

diabetis. L’expressió de TNFα, IL-4 i IL-6 en ratolins NOD inhibeix el procés diabètic en aquests 

animals, en canvi, l’expressió d’IL-2 i d’IL-10 l’accelera (Grewal, 1996; Mueller, 1996; Di Cosmo, 

1994; Allison, 1994; Wogensen,1994). Aquests resultats suggereixen un paper més proinflamatori 

i patològic per les citoquines IFNγ, IFNα, IL-2 i IL-10 en el desenvolupament de diabetis tipus 1, i 

un paper més protector, per TNFα, IL-4, IL-6 i TGFβ (Rabinovitch i Suarez-Pinzon, 2003). 

 

4.3.1.3. Animals transgènics que expressen IFNβ en les cèl·lules β pancreàtiques. 

Tal i com s’ha comentat en apartats anteriors, un nombre important de citoquines poden 

alterar la funcionalitat de les cèl·lules β i per tant poden estar involucrades en el desenvolupament 

de diabetis tipus 1. L’expressió d’IFNβ és induïda en les cèl·lules epitelials per la infecció de 

diferents virus, i s’ha detectat la seva expressió en pacients diabètics tipus 1 (Somoza, 1994).  

 

En el nostre laboratori es van generar ratolins transgènics que expressaven IFNβ humà en 

les cèl·lules β pancreàtiques, sota el control del promotor del gen de la insulina-I de rata (ratolins 

RIP/hIFNβ). Aquests animals, en fons genètic C57BL/6;SJL, presenten característiques pròpies 

d’un estat pre-diabètic, alteració funcional dels illots, secreció d’insulina estimulada per glucosa 
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alterada i certa hiperglucèmia, però no acaben desenvolupant diabetis (Pelegrin, 1998). Quan 

aquests animals es creuaren fins a 10 generacions amb la soca CD-1, i, en condicions 

d’estabulació SPF (Specific Patongen Free), es va obtenir una colònia amb una incidència de 

diabetis espontània del 11% i una important infiltració limfocitària dels seus illots, principalment de 

cèl·lules T CD4+ i CD8+ (ratio 3:1) i algunes cèl·lules B (Alba, 2004; Casellas, 2006).  

 

S’observa també una hiperexpressió de MHC de classe I a les cèl·lules β d’aquests animals, 

però no una hiperexpressió de molècules de MHC de classe II (Alba, 2004). Estudis recents amb 

aquests animals transgènics demostren que: 1) els animals NOD x RIP/hIFNβ presenten una 

acceleració del procés diabètic; 2) la transferència de limfòcits d’un animal RIP/hIFNβ diabètic a 

un ratolí NOD-SCID li accelera el procés diabètic; 3) els animals NOD-SCID x RIP/hIFNβ no 

desenvolupen diabetis; i 4) Animals NOR (non-obese resistant mice) x RIP/hIFNβ presenten 

també una elevada incidència de diabetis. L’expressió de β2-microglobulina, preproinsulina i 

glucagó en el timus d’aquests animals no està alterada, fet que suggereix que l’estat pre-diabètic 

d’aquests és causat per un efecte local de l’IFNβ a nivell pancreàtic. Tots aquests resultats 

demostren que el desenvolupament de diabetis en els animals RIP/hIFNβ no és causat per una 

disfunció metabòlica de les cèl·lules β deguda a l’expressió del transgen, sinó que és clarament 

autoimmune (Alba, 2004). 

 
4.3.2. Models de diabetis experimental, induïda per estreptozotocina. 
 

Existeixen diversos agents químics, tòxics, específics per les cèl·lules β, que poden induir un 

procés diabètic molt similar al que es dóna en humans. Un dels principals tòxics diabetogènics és 

l’estreptozotocina (STZ). Aquest és un antibiòtic d’ampli espectre que s’aïllà de cultius de 

Streptomyces acrhomogenes, d’estructura constituïda per una molècula de N-metil-N-nitrosurea 

unida al C-2 de la D-glucosa (Herr, 1967). Degut a la seva similitud estructural amb la molècula 

de glucosa, la STZ entra dins de les cèl·lules β pancreàtiques a través del transportador de 

glucosa GLUT2, d’aquesta manera només afecta a aquestes cèl·lules dels illots (Schnedl, 1994). 

La inducció de la mort de les cèl·lules β per aquest tòxic ve donada per diferents mecanismes: 1) 

danys a la membrana plasmàtica, 2) trencament de les cadenes de DNA, 3) processos de 

metilació, 4) generació de radicals lliures, i 5) producció d’òxid nítric (NO). Aquests processos 

donen lloc a l’activació de l’enzim poly(ADP-ribosa) sintasa i al conseqüent exhauriment de les 

reserves cel·lulars de NAD+. Això dóna lloc a la subseqüent cessació del metabolisme proteic 

depenent d’aquest metabòlit, i per últim la mort de la cèl·lula (Wilson, 1984). La generació de 

radicals lliures i productes com el superòxid i l’òxid nítric provocarien també la mort per apoptosi 

d’aquestes cèl·lules (Bedoya, 1996). 
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Una única injecció intraperitoneal de STZ a dosis elevades (160-200 mg/kg) a ratolins és 

suficient per causar la necrosi de les cèl·lules β i l’aparició d’hiperglucèmia al cap d’un o dos dies 

de la injecció. En canvi, si l’administració es realitza en 5 dosis consecutives de STZ, cada una 

d’elles de 40 mg/kg, no diabetogèniques de forma individual, es produeix una infiltració 

limfocitària dels illots pancreàtics (insulitis) que destrueix la cèl·lula β i dóna lloc al 

desenvolupament de diabetis al cap d’unes setmanes. Aquest mètode d’administració es coneix 

com a MLD STZ (Multiple Low Doses of Streptozotocin) i proporciona un bon model experimental, 

ja que en aquest cas la mort es dóna per un procés d’apoptosi, més lent, i no per un procés de 

necrosi com en el model d’administració única  (Like & Rossini, 1976). 

 

Cal tenir en compte però, que l’efecte d’aquest tòxic varia segons l’edat, el sexe i la soca de 

l’animal al que s’administra. La soca CD-1, per exemple, és més susceptible que no pas la soca 

C57BL/6;SJL, aquesta última desenvolupa diabetis després de l’administració amb MLD STZ, 

però sense presentar infiltració limfocitària en els seus illots (Rossini, 1977). 

 

 

 

 

 

Així doncs, tant en la patologia de la diabetis tipus 1, com en la diabetis tipus 2, la combinació 

dels factors ambientals (dieta infeccions víriques, o estrès en la tipus 1; i obesitat i sedentarisme 

en la tipus 2), conjuntament amb la predisposició genètica, dóna lloc a l’alteració i mort de les 

cèl·lules β pancreàtiques. Per tal d’aprofundir però en l’estudi del desenvolupament d’aquestes 

dues patologies, es fa necessari el coneixement de la funcionalitat de les cèl·lules β 

pancreàtiques i de les seves possibles alteracions. 

 

 

 32



                                                                                                                     Introducció 
 

5. FACTORS DE CREIXEMENT SIMILARS A LA INSULINA (IGFs). 
 

Els factor de creixement similars a la insulina I i II (IGF-I i l’IGF-II) pertanyen a una família de 

pèptids relacionats amb la insulina. Tots dos factors de creixement conserven una gran 

homologia entre ells i amb la insulina. A nivell estructural els dos IGFs són molt similars, ja que en 

la seva estructura s’hi poden reconèixer els dominis A, B i C, com en la proinsulina. Presenten a 

més, una extensió en l’extrem carboxiterminal, a continuació del domini A, anomenat domini D 

que no és present en la proinsulina (Daughaday,1989). A diferència de la insulina que circula a 

concentracions de l’ordre de picomolar, els IGFs circulen a concentracions de l’ordre de 

nanomolar i units a proteïnes d’unió que modulen la seva activitat (IGFBPs) (Jones, 1995). El 

principal òrgan productor d’IGFs i de la majoria de les seves proteïnes d’unió és el fetge, tot i que 

també poden ser sintetitzats en la majoria de teixits a on actuen (Rosen, 1999). La insulina actua 

principalment en el fetge, múscul i teixit adipós, mentre que els IGFs ho fan pràcticament en tot 

l’organisme (Kahn, 1985; Daugahday, 1989). Els IGFs presenten doncs una àmplia distribució en 

molts teixits i són importants reguladors del creixement cel·lular, diferenciació i metabolisme. A 

nivell cel·lular poden actuar de forma autocrina o paracrina regulant mitosi, mort cel·lular, 

diferenciació i quimiotaxis (Hawkes, 2004). 

 

Els efectes dels dos IGFs vénen mediats per la seva unió específica a receptors de 

membrana. Tant l’IGF-I com l’IGF-II poden unir-se al receptor de la insulina (IR), i a part 

posseeixen els seus propis receptors amb els qui hi tenen major afinitat (IGF-IR i receptor IGF-

II/M6P respectivament) (Hintz, 1972; Morrione, 1977; Zapf, 1978). El receptor de la insulina (IR) i 

el receptor de l’IGF-I (IGF-IR) formen part d’una família de receptors tirosina quinasa anomenats 

receptors tipus I. Ambdós tenen una estructura molt similar que consta de quatre subunitats 

unides per ponts disulfur: 2 subunitats α extracel·lulars, i 2 subunitats β transmembrana amb 

activitat tirosina quinasa (Massagué, 1982). Aquest receptors de tipus I són els responsables de 

la majoria de les accions de tipus metabòlic i de control de la proliferació i diferenciació dels IGFs. 

El receptor IGF-IR té molta afinitat per l’IGF-I i una afinitat unes 10 vegades menor per l’IGF-II, i 

unes 100 vegades menor per la insulina (Le Roith, 1997).  

 

Els receptors de tipus II (IGF-II/M6P), en canvi, són estructuralment molt diferents de l’IR o de 

l’IGF-IR, és un receptor de tipus glicoproteïna transmembrana i no presenta activitat tirosina 

quinasa sinó que és un receptor acoblat a proteïna G. Semblen tenir un paper en la internalització 

i destrucció dels IGFs en els lisosomes, però no semblen estar involucrats en la mediació de les 

accions pròpies dels IGFs. Tenen una alta afinitat per l’IGF-II, i no uneixen ni IGF-I, ni insulina de 

forma apreciable.  
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Les afinitats pels diferents receptors serien doncs les següents (esquema 7): 

IR  Insulina > IGF-I > IGF-II 

IGF-IR  IGF-I > IGF-II > Insulina 

Receptor IGF-II/M6P  IGF-II  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Esquema 7. Esquema d’afinitat dels receptors de la insulina, de l’IGF-I i de l’IGF-II per les respectives hormones (Le 
Roith, 1997). 
 
 
 

El mecanisme de transducció de senyal de l’IGF-I a través del seu receptor és molt similar al 

que utilitza la insulina a traves de l’IR. En ambdós casos la unió del lligand amb les subunitats α 

dels receptors indueix un canvi conformacional dels receptors que provoquen l’autofosforil·lació 

dels residus tirosina quinasa localitzats a la part intracel·lular de les subunitats β dels receptors. 

Aquesta autofosforil·lació dóna lloc a una cascada de senyalització intracel·lular que inclou la via 

de senyalització de la MAP quinasa i/o de la fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3K) i Akt (Hawkes, 

2004). La insulina està més involucrada en la regulació del metabolisme i l’IGF-I en el creixement 

i desenvolupament. Això pot ser degut a la diferent distribució cel·lular dels receptors, tot i que 

molts teixits expressen ambdós receptors, teixits metabòlics com el fetge i el teixit adipós 

presenten un gran nombre de receptors per la insulina i molt pocs IGF-IR. Per contra, els 

fibroblasts i les cèl·lules β del pàncrees contenen principalment IGF-IR (Flier, 1986) 
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5.1. FACTOR DE CREIXEMENT SIMILAR A LA INSULINA-I (IGF-I). 
 
S’ha descrit que l’IGF-I té un paper important en el desenvolupament i creixement del 

pàncrees exocrí i endocrí, i que estimula la diferenciació i proliferació de les cèl·lules β (Le Roith, 

1997). Aquesta proliferació induïda per IGF-I es dóna sobretot a través de l’activació de IRS-2 

(Lingohr, 2002). Durant el desenvolupament embrionari l’IGF-I és produït a nivells molt baixos, 

per això, es considera que és més important pel creixement i diferenciació del teixit pancreàtic 

postnatal (Smith, 1991; Hayakawa, 1996; Dupont, 2003). A part, l’IGF-I té també, un efecte 

antiinflamatori i antiapoptòtic molt potent via els seu receptor (IGF-IR) (Kauffmann-Zeh, 1997; 

Mabley, 1997; Giannoukakis, 2000).  

 

5.1.1. Animals transgènics que expressen IGF-I a les cèl·lules β pancreàtiques. 

 

En el nostre laboratori s’havien generat ratolins transgènics que expressaven IGF-I 

específicament a les cèl·lules β pancreàtiques (ratolins RIP-I/IGF-I) (George, 2002). Aquests 

ratolins presenten nivells circulants d’IGF-I similars als dels animals control, suggerint un efecte 

paracrí/autocrí de l’IGF-I, i no a nivell sistèmic. Són ratolins normoglucèmics i normoinsulinèmics, 

i a nivell pancreàtic no presenten alteracions ni en la morfologia ni en la distribució dels illots. 

L’expressió local d’IGF-I, tant en fons genètic C57BL/6;SJL com CD-1, contraresta la citotoxicitat i 

la insulitis provocades pel tractament amb 50 mg/Kg de STZ (George, 2002). Els ratolins control 

tractats amb aquesta dosi de STZ desenvolupen hiperglucèmia, hipoinsulièmia, perden massa de 

cèl·lula β i, finalment moren. Els ratolins transgènics RIP/IGF-I, en canvi, mostren una lleugera 

hiperglucèmia al primer mes després del tractament, però normalitzen gradualment la seva 

glucèmia i la resta de paràmetres metabòlics i sobreviuen. Paral·lelament a aquesta normalització 

dels paràmetres sèrics, s’observa una regeneració de la massa de cèl·lula β, com a resultat d’un 

increment en la neogènesi i la replicació d’aquesta. 

 

Quan els transgènics RIP/IGF-I es creuen amb animals RIP/hINFβ, que presenten 

susceptibilitat a desenvolupar diabetis autoimmune (Alba, 2004; Casellas, 2006), l’expressió 

d’IGF-I en aquests animals doble transgènics IFNβ/IGF-I redueix l’expressió de β2-microglobulina, 

bloqueja l’expressió de Fas i contraresta la infiltració present en els illots dels animals RIP/hIFNβ. 

El fet de co-expressar IGF-I, protegeix aquests ratolins doble transgènics IFNβ/IGF-I del 

desenvolupament de diabetis tipus 1 (Casellas, 2006). Tots aquests resultats indiquen que 

l’expressió local d’IGF-I en les cèl·lules β, regenera els illots pancreàtics i contraresta la diabetis 

tipus 1 induïda de forma experimental amb STZ, i a part, és capaç també de protegir els illots 

enfront la infiltració limfocitària i l’apoptosi en un model murí que presenta susceptibilitat a 

desenvolupar diabetis autoimmune. 
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5.2. FACTOR DE CREIXEMENT SIMILAR A LA INSULINA-II (IGF-II). 
 
El gen de l’IGF-II es localitza en el cromosoma 11 en els humans i en el cromosoma 7 en els 

ratolins, pròxim al gen de la insulina en totes dues espècies (Bell, 1985; Frunzio, 1986). El 

principal òrgan de producció dels dos IGFs és el fetge, es desconeix, però, com es regula la 

síntesi i secreció hepàtica d’IGF-II. Durant el desenvolupament pancreàtic, l’IGF-II participa en la 

regulació del creixement i diferenciació dels illots, i és molt més abundant que l’IGF-I (Le Roith, 

1997). L’expressió d’IGF-II a nivell pancreàtic s’ha localitzat a nivell de cèl·lules β dels illots, tant 

en humans com en ratolins (Portela-Gomez, 2000).  

 

En rosegadors, durant el període embrionari l’IGF-II s’expressa a nivells elevats, però, la 

seva expressió s’extingeix pràcticament en la majoria dels teixits unes dues setmanes després 

del naixement. En aquestes espècies animals, un cert percentatge de cèl·lules β són eliminades 

per processos d’apoptosi entre 10 i 14 dies després del naixement, procés considerat important 

per la organització i remodelació de la massa de cèl·lules β en aquest període neonatal (Scaglia, 

1997). Aquesta onada d’apoptosi s’ha descrit que coincideix amb la disminució de l’expressió 

d’IGF-II en els illots durant les primeres setmanes de vida (Petrik, 1998). De fet, en animals 

transgènics, en els quals els nivells sèrics d’IGF-II es mantenen després del naixement, no es 

dóna aquesta onada d’apoptosi en les cèl·lules β (Hill, 2000) 

 

En els humans, a diferència dels rosegadors, tant l’IGF-I com l’IGF-II es mantenen en 

circulació durant tota la vida adulta, especialment l’IGF-II que arriba a assolir nivells en plasma 

tres vegades superiors als d’IGF-I (Haeften, 2004). Tot i els nivells elevats en plasma trobats en 

humans, es desconeix el paper fisiològic d’IGF-II després del naixement. No obstant, es creu que 

probablement l’IGF-II juga un paper molt més important durant el desenvolupament embrionari, 

que no pas en l’adult.  El que sí és conegut, és que, en humans, la seva expressió i presència en 

sèrum, tant en el fetus com en l’adult, ve regulada, com a mínim, per cinc mecanismes de control 

negatiu: 1) Bloqueig transcripcional pel gen repressor de tumors Wilm’s (WT1), localitzat en el 

cromosoma 11 igual que el gen d’IGF-II humà (Drummond, 1992) ; 2) Inactivació de l’al·lel femení 

per imprinting; 3) Eliminació del torrent sanguini a través dels receptors IGF-II/M6P; 4) Presència 

en plasma de, com a mínim, 6 proteïnes d’unió a IGFs (Rogler, 1994); i 5) La presència a nivell 

citoplasmàtic de, com a mínim, 3 proteïnes d’unió al RNAm d’IGF-II. Aquestes proteïnes reben el 

nom d’IMPs o IGF2BPs i regulen la biosíntesi d’IGF-II. IMP2 s’ha descrit que bloqueja la traducció 

del RNAm d’IGF-II, sobretot a nivell de desenvolupament embrionari (Nielsen, 1999). Molt 

recentment, s’ha descrit que un dels locus associats al desenvolupament de diabetis tipus 2 es 

localitza pròxim al gen IGF2BP2 (Zeggini, 2007; Scott, 2007; Saxena, 2007).  

 

 36

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=1323141&query_hl=12&itool=pubmed_docsum


                                                                                                                     Introducció 
 

Els efectes d’IGF-II vénen mediats per la seva unió específica a receptors de membrana. 

L’IGF-II pot unir-se amb diferent afinitat als següents receptors: receptor de la insulina (IR), 

receptor d’IGF-I (IGF-IR) i el receptor d’IGF-II (IGF-II/M6P). El receptor d’insulina existeix en dues 

isoformes (IR-A i IR-B). IR-A és una isoforma més curta generada a partir de l’splicing de l’exó 11 

(Seino, 1989), és la isoforma predominant en el fetus i uneix IGF-II amb elevada afinitat. La 

isoforma IR-B, en canvi, predomina en els teixits adults. IGF-II, de fet, s’uneix a IR-A però no a IR-

B. Durant el desenvolupament embrionari els efectes d’IGF-II en la regulació del creixement i la 

diferenciació cel·lular vindrien mediats en gran part per la senyalització a través d’IR-A (Frasca, 

1999; Rother, 2000). 

 

El receptor IGF-II/Manosa-6-fosfat (IGF-II/M6P) presenta una elevada afinitat per IGF-II i no 

uneix ni insulina ni IGF-I. Es tracta d’un receptor d’expressió ubiqua en diferents tipus cel·lulars i 

teixits, els seus nivells d’expressió vénen regulats a nivell de teixit i de desenvolupament. 

Funciona en dos processos biològics diferents: el transport de lisosomes a nivell intracel·lular i la 

degradació d’IGF-II mitjançant l’endocitosi (Hawkes, 2004). La participació del receptor IGF-

II/M6P en la mediació d’accions biològiques en resposta a la unió amb IGF-II és controvertida. 

Alguns estudis indiquen que la unió d’IGF-II al receptor IGF-II/M6P pot induir un increment de la 

captació d’aminoàcids en cèl·lules musculars, augmentar la síntesi de glucogen en hepatòcits i 

promoure la secreció d’insulina en les cèl·lules β pancreàtiques (Zhang, 1997). 

 

Hi ha estudis que demostren que l’IGF-II a part de tenir importants efectes antiapoptòtics (Hill, 

2000), és capaç també d’induir in vitro la proliferació i la diferenciació de les cèl·lules β 

(Rabinovitch, 1982; Hogg, 1993) i està involucrat en la regulació del creixement i diferenciació 

dels illots (Han, 1988; Le Roith, 1997). Totes aquestes propietats antiapoptòtiques i mitòtiques 

descrites per l’IGF-II es considera que vénen mediades, principalment, per la seva interacció amb 

l’IR-A i l’IGF-IR (Rother, 2000; Haeften, 2004). 

 

5.2.1. Animals transgènics que sobreexpressen IGF-II a les cèl·lules β pancreàtiques. 
 

Tal i com s’ha descrit anteriorment, en el nostre laboratori s’havien generat ratolins 

transgènics que sobreexpressen IGF-II específicament en les cèl·lules β pancreàtiques (ratolins 

RIP/IGF-II). Aquests animals presenten un característiques fenotípiques pròpies d’una pre-

diabetis i unes alteracions morfològiques a nivell dels illots molt similars a les que presenten 

alguns models animals de diabetis tipus 2 (Devedjian, 2000).  
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        III. OBJECTIUS 

 



                                                                                                                              Objectius 

 

Es considera que alteracions en la funcionalitat de les cèl·lules β podrien ser claus en l’inici i 

progressió de la diabetis mellitus. En el nostre laboratori s’havia demostrat que animals 

transgènics que sobreexpressen el factor de creixement IGF-II específicament a les cèl·lules β 

pancreàtiques (RIP/IGF-II) presenten un estat pre-diabètic tipus 2. A més, també s’han descrit 

diverses alteracions gèniques que confereixen susceptibilitat a desenvolupar diabetis, com ara el 

locus IDDM2 i SNPs en el gen IGF2BP2, que podrien estar associades a variacions en els nivells 

d’expressió d’IGF-II en cèl·lules β. Així doncs, l’objectiu general d’aquest treball va ser examinar 

el paper de la sobreexpressió d’IGF-II en cèl·lules β en l’inici del procés diabètic. 

 

Es van estudiar aquests animals per tal de determinar les alteracions en la funcionalitat de 

les cèl·lules β causades per l’expressió d’IGF-II. També es va examinar la susceptibilitat 

d’aquests ratolins transgènics a desenvolupar diabetis oberta en front estímuls que actuessin com 

a factors acceleradors. 

 

Per tant, els objectius concrets d’aquest estudi han estat els següents: 

 

1. Estudiar les alteracions presents en les cèl·lules β dels ratolins transgènics RIP/IGF-II, això 

involucrava: 

 

1.1. Estudiar els processos de la captació de glucosa i secreció d’insulina en els illots dels   

ratolins transgènics RIP/IGF-II. 

1.2.  Estudiar, en els illots dels ratolins transgènics, el perfil d’expressió de gens claus en la 

funcionalitat de la cèl·lula β.   

 

2. Estudiar el paper de les alteracions de les cèl·lules β dels ratolins transgènics en la 

susceptibilitat a desenvolupar diabetis oberta en presència d’un factor accelerador. 

 

 Estudiar la sensibilitat dels ratolins RIP/IGF-II al tractament amb estreptozotocina. 

 Estudiar la susceptibilitat dels ratolins RIP/IGF-II a desenvolupar diabetis oberta en front 

un procés autoimmune, mitjançant el seu creuament amb ratolins RIP/hIFNβ. 
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        IV. RESULTATS 

 



                                                                                                                       Resultats 

1. ESTUDI DELS ILLOTS PANCREÀTICS DELS RATOLINS TRANSGÈNICS RIP/IGF-II. 
 
Ratolins transgènics que sobreexpressen el factor de creixement IGF-II específicament a les  

a les cèl·lules β pancreàtiques (RIP/IGF-II) presenten unes característiques fenotípiques pròpies 

d’un estat pre-diabètic (Devedjian, 2000). En aquest treball, es van estudiar les alteracions 

presents en les cèl·lules β durant l’estadi de pre-diabetis, a fi de determinar la seva contribució 

en tot aquest procés.  
 

1.1. ESTUDI HISTOLÒGIC DELS ILLOTS DELS RATOLINS TRANSGÈNICS RIP/IGF-II. 
 
Les cèl·lules β, productores d’insulina, estan situades normalment al centre dels illots; les 

cèl·lules α, productores de glucagó, situades a la perifèria; i distribuïdes entre les cèl·lules α i les 

β, es troben les cèl·lules δ i PP, que secreten somatostatina i polipèptid pancreàtic, 

respectivament. Una anàlisis histològica ens va permetre comprovar que, tal i com Devedjian et 

al. havien descrit, en els illots del ratolins transgènics RIP/IGF-II aquesta organització cel·lular 

està totalment alterada: les cèl·lules α es troben distribuïdes per tot l’illot i no només a la seva 

perifèria (Fig.1). S’ha descrit que la organització dels diferents tipus cel·lulars dins dels illots és 

molt important pel correcte funcionament d’aquestes cèl·lules, de fet, alteracions morfològiques 

molt similars s’han descrit en diversos models animals de diabetis tipus 2 (Tokuyama, 1995; 

Hoog, 1996; Chankiewitz, 2006). 

  

 

 
Insulina / Glucagó 

 
Con Tg IGF-II  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1. Estudi de l’estructura dels illots pancreàtics dels ratolins transgènics RIP/IGF-II. Imatge d’un illot d’un 
ratolí control i d’un ratolí transgènic RIP/IGF-II en que es marquen, mitjançant tinció immunohistoquímica, les cèl·lules 
β, productores d’insulina (verd), i les cèl·lules α, productores de glucagó (vermell). Ampliació x400. 
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1.2. ESTUDI DE LA CAPACITAT DE SECRECIÓ D’INSULINA EN ELS RATOLINS RIP/IGF-II. 

 
Donat que la funció principal de les cèl·lules β és el control de la glucèmia de l’organisme, 

mitjançant la biosíntesi i secreció d’insulina en resposta a la sobrecàrrega de glucosa, a 

continuació, es va estudiar si les alteracions descrites a nivell d’estructura i d’organització en els 

illots dels ratolins RIP/IGF-II estaven també relacionades amb alteracions en la funcionalitat de 

les cèl·lules β.  

 

Per tal de comprovar si les cèl·lules β dels ratolins transgènics IGF-II eren capaces de 

respondre correctament a la sobrecàrrega de glucosa, es va dur a terme un test de tolerància a 

aquest sucre en ratolins de 2 mesos d’edat. Així, es dejunaren els animals durant 16 hores, 

posteriorment se’ls determinà la glucèmia bassal i se’ls injectà intraperitonealment una dosi de 

glucosa de 2 g/kg de pes. Es va fer un seguiment de la glucèmia dels animals cada 30 minuts 

durant tot el test. En cada un dels punts, a part de mesurar la glucèmia se’ls varen extreure 50 μl 

de sang per la vena de la cua, per tal d’analitzar la concentració d’insulina. Així, vàrem poder 

comprovar que als 2 mesos d’edat els ratolins transgènics IGF-II presenten una marcada 

intolerància a la glucosa (Fig. 2A). Aquesta intolerància era deguda a una disminució en la 

secreció d’insulina en resposta al sucre (Fig. 2B).  

 

La secreció d’insulina en resposta a la glucosa és bifàsica. El primer pic es dóna als pocs 

minuts de la injecció de glucosa i és deguda a l’exocitosi de la insulina acumulada en els grànuls 

de secreció. El segon pic correspon ja a la secreció de la insulina sintetitzada de novo (Kahn, 

2001). Donades les alteracions en el test de tolerància a la glucosa, es va fer un seguiment de la 

secreció d’insulina en resposta a aquest sucre a temps més curts, per tal de comprovar si en els 

animals transgènics IGF-II es donaven de forma correcta els dos pics de secreció. Per això, es 

dejunaren animals de 2 mesos d’edat durant 16 hores. Després del dejuni es va agafar una 

primera mostra de sang a temps 0 i posteriorment se’ls injectà intraperitonealment una dosi de 

3g/Kg de glucosa. A continuació es varen prendre mostres de sang als minuts 2, 5, 15 i 30 

després de la injecció per tal de determinar la concentració d’insulina. En el cas dels animals 

control, s’observà un primer pic de secreció als 2 minuts i un segon als 15 minuts. En els animals 

transgènics IGF-II, la secreció d’insulina en resposta a la sobrecàrrega de glucosa estava 

disminuïda, s’observaven els dos pics de secreció, però eren menors (Fig. 2C). La disminució de 

la secreció d’insulina en resposta a glucosa és característica dels individus en fases inicials de la 

diabetis tipus 2, fet que ens confirma que els ratolins IGF-II es trobarien en un estat pre-diabètic. 
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Figura 2. (A) Test de tolerància a la glucosa (GTT). Es va administrar glucosa (2 g/Kg pes) intraperitonealment 
després de 16 hores de dejuni. El seguiment de la glucèmia es va realitzar cada 30 minuts. Els resultats són la mitja ± 
SEM de 8 animals per grup (* ratolins IGF-II vs. controls en aquell mateix punt; *p<0.05). (B) Secreció d’insulina 
durant el GTT. Durant el GTT s’obtingueren mostres de sang de cada animal en cada un dels punts del test. A partir 
d’aquestes mostres es va mesurar per ELISA la concentració d’insulina al llarg del test. Els resultats són la mitja± SEM 
de 8 animals per grup (* ratolins IGF-II vs. controls en aquell mateix punt; *p<0.05). (C) Secreció d’insulina in vivo. Es 
va administrar glucosa (3 g/Kg) intraperitonealment després de 16 hores de dejuni. Es va extreure sang abans de la 
injecció, i als 2, 5, 15 i 30 minuts després. Els resultats són la mitja ± SEM de 7 animals per grup (* ratolins IGF-II vs. 
controls en aquell mateix punt; *p<0.05). 
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1.3. ESTUDI DELS PROCESSOS DE CAPTACIÓ DE GLUCOSA I SECRECIÓ D’INSULINA 
EN ELS ILLOTS DELS RATOLINS TRANSGÈNICS RIP/IGF-II. 

 

Per tal de determinar quines podien ser les alteracions responsables de la disminució en la 

secreció d’insulina en els ratolins IGF-II, vam analitzar l’expressió de proteïnes claus en el procés 

de captació de glucosa i de secreció d’insulina en aquests animals.  

 

1.3.1. Estudi de les proteïnes implicades en el procés de captació de la glucosa. 
 

Es van determinar els nivells d’expressió del transportador de glucosa Glut2 i l’enzim 

glucoquinasa. Aquestes dues proteïnes constitueixen l’anomenat sensor de la glucosa per les 

cèl·lules β, ja que, en gran part, d’elles depèn el flux d’entrada de glucosa a les cèl·lules β i la 

posterior secreció d’insulina.  

 

En analitzar l’expressió del transportador Glut2 mitjançant PCR a temps real o PCR-

quantitativa (Q-PCR), s’observà una disminució del 71% de la seva expressió en els illots del 

ratolins IGF-II respecte la dels ratolins control (Fig. 3A). Aquesta disminució es va confirmar 

posteriorment mitjançant l’anàlisi immunohistoquímica del pàncrees d’animals control i 

transgènics. Aquest estudi va demostrar la gran absència del transportador en les membranes 

de les cèl·lules β dels ratolins IGF-II (Fig. 3B). També es va analitzar l’expressió del 

transportador Glut1, per tal de comprovar si la manca d’expressió de Glut2 en els ratolins IGF-II, 

es veia compensada per l’increment en l’expressió d’un altre transportador de glucosa. No 

obstant, no s’observaren diferències en els nivells de Glut1 entre els illots de ratolins control i 

transgènics IGF-II (Fig. 3C).  

 

A continuació es va determinar l’expressió de l’altre membre del sensor de glucosa, l’enzim 

glucoquinasa. Els nivells l’expressió d’aquest enzim s’analitzaren mitjançant Q-PCR i Western 

blot. Els resultats obtinguts per Q-PCR semblaven indicar que els illots dels ratolins transgènics 

IGF-II presentaven uns nivells de l’enzim lleugerament inferiors els dels ratolins control, tot i que 

no eren diferències estadísticament significatives (Fig. 3D). A nivell de proteïna però, no 

s’observaren diferències entre els illots control i els IGF-II (Fig. 3E). 

 

Així doncs, la manca de secreció d’insulina observada en els ratolins transgènics IGF-II 

podia venir donada, almenys en part, per una disminució de la captació de glucosa per part de 

les cèl·lules β, deguda a la reducció de l’expressió de Glut2. 
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Figura 3. Anàlisi de l’expressió de les proteïnes implicades en la captació de glucosa en les cèl·lules β. (A) 
Anàlisi de l’expressió de Glut2. Es determinaren els nivells d’expressió de Glut2 mitjançant PCR quantitativa a partir 
d’extractes de RNA d’illots de ratolins control i IGF-II de dos mesos d’edat, tal i com s’indica a l’apartat de Materials i 
Mètodes. Els resultats són la mitja ± SEM de 4 experiments independents (**p<0.01). (B) Anàlisi immuno-
histoquímica de l’expressió de Glut2. Es van fer talls histològics de pàncrees de ratolins mascles de 2 mesos d’edat, 
controls i transgènics IGF-II, i es van incubar amb anticossos anti-Glut2, tal i com es descriu en l’apartat de Materials i 
Mètodes. Ampliació x400. (C, D) Anàlisi de l’expressió d’altres gens relacionats amb la captació de glucosa. Es 
determinaren els nivells d’expressió de Glut1 (C) i Glucoquinasa (D) mitjançant PCR quantitativa a partir d’extractes de 
RNA d’illots d’animals control i transgènics IGF-II de dos mesos d’edat, tal i com s’indica a l’apartat de Materials i 
Mètodes. Els resultats són la mitja ± SEM de 4 experiments independents. (E) Expressió de glucoquinasa (GK). Es 
van determinar els nivells d’expressió de GK mitjançant Western Blot, a partir d’extractes de proteïnes d’illots d’animals 
control i transgènics IGF-II, tal i com s’indica a Materials i Mètodes. Els nivells de proteïna es normalitzaren mitjançant 
l’expressió d’actina. La GK corresponia a una banda de 52KDa, i l’actina a una de 42KDa. 
 

1.3.1.1. Anàlisi de l’expressió de Glut2 en illots de ratolins transgènics IGF-II neonats. 

S’ha descrit que nivells elevats de glucosa en sang poden inhibir l’expressió de Glut2 

(Thorens, 1992; Chen, 1992). Donat el fet que els animals transgènics IGF-II presenten una 

lleugera hiperglucèmia (Devedjian, 2000), es va examinar si la disminució en l’expressió de 

Glut2, observada en els ratolins IGF-II de dos mesos d’edat, era prèvia o bé posterior a les 

alteracions descrites en aquests animals. És a dir, si la disminució de Glut2 podria ser causa o 

bé, conseqüència d’aquestes alteracions. Per això, es varen realitzar anàlisis immuno-

histoquímiques de pàncrees de ratolins control i transgènics recent nascuts. Es va observar que 

tant la disminució de Glut2, com les alteracions en l’organització de les cèl·lules dins dels illots, 

eren ja presents en els ratolins transgènics IGF-II en el moment del naixement (Fig. 4). 
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Figura 4. Anàlisis histològiques del pàncrees de ratolins control i transgènic RIP/IGF-II neonats. Es van fer talls 
histològics de pàncrees procedents de ratolins mascles controls i transgènics IGF-II d’un dia de vida. Es van incubar 
amb anticossos anti-insulina (verd), anti-glucagó (vermell) i anti-Glut2 (verd), tal i com es descriu en l’apartat de 
Materials i Mètodes. Ampliació x100 en el cas de Insulina/Glucagó i x400 pel cas de Glut2. 

 

 
1.3.2. Estudi de gens implicats en el procés de secreció d’insulina. 
 
Donat que les cèl·lules β dels ratolins transgènics IGF-II presentaven una alteració en les 

proteïnes encarregades de la captació de glucosa, a continuació es va estudiar si presentaven 

també alteracions en l’expressió d’algun dels gens que codifiquen per proteïnes implicades en el 

procés de secreció de la insulina. Es mesuraren els nivells d’expressió de les proteïnes Kir6.2 i 

SUR1, que formen els canals de potassi dependents d’ATP. Està descrit que l’alteració en 

l’expressió d’aquestes dues proteïnes dóna lloc a alteracions importants en la secreció d’insulina. 

En illots dels ratolins transgènics s’observava una tendència a expressar menys nivells de Kir6.2 i 

SUR1, però les diferències respecte els illots control no resultaven ser significatives (Fig. 5A i 5B). 
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Figura 5. Anàlisi de l’expressió de gens relacionats amb la secreció d’insulina. Es determinaren els nivells 
d’expressió de les proteïnes que formen els canals de potassi dependents d’ATP, Kir6.2 (A) i SUR1 (B). L’obtenció del 
RNA d’illots i el posterior anàlisi per Q-PCR es va realitzar tal i com s’indica a Materials i Mètodes. Els resultats són la 
mitja ± SEM de 4 experiments independents. 

 

Aquests resultats semblaven indicar doncs, que l’expressió d’IGF-II en les cèl·lules β 

d’aquests ratolins transgènics donava lloc a una important disminució de l’expressió de Glut2, 

però que no alterava significativament els nivells de les proteïnes Kir6.2 i SUR1. Aquesta podria 

ser per tant una possible causa de la intolerància a la glucosa i disminució en la secreció 

d’insulina, observades en aquests ratolins transgènics. A continuació, vàrem investigar els 

mecanismes pels quals es donaven aquestes alteracions en les cèl·lules β d’aquests animals 

transgènics. 

 
1.4. ANÀLISI DE L’EXPRESSIÓ GÈNICA DELS ILLOTS DELS RATOLINS IGF-II. 

 
Per tal d’aprofundir en el coneixement de les alteracions de les cèl·lules β dels ratolins 

transgènics IGF-II, es va realitzar un estudi comparatiu mitjançant la tecnologia de microarrays 

de DNA. Aquest estudi d’expressió gènica ens permetria trobar els possibles mecanismes que 

donen lloc a les alteracions en la secreció d’insulina, així com altres alteracions implicades en el 

desenvolupament de l’estat pre-diabètic en aquests animals.  

 

Un cop analitzades les dades dels microarrays, comparant l’expressió en les mostres dels 

illots dels ratolins control amb les dels ratolins transgènics IGF-II, es trobaren un total de 544 

gens alterats de forma estadísticament significativa. D’aquests gens, 69 era per un increment de 

la seva expressió, i els 475 restants era per una disminució. Segons la classificació del Gene 

Ontology (GO) (www.geneontology.org) la majoria dels gens que presentaven un increment en la 

seva expressió eren components de la matriu extracel·lular, molècules d’adhesió, inflamació i 

resposta immune. Segons aquesta mateixa classificació en el grup de gens que presentaven una 

disminució en l’expressió hi havia principalment gens relacionats amb el metabolisme cel·lular: 

factors de transcripció, cadena de transport d’electrons, transport i cicle cel·lular.  
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De tot el conjunt de gens obtinguts, es van escollir aquells que: 

1) estaven relacionats amb el metabolisme de les cèl·lules β i les funcions de captació de 

glucosa i secreció d’insulina. 

2) podien estar relacionats amb les alteracions morfològiques descrites en els illots dels 

ratolins transgènics IGF-II. 

3) estaven relacionats amb el sistema immunitari, i per tant, podrien contribuir també amb 

les alteracions de l’estat pre-diabètic. 

 

1.4.1. Estudi dels gens relacionats amb el metabolisme de les cèl·lules β i les funcions 

de captació de glucosa i secreció d’insulina.  
 

Dins del grup de gens implicats en el funcionament de les cèl·lules β es va detectar 

principalment l’alteració de diversos transportadors de membrana, elements de la cadena de 

transport d’electrons, molècules implicades en el metabolisme cel·lular, i diversos factors de 

transcripció, entre altres (Taula 1).  

 

En general s’observava una disminució important de gens involucrats en el transport a la 

membrana. Els tres primers gens de la taula corresponen a transportadors de carbohidrats, entre 

els quals es va poder confirmar la marcada disminució del transportador de glucosa Glut2 

(ombrejat amb groc a la Taula 1). Els altres 4 gens corresponen a elements de transport d’ions, 

com per exemple fosfats, clor, bicarbonat (HCO3
-) o potassi. 

 

Es detectava també una disminució en l’expressió d’alguns gens implicats en la cadena de 

transport d’electrons. La producció d’ATP mitjançant aquesta cadena mitocondrial és important, 

ja que les variacions dels nivells d’ATP regulen múltiples processos cel·lulars, inclosa la secreció 

d’insulina. Així doncs, alteracions en els processos de producció d’ATP podrien influir també en 

la disminució de la secreció d’insulina observada en els ratolins transgènics IGF-II. 

 

En el bloc de gens implicats en la transducció de senyals hi trobàvem en primer lloc un 

receptor, Angiotensin receptor like, s’ha descrit que la unió d’aquest amb el seu lligand inhibeix la 

secreció d’insulina (Sorhede, 2005). El següent gen, Phospholipase C epsilon1, és un enzim que 

forma part del metabolisme de l’inositol-trifosfat (IP3), important també en la via de senyalització 

de la insulina. I, els tres darrers gens d’aquest bloc corresponen a enzims implicats en múltiples 

cascades de senyalització intracel·lular, com per exemple la via de les MAPK i la via d’AKT. 

 

Es detectava també una disminució important del factor de creixement de l’endoteli vascular 

(VEGF), aquest és essencial per la vascularització i correcta funció dels illots pancreàtics 
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(Brissova, 2006). Es va confirmar també la sobreexpressió d’IGF-II induïda pel transgèn 

(ombrejat amb groc en la Taula 1). 

 

Dins del grup de gens considerats d’unió a DNA es detectava una marcada disminució de 

tres factors de transcripció molt importants pel desenvolupament embrionari dels illots i per la 

funcionalitat de les cèl·lules β: Isl1, Pdx1 i FoxA2 (també anomenat HNF3β). Els dos últims 

(ombrejats amb groc en la Taula 1) regulen directament l’expressió de gens implicats en els 

processos de captació de glucosa i secreció d’insulina. És per això, que ens vam centrar en 

l’anàlisi d’aquests dos factors de transcripció per tal de continuar els estudis de funcionalitat de 

les cèl·lules β dels ratolins RIP/IGF-II. 

 

 

  Símbol Nom del gen Gen ID Variació
Transportadors Slc35a3 solute carrier family 35 ((UDP-GlcNAc transporter), member 3 229782 0.66 
 Slc2a2 solute carrier family 2 (facilitated glucose transp.), member 2 (Glut2) 20526 0.24 
 Slc2a5 solute carrier family 2 (facilitated glucose transp.), member 5 (Glut5) 56485 0.61 
 Slc20a2 Solute carrier family 20, member 2 20516 0.60 
 Scl12a7 solute carrier family 12, member 7 20499 0.57 
 Slc4a7 solute carrier family 4, sodium bicarbonate cotransporter, member 7 218756 0.47 
 Kcnk16 potassium channel, subfamily K, member 16 74571 0,52 
     
Cadena transp. Atp6v1b2 ATPase, H+ transporting, V1 subunit B, isoform 2 11966 0.77 
electrons Atp6v0c ATPase, H+ transporting, V0 subunit C 11984 0.61 
 Cyp4v3 cytochrome P450, family 4, subfamily v, polypeptide 3 102294 0.53 
     
Transducció  agtrl1 Angiotensin receptor like 23796 4 
de senyals Plce1 phospholipase C, epsilon 1 18596 2.5 
 Pdgfrb platelet derived growth factor receptor, beta polypeptide 18596 3 
 Prkcm protein kinase C, mu 18760 0.62 
 PrKar1b protein kinase, cAMP dependent regulatory, type I beta 19085 0.60 
     
Factors de  Vegfa vascular endothelial growth factor A 22339 0.53 
creixement Igf2 Insulin like growth factor 2 16002 1361.82
     
Unió a DNA Isl1 ISL1 transcription factor, LIM/homeodomain (islet 1) 16392 0.42 
 Pdx1 insulin promoter factor 1, homeodomain transcription factor 18609 0.58 
 Foxa2 forkhead box A2 15376 0.58 

 
 
Taula 1. Llistat de gens relacionats amb la funcionalitat de les cèl·lules β. En la taula s’hi mostra l’increment o la 
disminució d’alguns dels gens relacionats amb la funcionalitat de les cèl·lules β, trobats en l’estudi de microarrays. Els 
gens ombrejats amb groc són resultats que s’havien observat prèviament (la disminució de Glut2 i la sobreexpressió 
d’IGF2); i gens que s’escolliren posteriorment per seguir l’estudi de funcionalitat dels illots dels ratolins RIP/IGF-II. 
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1.4.1.1. Estudi de l’expressió de gens regulats per Pdx1 i HNF3β en les cèl·lules β. 

 

El factor de transcripció Pdx1 és un dels principals factors de transcripció tant durant el 

desenvolupament embrionari del pàncrees, com en les cèl·lules β adultes. Actua regulant la 

transcripció de múltiples gens, entre els quals hi ha el gen del transportador de glucosa Glut2 

(Waeber, 1996) i el de la glucoquinasa (Watada,1996b). En primer lloc, es va confirmar, 

mitjançant Q-PCR, la disminució de l’expressió de Pdx1 i HNF3β en els illots dels ratolins 

transgènics IGF-II (Fig. 6A i 6B). 
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Figura 6. Expressió de Pdx1 i HNF3β/FoxA2 en illots d’animals de 2 mesos d’edat. Els nivells d’expressió de 
Pdx1(A), i HNF3β (B) es determinaren per PCR quantitativa a partir d’extractes de RNA de pools d’illots d’animals 
control i transgènics IGF-II de dos mesos d’edat, realitzat tal i com s’indica a l’apartat de Materials i Mètodes. Els 
resultats són la mitja ± SEM de 4 experiments independents (*p<0.05; **p<0.01). 

 

La disminució de Pdx1 podria explicar doncs, la important reducció dels nivells de Glut2 

observada en els ratolins IGF-II (tal i com s’indica en la figura 7). El factor de transcripció HNF3β 

(FoxA2), està descrit que indueix l’expressió de diferents factors de transcripció, com per 

exemple Pdx1 (Wu, 1997; Lee, 2002), i de les subunitats Kir6.2 i SUR1 dels canals de potassi 

dependents d’ATP (Sund, 2001; Lantz, 2004). Així doncs la disminució de l’expressió d’HNF3β 

podria explicar, en primer lloc, la disminució de l’expressió de Pdx1, i en segon lloc, les petites 

variacions en l’expressió de les subunitats Kir6.2 i SUR1, observades també en els ratolins IGF-II 

(Fig. 7). 
 

 
Figura 7. Funcions de Pdx1 i HNF3β en la regulació de la transcripció de gens implicats en el procés de 
captació de glucosa i síntesi d’insulina. L’esquema mostra alguna de les funcions d’HNF3β i Pdx1 en la regulació 
de gens importants per la captació de glucosa i la secreció d’insulina. Les fletxes (↓) indiquen disminució de l’expressió 
d’aquests gens. En puntejat es mostren aquelles interaccions, que en el cas dels ratolins transgènics RIP/IGF-II, 
possiblement es veurien disminuïdes degut a la reducció dels nivells d’expressió d’aquests factors. 
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Tant Pdx1 com HNF3β regulen també la transcripció de molts altres gens importants per la 

funcionalitat de les cèl·lules β. Així doncs, es va examinar, mitjançant Q-PCRs, si la disminució 

dels nivells d’expressió de Pdx1 i HNF3β podia induir l’alteració de l’expressió gènica d’altres 

factors de transcripció importants també en cèl·lules β dels ratolins transgènics.  

  

Pdx1 és un dels principals factors que regulen la transcripció del gen de la insulina. Es van 

analitzar els nivells d’expressió d’insulina en els illots dels animals control i IGF-II i es va 

observar una disminució del 54% de l’expressió d’insulina en els ratolins IGF-II (Fig. 8A). 

L’expressió de Pdx1 ve regulada a la vegada per diferents factors de transcripció com ara 

HNF3β i Beta2/NeuroD1, entre altres. Aquest darrer regula tant l’expressió de Pdx1 com la 

d’insulina (Fig. 9). Els illots dels ratolins IGF-II presentaven una disminució d’un 42% dels nivells 

de Beta2/NeuroD1, tot i que aquesta no era estadísticament significativa (Fig.8B).  

 

HNF3β regula, a part de l’expressió de Pdx1, la d’altres factors de transcripció com són 

HNF4α, HNF1α, Nkx6.1 i MafA. Així s’observà que, només els nivells d’expressió d’HNF4α i 

MafA es trobaven també significativament disminuïts en els ratolins IGF-II respecte els ratolins 

control. La reducció d’HNF4α era d’un 65% (Fig. 8C), i la de MafA era d’un 62% (Fig. 8D). No 

s’observaren alteracions en els nivells d’expressió de HNF1α i Nkx6.1 (Fig. 8E i 8F).   
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Figura 8. Expressió gènica d’insulina i de factors de transcripció regulats per Pdx1 i HNF3β. Es determinaren 
mitjançant Q-PCR, tal i com s’indica a Materials i Mètodes, els nivells d’expressió d’insulina (A) i de factors de 
transcripció relacionats amb la funcionalitat de les cèl·lules β: Beta2/NeuroD1 (B), HNF4α (C), MafA (D), HNF1α (E) i 
Nkx6.1 (F). Els resultats són la mitja ± SEM de 4 experiments independents (*p<0.05; **p<0.01). 
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Així doncs, l’expressió d’IGF-II en les cèl·lules β d’aquests animals transgènics induïa 

l’alteració de diversos factors de transcripció importants pel correcte funcionament de les 

cèl·lules β, tal i com s’esquematitza en les figures 7 i 9. Algunes d’aquests podrien donar lloc a la 

disminució de Glut2, de l’expressió d’insulina i a la corresponent disminució en la secreció 

d’insulina i intolerància a la glucosa. Alteracions similars s’han descrit en diversos models 

animals de diabetis tipus 2.  

 

 

Figura 9. Algunes de les interaccions donades en les cèl·lules β pancreàtiques. L’esquema mostra alguna de les 
interaccions descrites entre HNF3β, Pdx1 i altres factors de transcripció importants pel funcionament de les cèl·lules β. 
Les fletxes (↓) indiquen disminució de l’expressió d’aquests gens en els illots dels ratolins IGF-II. En puntejat es 
mostren aquelles interaccions, que en el cas dels ratolins transgènics RIP/IGF-II, possiblement es veurien disminuïdes 
degut a la reducció dels nivells d’expressió d’aquests factors. 

 

 

1.4.2. Estudi dels gens relacionats amb les alteracions morfològiques dels illots. 
 
En els estudis comparatius mitjançant microarrays, alguns dels gens que presentaven un 

increment important en els illots dels ratolins IGF-II estaven involucrats en l’estructura de la 

matriu extracel·lular i l’adhesió entre cèl·lules (Taula 2). Alteracions en alguns d’aquests gens 

podrien estar implicades en la desorganització dels illots, en la majoria dels casos però, podrien 

tractar-se també d’alteracions  donades com a conseqüència d’aquesta desestructuració.  

 

La majoria dels gens que presentaven un increment important en els illots dels ratolins IGF-II 

eren components implicats en la formació de la matriu extracel·lular, migració i adhesió cel·lular, 

concretament l’adhesió cèl·lula-matriu. Un exemple d’aquests són tota la família de pro-

col·lagens, el syndecan 4, el nidogen-1, el tensin, el dermatopontin, i l’scavenger receptor class 

F. En canvi, es detectava una disminució important del gens involucrats en l’adhesió cèl·lula-

cèl·lula, com per exemple la caherina 8 (Taula 2). 
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 Símbol Nom del gen Gen ID Variació
Matriu Sdc4 syndecan 4 20971 2.26 
extracel·lular Col3a1 procollagen, type III, alpha 1 12825 5.37 

 Col6a2 procollagen, type VI, alpha 2 12834 4.72 
 Col1a2 procollagen, type I, alpha 2 12843 5.39 
 Col14a1 procollagen, type XIV, alpha 1 12818 6.97 
 Col4a2 procollagen, type IV, alpha 2 12827 1.78 
 Nid1 nidogen 1 18073 2.12 
 Tns tensin 21961 2.13 
 Dpt dermatopontin 56429 6.8 
 Scarf2 scavenger receptor class F, member 2 224024 2.58 
 Cdh8 cadherin 8 12564 0,46 

 
Taula 2. Llistat de gens relacionats amb l’estructura de la matriu extracel·lular. En la taula s’hi mostra l’increment o 
la disminució d’alguns dels gens relacionats amb la matriu extracel·lulars, trobats en l’estudi de microarrays dels illots de 
ratolins control vs. els illots de ratolins transgènics IGF-II. 
 
 

Donat que s’observaven moltes alteracions a nivell de l’expressió de pro-col·lagens, es va 

analitzar l’expressió de col·lagen IV mitjançant una anàlisi immunohistoquímica. No obstant, no 

s’observaren diferències en els nivells d’expressió i distribució de col·lagen IV entre els illots dels 

ratolins control i IGF-II (Fig. 10A). 

 

S’ha descrit que les unions cèl·lula-cèl·lula són bàsiques tant pel manteniment de 

l’organització dels illots, com per la funcionalitat d’aquestes cèl·lules. La E-cadherina és una de 

les molècules important pel manteniment d’aquesta adhesió entre les diferents cèl·lules de l’illot. 

(Dahl, 1996). En els illots dels ratolins transgènics IGF-II s’observà també una disminució 

important dels nivells d’aquesta proteïna (Fig. 10B).  
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Figura 10. (A) Anàlisi immunohistoquímica de col·lagen IV. Imatge d’un illots d’un ratolí control i d’un ratolí 
transgènic RIP/IGF-II en que es marca, mitjançant tinció immunohistoquímica, l’expressió de col·lagen IV. Ampliació 
x200. (B) Anàlisi de l’expressió de E-cadherina. Es van determinar els nivells d’expressió d’E-cadherina mitjançant 
Western Blot, a partir d’extractes de proteïnes d’illots d’animals control i transgènics IGF-II, tal i com s’indica a Materials 
i Mètodes. Els nivells de proteïna es normalitzaren mitjançant l’expressió d’actina. L’E-cadherina corresponia a una 
banda de 124KDa, i l’actina a una de 42KDa. 
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1.4.3. Estudi de l’alteració de gens relacionats amb els sistema immunitari. 
 
En els resultats obtinguts dels microarrays de DNA, i, segons a classificació del Gene 

Ontology, alguns dels gens que es trobaven sobreexpressats en els illots dels ratolins 

transgènics IGF-II, eren gens relacionats amb inflamació i resposta immune. Un d’aquests gens 

era el H2-Aa, que codifica per la cadena α del MHC de classe II. L’expressió de MHC de classe II 

es restringeix normalment a les cèl·lules presentadores d’antígens (APC) del sistema immunitari, 

com poden ser macròfags, cèl·lules dendrítiques, limfòcits B i limfòcits T. Són reconegudes per 

les cèl·lules T CD4+ i donen lloc a la seva posterior activació (Abbas, 1995).  

 

  

 Símbol Nom del gen Gen ID Variació
Resposta 
Immune H2-Aa Histocompatibility 2, class II antigen A, alpha 14960 2.7 

 
Taula 3. Increment de l’expressió del gen H2-Aa. En la taula s’hi mostra l’increment d’alguns dels gens relacionats 
amb el sistema immunitari, trobats en l’estudi de microarrays dels illots de ratolins control vs. IGF-II.  

 

 

La sobreexpressió d’aquestes de molècules en els illots dels animals transgènics IGF-II 

resultava ser d’enorme interès, sobretot tenint en compte que els ratolins IGF-II es troben en un 

fons genètic C57BL/6;SLJ, resistent a desenvolupar infiltració limfocitària. Per tant, donat que 

aquests illots no presentaven insulitis (Fig. 11), l’increment en l’expressió d’aquests molècules no 

podia explicar-se per un increment de la presència de cèl·lules dels sistema immunitari. 

 

 

 

 
Con Tg IGF-II 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 11. Anàlisi immunohistoquímica del pàncrees dels ratolins IGF-II. Anàlisi immunohistoquímica per detectar 
l’expressió d’insulina en els illots pancreàtics de ratolins control i transgènics IGF-II. Tinció amb un anticòs anti-insulina 
(marró), contrastat amb hematoxilina. Ampliació x400.  
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En primer lloc, es va comprovar el resultat dels microarrays mitjançant Q-PCR i es va 

observar que els illots dels ratolins transgènics IGF-II presentaven una expressió de MHC de 

classe II, sis vegades superior a la dels ratolins control (Fig. 12A). Així doncs, la sobreexpressió 

d’IGF-II en les cèl·lules β d’aquests ratolins transgènics donava lloc a l’expressió de marcadors 

propis de cèl·lules presentadores d’antígens. L’expressió de MHC-II a nivell de cèl·lules β s’ha 

descrit en algun model animal de diabetis tipus 2 (Homo-Delarche, 2006) i en pacients diabètics 

tipus 1 (Bottazzo, 1985; Foulis,1987). 

 

Donat l’increment de l’expressió de MHC-II en els illots dels ratolins transgènics, es va 

examinar si aquest era degut a un increment també de l’expressió gènica del seu coactivador, el 

transactivador CIITApIV. No obstant, no s’observaren diferències en l’expressió d’aquest 

transactivador entre els illots dels ratolins control i IGF-II (Fig. 12B). 

 

A continuació s’estudià si en aquestes cèl·lules β també s’hi induïen canvis en els nivells 

d’expressió de molècules MHC de classe I. Aquestes s’expressen en totes les cèl·lules 

nucleades de l’organisme i són reconegudes pels receptors TCR de les cèl·lules T CD8+ 

citotòxiques. Per tal de valorar els nivells d’expressió d’aquestes molècules es van determinar 

mitjançant Q-PCR els nivells d’expressió d’una de les cadenes que les constitueixen, la molècula 

β2-microglobulina. En els illots dels ratolins transgènics s’observà un increment significatiu, 

d’unes dues vegades, dels nivells d’expressió de  β2-microglobulina (Fig. 12C). 
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Figura 12. Anàlisi per PCR quantitativa de l’alteració de l’expressió de diferents gens implicats en els sistema 
immune. Es determinaren els nivells d’expressió de MHC de classe II (A), del transactivador CIITApIV (B) i de β2-
microglobulina (C), en pools d’illots de ratolins control i de ratolins transgènics IGF-II de 2 mesos d’edat. L’obtenció del 
RNA d’illots i el posterior anàlisi per Q-PCR es va realitzar tal i com s’indica a Materials i Mètodes. Els resultats són la 
mitja ± SEM de 3 experiments independents (*p<0.05; **p<0.01).  
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1.4.3.1. Estudi dels nivells d’expressió d’insulina i d’IGF-II a timus. 

 

L’expressió del gen quimèric en els ratolins transgènics IGF-II es dóna sota el control del 

promotor del gen de la insulina-1 de rata (RIP-I). S’ha descrit que aquest promotor només 

s’expressa a nivell de pàncrees i de retina, a diferència del promotor RIP-II que s’expressa a nivell 

de pàncrees, fetge i timus (Deltour, 1993; Budd, 1993). De totes maneres però, es va comprovar 

que  les alteracions observades a nivell de la hiperexpressió de molècules de MHC de classe I i II 

no eren degudes a una expressió aberrant del gen quimèric a nivell de timus. Per aquest motiu es 

van determinar tant els nivells d’expressió d’IGF-II com els d’insulina, mitjançant Q-PCR, a 

mostres de timus de ratolins control i transgènics. No s’observaren diferències entre els dos grups 

en l’expressió de cap dels dos gens (Fig. 13A i 13B). Per tant, les alteracions observades en els 

ratolins transgènics eren degudes a l’efecte local de l’expressió del transgen a nivell de les 

cèl·lules β pancreàtiques, i no a l’efecte de l’expressió del transgen a nivell de timus. 
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Figura 13. Nivells d’expressió tímica d’insulina i d’IGF-II. L’expressió d’insulina i d’IGF-II es determinà per Q-PCR 
de timus de ratolins control i IGF-II de 2 mesos d’edat. Els resultats són la mitja ± SEM de 6 animals per grup. 

 

L’alteració en l’expressió de molècules de MHC de classe I, classe II i en el gen de l’IGF-II, 

podrien mimetitzar, en certa manera, els efectes dels locus IDDM1 i IDDM2, descrits en els 

pacients amb susceptibilitat a desenvolupar diabetis tipus 1. Tot i això però, els ratolins IGF-II no 

desenvolupaven per si sols un procés diabètic obert. Aquests ratolins transgènics es troben en un 

fons genètic C57BL/6;SJL, que no predisposa a desenvolupar infiltració limfocitària, per tant, tot i 

les alteracions presents en molècules del sistema immune, possiblement la manca d’infiltració 

impedia que acabessin desenvolupant diabetis oberta. 
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Així doncs, l’expressió d’IGF-II en les cèl·lules β d’aquests ratolins transgènics donava lloc a 

una sèrie d’alteracions en la morfologia i organització els illots, així com també en gens 

importants per la funcionalitat pròpia d’aquests cèl·lules. Totes aquestes portaven als animals 

RIP/IGF-II a desenvolupar pre-diabetis. Moltes de les alteracions descrites en aquests ratolins 

transgènics, tant a nivell morfològic, com a nivell funcional, es troben també en altres models 

animals espontanis de diabetis tipus 2, com poden ser les rates GK o els ratolins NZO (Hoog, 

1996; Chankiewitz, 2006). Tot i presentar però aquestes alteracions, aquests ratolins no 

desenvolupaven diabetis oberta de forma espontània. 

 

S’ha descrit que les alteracions en la funcionalitat de les cèl·lules β serien un component 

clau, i no una simple conseqüència en la patologia de la diabetis tipus 2 (Kahn, 2003; Marchetti, 

2006). Certs grups postulen que factors ambientals que provoquessin la disfunció de les cèl·lules 

β, acabarien accelerant també el procés diabètic (Wilkin, 2001; Mathis, 2001; Donath, 2003; 

Mandrup-Poulsen, 2003). Tant en la diabetis tipus 1 com en la tipus 2, factors ambientals 

actuarien com a factors acceleradors en individus genèticament susceptibles. En el cas de la 

diabetis tipus 1 aquests factors podrien ser per exemple la dieta, infeccions víriques, estrès o 

certs antibiòtics; i en el de la diabetis tipus 2 serien la obesitat, l’estrès o el sedentarisme, entre 

altres (Wilkin, 2001).  

 

Donat que moltes de les alteracions descrites en les cèl·lules β dels ratolins RIP/IGF-II, són 

pròpies d’un estat pre-diabètic tipus 2, en la segona part d’aquest treball, ens vam plantejar 

examinar si totes aquestes alteracions podrien fer que aquests ratolins fossin més vulnerables a 

desenvolupar una diabetis oberta en presència d’un factor ambiental que accelerés el procés. Es 

van voler utilitzar factors acceleradors que actuessin de forma específica sobre les cèl·lules β 

pancreàtiques. És per això que vam escollir en primer lloc el tractament amb estreptozotocina, 

que simularia un efecte tòxic, específic per les cèl·lules β; i en segon lloc, la presència d’un 

procés autoimmune, que seria un procés més crònic i més propi de la patologia diabètica.  
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2. ESTUDI DE LA SUSCEPTIBILITAT DELS ANIMALS TRANSGÈNICS RIP/IGF-II AL 

TRACTAMENT AMB ESTREPTOZOTOCINA (STZ). 

 

Per tal de valorar la susceptibilitat dels ratolins IGF-II a desenvolupar diabetis oberta, vam 

escollir en primer lloc com a estímul accelerador, un factor que actués específicament sobre les 

cèl·lules �  pancreàtiques, és per això que utilitzàrem el tractament amb STZ.  

 

S’ha de tenir en compte però, que els ratolins transgènics RIP/IGF-I, que expressen IGF-I de 

forma local en les cèl·lules β pancreàtiques, recuperen la massa de cèl·lules β i contraresten la 

citotoxicitat provocada pel tractament amb STZ (George, 2002). S’ha descrit que el factor de 

creixement IGF-II té importants efectes anti-apoptòtics, és capaç d’induir in vitro la proliferació i la 

diferenciació de les cèl·lules β, i està també involucrat en el creixement i diferenciació dels illots 

(Hill, 2000; Rabinovitch, 1982; Hogg, 1993). Per tant, el fet de sobreexpressar IGF-II a nivell de 

les cèl·lules β pancreàtiques, i donades les similituds existents entre els factors de creixement 

IGF-I i IGF-II, podria donar lloc a que aquesta expressió bloquegés l’efecte del tractament amb 

STZ, tal i com s’ha descrit que succeeix en els ratolins RIP/IGF-I (George, 2002).  

 

2.1. ESTUDI DE LA SUSCEPTIBILITAT AL TRACTAMENT AMB 40 mg/Kg DE STZ. 

 

Vam iniciar l’estudi de susceptibilitat al tractament amb STZ injectant 5 dosis consecutives de 

40 mg/Kg de STZ, a ratolins control i transgènics IGF-II de dos mesos d’edat. Aquest tractament 

es coneix com a injecció de múltiples dosis baixes d’estreptozotocina (MLD STZ). Es va escollir 

aquesta dosis perquè s’ha descrit que indueix la formació de radicals lliures i d’òxid nítric que 

donen lloc a l’apoptosi de les cèl·lules β i porten al desenvolupament de diabetis oberta en 

ratolins control (Like & Rossini, 1976; O’Brien, 1996). D’aquesta manera es podia comprovar si 

les alteracions en les cèl·lules �  dels ratolins transgènics IGF-II els feien ser susceptibles a 

desenvolupar diabetis, o, si el contrari, el fet de sobreexpressar IGF-II a nivell de les cèl·lules β 

bloquejava l’efecte del tòxic, tal i com succeeix en els animals transgènics que expressen IGF-I a 

les cèl·lules β del pàncrees (George, 2002).  
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2.1.1. Seguiment de la glucèmia. 

 

En primer lloc, es va realitzar un seguiment de la glucèmia dels animals durant 3 mesos. La 

mesura es realitzava sempre en estat d’alimentació i a la mateixa hora al llarg de tot l’estudi. Es 

va obtenir una primera mesura el dia 0, dia previ a la primera injecció de STZ, per tal de tenir un 

valor de referència de la glucèmia dels mateixos animals. Tant els animals control, com els 

transgènics presentaven ja una marcada hiperglucèmia una setmana després d’iniciar el 

tractament. Un mes després ambdós grups, assoliren concentracions de glucosa en sang al 

voltant  de 600 mg/dL (límit màxim de detecció del Glucometer Elite®) (Fig. 15A). L’evolució de la 

glucèmia va ser molt similar entre els dos grups i, en finalitzar l’estudi, tant els animals control 

com els transgènics IGF-II presentaven hiperglucèmia, característica de la diabetis. També, als 2 

i 3 mesos després del tractament es van prendre mostres de sang dels animals després d’un 

dejuni de 16 hores, per tal de determinar així els valors de glucosa bassal. Ambdós grups 

presentaven, tant als 2 com als 3 mesos, una marcada hiperglucèmia en dejú, característica 

també del procés diabètic (Fig. 15B). 

 

Els animals transgènics RIP/IGF-II no eren capaços, doncs, de contrarestar la hiperglucèmia 

diabètica induïda pel tractament amb STZ, sinó que responien al tractament igual que els ratolins 

control. 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15. Glucèmia dels ratolins tractats amb 40 mg/kg de STZ. (A) Evolució de la glucèmia en alimentació. 
Ratolins mascles de 2 mesos d’edat, control i transgènics IGF-II, es tractaren amb dosis de 40 mg/Kg de STZ, durant 5 
dies consecutius. Les mesures de glucosa es varen prendre en alimentació, abans del tractament, i posteriorment es 
va realitzar un seguiment de la glucèmia durant 3 mesos. Els valors són la mitja ± SEM de 8 animals per grup. (B) 
Nivells de glucèmia en dejú. Mesures de la glucèmia després de 16 hores de dejuni. Mesures preses abans i al cap 
de 2 i 3 mesos després del tractament. Els resultats són la mitja ± SEM de 8 animals per grup. 
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2.1.2. Determinació dels nivells d’insulina circulant. 

 

Per valorar els efectes del tractament amb STZ sobre els nivells circulants d’insulina, 

s’analitzaren mostres de sèrum dels animals abans i 3 mesos després del tractament. Els 

ratolins transgènics RIP/IGF-II presentaven hiperinsulinèmia abans del tractament (Devedjian, 

2000). Després del tractament, però, s’observà que tant els ratolins control com els transgènics 

IGF-II, en alimentació, presentaven nivells d’hipoinsulinèmia similars (Fig. 16). Aquests resultats 

concordaven amb la hiperglucèmia observada en ambdós grups. En els ratolins transgènics IGF-

II però, la disminució dels nivells d’insulina era major, ja que passaven de valors 

d’hiperinsulinèmia, abans del tractament, a una marcada hipoinsulinèmia després de la inducció 

de diabetis experimental. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Nivells d’insulinèmia. Es va determinar la concentració d’insulina en sèrum dels ratolins control i 
transgènics IGF-II abans i 3 mesos després del tractament amb STZ. Els resultats són la mitja ± SEM de 8 animals per 
grup (§ respecte Control no tractat ; §§ p<0.01; * ratolins tractats vs. no tractats; ** p<0.01). 

 

 

2.1.3. Determinació de la massa de cèl·lula β. 

 

Per comprovar si la disminució en els nivells d’insulina circulant era degut a una pèrdua de la 

massa de cèl·lula β es va realitzar una anàlisi morfomètrica dels pàncrees d’aquests animals. Per 

això, es varen realitzar talls seriats dels pàncrees dels ratolins control i transgènic en els que es 

va delimitar l’àrea de cèl·lula �  amb una tinció immunohistoquímica anti-insulina (Fig. 17A). S’ha 

descrit que el tractament amb MLD STZ indueix una infiltració limfocitària dels illots en algunes 

soques de ratolins (Like & Rossini, 1976; O’Brien, 1996). Els transgènics IGF-II però, es troben 

en un fons genètic C57BL/6;SJL, aquesta és una soca molt resistent a desenvolupar insulitis en 

els illots (Rossini, 1977), és per això que aquests ratolins no presentaven d’infiltració després del 
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tractament (Fig. 17A). Els transgènics RIP/IGF-II presentaven abans del tractament, hiperplàsia 

de les cèl·lules β, una massa 3 vegades superior a la dels ratolins control (Devedjian, 2000). Al 

finalitzar l’estudi, tots dos grups presentaven una marcada reducció de la massa de cèl·lula �  

(Fig. 17B), en el cas dels controls la pèrdua era del 80%, en els transgènics aquesta pèrdua 

arribava a ser del 93%. Aquesta major pèrdua de cèl·lules β, concordava amb la major 

disminució en els nivells d’insulina circulant, i la hiperglucèmia observades en els ratolins IGF-II. 

Tot i la presència del factor de creixement a nivell de les cèl·lules β, els animals transgènics 

RIP/IGF-II no eren capaços, doncs, de contrarestar la pèrdua de cèl·lula β induïda pel tractament 

amb STZ, sinó que, tot el contrari, perdien més massa de cèl·lules β que no els ratolins control. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 17. Determinació de la massa de cèl·lula � . (A) Anàlisis immunohistoquímiques per detectar l’expressió 
d’insulina en els illots pancreàtics de ratolins control i transgènics IGF-II, abans i 3 mesos després del tractament amb 
STZ. Ampliació x200 -STZ i x400 +STZ. (B) Es va determinar la massa de cèl·lula �  pancreàtica dels ratolins control i 
transgènics IGF-II abans i 3 mesos després del tractament amb STZ, tal i com es descriu a Materials i Mètodes. Els 
resultats són la mitja ± SEM de 4 animals per grup (§ respecte Control no tractat; §§ p<0.01; * ratolins tractats vs. no 
tractats; ** p<0.01).  
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2.1.4. Detecció de l’apoptosi  de la cèl·lula β. 

 

S’ha descrit que la injecció de múltiples dosis baixes d’estreptozotocina (MLD STZ) destrueix 

la cèl·lula �  principalment per apoptosi (O’Brien, 1996). El pic d’apoptosi es detecta 

aproximadament al dia 10 després del tractament amb MLD STZ (Like, & Rossini, 1976). Així 

doncs, a dia 10 després del tractament es sacrificaren 4 animals de cada grup experimental, per 

tal de comprovar si la sobreexpressió d’IGF-II en les cèl·lules �  pancreàtiques disminuïa el grau 

d’apoptosi que provoca el tractament amb MLD STZ.  

 

La determinació de l’índex d’apoptosi es va realitzar mitjançant una anàlisi immuno-

histoquímica que ens va permetre detectar i contar els nuclis apoptòtics. La tècnica de TUNEL 

permet marcar els nuclis de les cèl·lules apoptòtiques gràcies a l’acció de l’enzim transferasa 

terminal. Aquest enzim actua unint nucleòtids marcats als fragments trencats de DNA, 

característica pròpia del procés apoptòtic. Es varen incubar alhora, els pàncrees dels ratolins 

control i transgènics, amb els següents anticossos: anti-glucagó, anti-PP i anti-somatostatina, i 

es va realitzar un marcatge dels nuclis apoptòtics mitjançant la tècnica de TUNEL (Fig. 18A). No 

s’observaren diferències entre controls i transgènics ni abans ni després del tractament amb STZ 

(Fig. 18B). En tots dos grups l’apoptosi era pràcticament nul·la a l’inici de l’estudi, i, tant en uns 

com en els altres s’observà un increment significatiu de l’apoptosi després del tractament.  

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 18. Determinació de l’apoptosi de les cèl·lules β  10 dies després del tractament amb STZ. (A) Anàlisis 
immunohistoquímiques per tal de detectar l’apoptosi en animals control i transgènics IGF-II abans i 10 dies després del 
tractament amb STZ; realitzat tal i com s’indica a Materials i Mètodes. Ampliació 400x. (B) Anàlisi de l’índex d’apoptosi 
en els diferents grups experimentals. En la gràfica es representa el percentatge de cèl·lules β apoptòtiques. L’anàlisi 
es va realitzar tal i com es descriu en l’apartat de Materials i Mètodes. Els resultats són la mitja ± SEM de 4 animals 
per grup (* ratolins tractats vs. no tractats; ** p<0.01).  
 
 

+ STZ 

Con 

Tg IGF-II 

** 
 

- STZ 
0 

0.5 

1.0 

1.5 

2.0 

C
èl

·l
u

le
s 
β

 a
p

o
p

tò
ti

q
u

e
s 

(%
) 

B 
 

A 
 cèl·lules no 
β 

TUNEL 

DAPI Merge 



                                                                                                                       Resultats  
 

 61 

2.1.5. Detecció de la replicació de la cèl·lula β. 

 

L’IGF-II és capaç d’induir in vitro la proliferació i la diferenciació de les cèl·lules β 

(Rabinovitch, 1982; Hogg, 1993) i està involucrat en la regulació del creixement i diferenciació 

dels illots (Han, 1988; Le Roith, 1997). Per aquest motiu es va determinar també la taxa de 

replicació de les cèl·lules β en animals control i transgènics, abans i 10 dies després del 

tractament amb 40 mg/Kg de STZ. La taxa de replicació es va quantificar mitjançant una doble 

tinció amb un anticòs anti-insulina i una anticòs anti-Ki67. Aquesta proteïna s’ha descrit que 

s’expressa a nivells baixos durant la fase final de G1 i que s’acumula durant les fases S, G2 i M 

(Starborg, 1996), i s’utilitza en molts casos com indicador de replicació.  

 

No s’observaren diferències en la taxa de replicació dels pàncrees dels animals control i 

transgènics RIP/IGF-II abans del tractament. El manteniment de la massa de cèl·lules β depèn 

de l’equilibri entre l’apoptosi, la replicació i la neogènesi d’aquestes cèl·lules. Degut a la 

destrucció de les cèl·lules β després del tractament amb MLD STZ, s’indueix la replicació de les 

cèl·lules β com a mecanisme per tal d’intentar compensar aquesta pèrdua de cèl·lules. Aquest 

increment compensatori s’observava tant en animals control com transgènics RIP/IGF-II (Fig. 

19). Per tant, l’expressió d’IGF-II en aquests ratolins transgènics no induïa un increment ni en la 

replicació bassal de les cèl·lules β, ni en la replicació compensatòria d’aquestes cèl·lules després 

del tractament.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Determinació de la taxa de replicació de les cèl·lules β 10 dies després del tractament amb 40 
mg/kg STZ. Índex de replicació en animals control i transgènics IGF-II abans i 10 dies després del tractament, 
realitzat tal i com s’indica a Materials i Mètodes. Els resultats són la mitja ± SEM de 4 animals per grup (*ratolins 
tractats vs. no tractats; ** p<0.01).  
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En aquesta primera part , es va comprovar doncs, que el tractament amb 40 mg/Kg de STZ 

induïa un procés apoptòtic en les cèl·lules β dels ratolins transgènics RIP/IGF-II, que donava lloc 

a una pèrdua de la massa d’aquestes cèl·lules i a la conseqüents hipoinsulinèmia i 

hiperglucèmia. La pèrdua de massa en els transgènics IGF-II era fins i tot superior a la 

observada en els ratolins control. A diferència, per tant del que s’havia descrit per l’IGF-I 

(George, 2002), l’expressió d’IGF-II en aquest model transgènic, no és capaç de contrarestar el 

procés diabètic.   

 

 

2.2. ESTUDI DE LA SUSCEPTIBILITAT AL TRACTAMENT AMB 20 mg/Kg DE STZ. 

 

S’ha descrit que en ratolins control el tractament amb dosis molt baixes de STZ (20 mg/Kg) 

no resulta ser diabetogènic. Els ratolins control tractats amb aquesta dosis són capaços de 

mantenir la normoglucèmia i no arriben a desenvolupar diabetis després d’aquest tractament 

(Casellas, 2006). Donat que els ratolins transgènics IGF-II semblaven ser una mica més 

susceptibles que els ratolins control, al tractament amb 40 mg/Kg de STZ, a continuació ens 

vàrem plantejar analitzar la susceptibilitat d’aquests animals transgènics al tractament amb dosis 

molt baixes de STZ (aquest tractament es coneix com a Multiple very low dosis of STZ, MVLD 

STZ).  

 

Ratolins control i transgènics RIP/IGF-II de 2 mesos d’edat s’injectaren intraperitonealment 

amb una dosi de 20 mg/Kg de STZ durant 5 dies consecutius. Posteriorment, es va realitzar un 

estudi per tal de determinar si els animals transgènics RIP/IGF-II eren més susceptibles que els 

ratolins control.  

 

2.2.1. Seguiment  de la glucèmia. 

 

En primer lloc es va realitzar un seguiment de la glucèmia dels animals. Les mesures es 

realitzaren sempre en estat d’alimentació i a la mateixa hora al llarg de tot l’estudi. Es va obtenir 

una primera mesura el dia 0, dia previ a la primera injecció del tractament amb MVLD STZ, per 

tal de tenir un valor de referència de la glucèmia dels mateixos animals. Després del tractament, 

el seguiment es va fer cada setmana durant els 6 mesos que va durar l’experiment. 

 

Es va observar, que l’administració d’aquesta dosi de STZ no provocava cap canvi en la 

glucèmia dels animals control, ja que aquests es mantenien normoglucèmics durant el transcurs 

de tot l’experiment. Aquesta mateixa dosi, en canvi, sí que afectava a la homeòstasi de la 

glucosa dels animals transgènics IGF-II, ja que, aproximadament la meitat d’aquests animals, 

presentaven hiperglucèmia, valors de glucèmia en alimentació superiors als 250 mg/dL (Fig. 



                                                                                                                       Resultats  
 

 63 

20A). Per tal de valorar també els efectes del tractament amb MVLD STZ sobre els nivells 

bassals de glucosa, es va procedir a determinar-ne la concentració després de 16 hores de 

dejuni. Els animals control no presentaven alteracions, sinó que presentaven nivells de 

normoglucèmia als 2 i 4 mesos després del tractament (Fig. 20B). En els animals transgènics 

IGF-II, en canvi, s’hi podien distingir dues poblacions diferents. Una primera població, que als 

dos mesos presentava normoglucèmia en alimentació i hipoglucèmia en dejú, de manera similar 

als animals control. I una segona població, que als dos mesos presentava hiperglucèmia tant en 

alimentació com en dejú. Les diferències entre ambdues poblacions incrementaven als 4 mesos 

després del tractament (Fig. 20B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 20. (A) Seguiment de la glucèmia en alimentació. Els nivells de glucosa en sèrum en alimentació es varen 
prendre als ratolins control (quadrats blancs) i als transgènics IGF-II (cercles blaus) abans i després del tractament 
amb 20 mg/Kg de STZ. La línia representa la mitja ± SEM de 16 animals per grup (negre=controls; blava= Tg IGF-II). 
(B) Nivells de glucèmia en dejú. Mesures de la glucèmia després d’un dejú de 16 hores. Es representa el resultat de 
8 animals per grup. La línia representa la mitja ± SEM dels animals avaluats (*p<0.05; ** p<0.01). 
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2.2.2. Anàlisi del percentatge de ratolins que desenvolupen diabetis després del 

tractament amb 20 mg/Kg de STZ. 

 
 

Es va mesurar el percentatge d’animals que anaren desenvolupant hiperglucèmia diabètica al 

llarg de l’estudi, considerant sempre com a animal diabètic aquell que presenta una glucèmia 

superior a 250 mg/dL durant 3 mesures consecutives. El MVLD STZ afectà a un percentatge 

important dels animals transgènics, ja que un 42% d’aquests desenvoluparen diabetis. La resta 

es mantenien en nivells de normoglucèmia o lleugera hiperglucèmia durant tot l’experiment (Fig. 

21). Seguint el mateix criteri no s’observà l’aparició de diabetis en cap dels ratolins control 

tractats amb MVLD STZ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 21. Evolució del percentatge d’animals que desenvoluparen diabetis. Es va considerar que un ratolí era 
diabètic quan la seva glucèmia superava, en 3 mesures consecutives, valors de 250 mg/dL. Els resultats són la mitja ± 
SEM de 16 animals per grup. 
 

 

2.2.3. Anàlisi histològica dels pàncrees dels ratolins. 

 

Es va realitzar a continuació un estudi histològic del pàncrees per tal de comprovar si les 

alteracions observades eren degudes a una pèrdua de la massa de cèl·lules β. Es van sacrificar 

els animals i es va procedir a la mesura de la massa de cèl·lula � . Es va delimitar l’àrea de 

cèl·lula �  amb una tinció immunohistoquímica anti-insulina (Fig. 22). A partir d’aquestes 

preparacions es va mesurar la massa de cèl·lula �  dels diferents grups experimentals (Fig. 23). 

Tal i com succeïa en el tractament amb 40 mg/Kg de STZ,  no s’observava infiltració limfocitària 

en els illots dels ratolins control, ni tampoc en els dels transgènics després del tractament, donat 

al fet que es troben en un fons genètic C57BL/6;SJL (Fig. 22). 
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Figura 22. Anàlisi immunohistoquímica dels pàncrees. Detecció de l’expressió d’insulina en els illots pancreàtics de 
ratolins control i transgènics IGF-II, sense tractar amb STZ i 6 mesos després del tractament amb 20 mg/kg STZ. Es 
varen realitzar talls histològics dels pàncrees d’animals dels diferents grups experimentals i s’incubaren amb un anticòs 
anti-insulina, tal i com s’indica en l’apartat de Materials i Mètodes. Ampliació 200x.. 

 

Els animals control no presentaven diferències entre els valors de massa de cèl·lula β 

observats en els animals no tractats i els observat després del tractament amb STZ (Fig. 23A). En 

el cas dels ratolins transgènics, donat al fet que no tots els animals responien igual al tractament, 

els vam dividir en dues subpoblacions: 1) aquells ratolins que es mantenien normoglucèmics 

després del tractament, i 2) aquells ratolins que desenvolupaven hiperglucèmia, diabetis, després 

del tractament, que representaven el 42% del total. Per tal de valorar els efectes del tractament 

sobre la massa de cèl·lula β dels ratolins transgènics IGF-II vàrem fer les mesures separant els 

valors d’aquestes dues subpoblacions. En totes dues poblacions de ratolins transgènics IGF-II 

després del tractament s’observà una reducció significativa de la massa de cèl·lula � , respecte 

als ratolins transgènics no tractats (Fig. 23A). En el cas dels animals considerats 

normoglucèmics, la reducció de la massa de cèl·lula β era d’un 40% aproximadament, i, en el dels 

animals hiperglucèmics, diabètics, la pèrdua arribava a ser del 80% (Fig. 23B).  

 

Totes aquestes observacions indicaven que els animals transgènics RIP/IGF-II, eren més 

susceptibles al tractament amb STZ, ja que després del tractament amb MVLD STZ, que no 

afecta a un animal control, un 42% dels ratolins IGF-II desenvolupava diabetis. Així doncs, els 
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ratolins transgènics IGF-II eren més susceptibles a desenvolupar diabetis oberta en presència 

d’un factor accelerador, en aquest cas la STZ.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 23. (A) Determinació de la massa de cèl·lula β. Es va determinar la massa de cèl·lula �  pancreàtica dels 
ratolins control i transgènics IGF-II abans i 6 mesos després del tractament amb 20 mg/Kg de STZ. La determinació es 
va dur a terme tal i com s’explica a Materials i Mètodes. NG, ratolins transgènics IGF-II normoglucèmics després del 
tractament; HG, ratolins IGF-II hiperglucèmics després del tractament. Els resultats són la mitja ± SEM de 10 animals 
per grup (*p<0.05;**p<0.01). (B) Determinació del percentatge de pèrdua de massa de cèl·lula β . A partir dels 
valors obtinguts en la determinació de la massa de cèl·lula β, es varen calcular els percentatges de pèrdua de massa 
després de 6 mesos de tractament amb 20 mg/Kg de STZ. Els percentatges es calcularen considerant com al 100% el 
valor de massa de cèl·lula β obtinguda pels animals control i transgènic abans del tractament (*p<0.05;** p<0.01). 
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3. ESTUDI DE LA SENSIBILITAT DELS ANIMALS TRANSGÈNICS RIP/IGF-II A 

DESENVOLUPAR DIABETIS EN UN FONS GENÈTIC MÉS SUSCEPTIBLE. 

 

L’estudi de susceptibilitat a desenvolupar diabetis es va realitzar a continuació utilitzant com 

a factor accelerador un atac immunitari. La presència d’un atac autoimmune seria un procés més 

crònic i més propi de la patologia diabètica, que no pas la utilització de STZ, que s’ha realitzat en 

l’apartat anterior. Per tal d’induir un atac autoimmune als ratolins RIP/IGF-II, aquests ratolins es 

creuaren amb ratolins transgènics RIP/hIFN� . Aquests animals transgènics RIP/hIFN�  s’havien 

obtingut prèviament al nostre laboratori, i expressen interferó �  humà específicament a les 

cèl·lules �  pancreàtiques. Com a conseqüència aquests animals presenten alteracions 

funcionals, certa infiltració limfocitària en els illots i una major susceptibilitat a desenvolupar 

diabetis autoimmune (Pelegrin, 1998; Alba, 2004; Casellas, 2006). Així doncs es varen generar 

animals doble transgènics que expressaven els gens quimèrics RIP/IGF-II i RIP/hIFN� .  

 

 

3.1. OBTENCIÓ D’ANIMALS DOBLE TRANSGÈNICS QUE EXPRESSEN ELS GENS 

QUIMÈRICS RIP/IGF-II I RIP/hIFNβ EN LES CÈL·LULES β PANCREÀTIQUES. 

 

Per dur a terme aquest estudi, es van creuar els ratolins transgènics RIP/IGF-II (fons genètic 

C57BL/6;SJL) amb ratolins transgènics RIP/hIFNβ (fons genètic CD1). En la primera generació 

d’aquest creuaments s’obtingueren els 4 genotips, de fons genètic 50% C57BL/6;SJL – 50% 

CD1, que serien els 4 grups experimentals que s’utilitzaren per realitzar tots els estudis 

posteriors: 
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3.1.1. Comprovació de la co-expressió dels dos gens quimèrics. 

 

Un cop obtinguts els primers animals s’analitzà immunohistoquímicament l’expressió dels 

dos transgens en les cèl·lules β pancreàtiques: hIFNβ (Fig.24A-J) i IGF-II (Fig.24B-K). Es va 

observar que només era possible detectar la presència de hIFNβ i IGF-II en els illots pancreàtics 

dels ratolins transgènics, i que l’expressió dels dos transgens a la vegada no disminuïa 

l’expressió de cap dels dos gens quimèrics. Per altra banda, en analitzar l’expressió de la 

insulina no es van observar diferències entre els pàncrees control i transgènics (Fig.24C-L). A 

més, es va detectar que l’expressió d’hIFNβ co-localitzava amb la d’IGF-II i la d’insulina. La co-

localització de les proteïnes era deguda a que la síntesi de totes elles estava regulada pel mateix 

promotor, el promotor del gen de la insulina-I de rata (RIP-I). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Anàlisi immunohistoquímica del pàncrees dels animals doble transgènics IFNβ /IGF-II. Es van realitzar 
talls histològics de pàncrees procedents de ratolins mascles de tres setmanes d’edat controls (A,B,C), Tg IFNβ (D,E,F), 
Tg IGF-II (G,H,I) i doble transgènics IFNβ/IGF-II (J,K,L). Es van incubar amb anticossos anti-insulina (A,D,G,J), anti-
IFN�  (B,E,H,K) i anti-IGF-II (C,F,I,L), tal i com es descriu en l’apartat de Materials i Mètodes. Ampliació x200.  
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3.2. ANÀLISI METABÒLICA DELS RATOLINS DOBLE TRANSGÈNICS IFNβ/IGF-II. 

 

A continuació es va procedir a realitzar una anàlisi dels diferents paràmetres metabòlics 

associats a la diabetis, per tal d’examinar si els animals doble transgènics IFNβ/IGF-II 

presentaven més susceptibilitat a desenvolupar aquesta patologia. 

 

3.2.1. Test de tolerància a la glucosa. 

 

En primer lloc es va realitzar un test de tolerància a la glucosa a animals d’un mes d’edat. Els 

animals es dejunaren durant 16 hores per tal de realitzar el test. A continuació, es va mesurar la 

glucèmia bassal, temps 0, i, immediatament després se’ls administrà intraperitonealment una 

càrrega de glucosa de 2 g/Kg de pes, i es va dur a terme el seguiment de la glucèmia durant 3 

hores. Els animals control i transgènics IFNβ, assolien un pic de glucèmia de 300-350 mg/dl a la 

mitja hora d’haver iniciat el test i, ràpidament, la glucèmia disminuïa a mesura que avançava el 

temps, fins arribar a valors normals al final de l’experiment. A diferència d’aquests, els dos grups 

restants, transgènics IGF-II i doble transgènics IFNβ/IGF-II, assoliren un pic de glucèmia més 

elevat que els anteriors, d’uns 400 mg/dL, a la mitja hora de l’inici del test, i manteniren valors per 

sobre de 300 mg/dl durant tot l’experiment (Fig. 25). Així doncs, els ratolins dobles transgènics 

IFNβ/IGF-II presentaven a 1 mes d’edat una marcada intolerància a la glucosa. Per tant, les 

alteracions a nivell de la resposta a la sobrecàrrega de glucosa, induïdes pel fet de 

sobreexpressar IGF-II a les cèl·lules β pancreàtiques, també es donaven en els animals doble 

transgènics IFNβ/IGF-II i transgènics IGF-II en aquest fons genètic 50% C57BL/6;SJL - 50% CD1, 

tal i com s’havia descrit en els animals transgènics IGF-II en fons genètic C57BL/6;SJL. 
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Figura 25. Test de tolerància a la glucosa.  Es va administrar glucosa (2 g/Kg pes) intraperitonealment després de 16 
hores de dejuni. El seguiment de la glucèmia es va realitzar cada 30 minuts. Els resultats són la mitjana ± SEM de n= 6 
animals per grup (* ratolins transgènics IGF-II i doble transgènics IFN� /IGF-II respecte controls i transgènics IFN� ; 
*p<0.05, **p<0.01).  

 

 

3.2.2. Seguiment de la glucèmia en alimentació. 

 

Es va fer un seguiment durant 1 any de la glucèmia en alimentació dels ratolins mascles 

control, transgènics IFN� , transgènics IGF-II i doble transgènics. Les mesures es varen fer cada 

15 dies i sempre aproximadament a la mateixa hora. Els ratolins control i transgènics IFN�  

presentaren valors de normoglucèmia en alimentació durant tot el transcurs del seguiment, 

presentant sempre valors entre 100-150 mg/dL. Els ratolins transgènics IGF-II presentaven una 

lleugera hiperglucèmia, amb valors entre 150-200 mg/dL. Els animals doble transgènics 

IFN� /IGF-II, en canvi, presentaven valors de normoglucèmia (100-150 mg/dL) al deslletament (a 

les 3 setmanes d’edat), però s’observà un fort increment de la glucèmia a partit del primer mes 

d’edat, arribant a valors de 400 mg/dL i a la diabetis oberta de forma espontània als dos mesos 

d’edat (Fig.26). Aquests ratolins mantenien valors de hiperglucèmia, d’entre 400-600 mg/dL al 

llarg de tota la seva vida (sent 600 mg/dL el límit màxim de detecció de l’aparell utilitzat per les 

mesures). Així doncs, les alteracions anteriorment descrites en les cèl·lules �  dels ratolins 

transgènics IGF-II, al creuar-los amb un model que presenta infiltració limfocitària, donaven lloc 

al desenvolupament de diabetis espontània entre el primer i segon mes de vida. 
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Figura 26. Seguiment de la glucèmia en alimentació.  Es va realitzar un seguiment de la glucèmia en alimentació 
dels valors de glucosa en sang dels 4 grups experimentals. Les determinacions es feren de forma periòdica durant un 
any. Els resultats són la mitja ± SEM de 40 animals per grup. 

 

 

3.2.3. Anàlisi del percentatge d’individus que desenvolupen diabetis. 

 

Per determinar quin era el percentatge d’animals doble transgènics IFNβ/IGF-II que 

acabaven desenvolupant diabetis de forma espontània, es va analitzar el percentatge de ratolins 

que presentaven hiperglucèmia (>250 mg/dL) al llarg del temps. S’assumia que un ratolí era 

diabètic quan presentava una glucèmia superior a 250 mg/dL durant 3 mesures consecutives. 

Així, el 20% dels ratolins doble transgènics IFN� /IGF-II presentaven diabetis a un mes d’edat, al 

mes i mig aquest percentatge ja era del 60%, i la incidència arribava fins al 75% dels ratolins 

doble transgènics als 4 mesos d’edat. Seguint el mateix criteri no s’observà l’aparició de diabetis 

en cap dels ratolins control, ni transgènics IFN� , ni transgènics IGF-II (Fig. 27). En aquest cas no 

s’observava l’aparició de diabetis en cap dels transgènics IFN�  donat que estaven en un fons 

genètic 50%C57BL/6;SJL – 50%CD1, i no en CD1 pur. 
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Figura 27. Evolució del percentatge de ratolins que desenvolupaven diabetis. Es considerava que un ratolí era 
diabètic quan la seva glucèmia superava en 3 mesures consecutives valors de 250mg/dL. Els resultats són la mitja ± 
SEM de 40 animals per grup. 

 

3.2.4. Determinació dels nivells d’insulina i hIFN�  circulant. 

 

Per tal de comprovar si la hiperglucèmia observada en els animals doble transgènics 

IFNβ/IGF-II era deguda a una alteració en els nivells d’insulina circulant, es va procedir a 

determinar-ne la concentració en sèrum d’animals alimentats de 3 setmanes i de 3 mesos d’edat. 

Així, es va observar que a les 3 setmanes d’edat els ratolins control, transgènics IFN�  i doble 

transgènics IFN� /IGF-II presentaven nivells de normoinsulinèmia (Fig.28A). Als 3 mesos d’edat 

els ratolins control i els transgènics IFN�  continuaven presentant normoinsulinèmia, els 

transgènics IGF-II presentaven hiperinsulinèmia, i els dobles transgènics IFN� /IGF-II una 

disminució significativa dels nivells d’insulina circulant (Fig. 28A). 

 

Donat que l’expressió de hIFNβ ve regulada pel promotor del gen de la insulina-1 (RIP-I), 

vàrem examinar a continuació si la disminució dels nivells d’insulina circulant observats en els 

ratolins doble transgènics IFNβ/IGF-II als 3 mesos, coincidien també amb una alteració en els 

nivells d’IFNβ humà circulants (hIFN� ). Es varen determinar els nivells de hIFNβ en animals dels 

4 grups experimentals, en alimentació, a les 3 setmanes i als 3 mesos d’edat. Es va comprovar 

que els ratolins controls, i transgènics IGF-II no presentaven valors detectables de la proteïna 

humana, donat que no expressen el transgèn (Fig. 28B). Els ratolins transgènics IFNβ 

presentaven nivells circulant d’hIFNβ del voltant de 40-50 UI/ml, tan a les 3 setmanes com als 3 
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mesos d’edat, tal i com s’havia descrit prèviament (Pelegrin, 1998; Casella, 2006). Els ratolins 

doble transgènics IFNβ/IGF-II presentaven nivells d’hIFNβ similars als dels ratolins IFNβ a les 3 

setmanes d’edat, però els nivells disminuïen significativament als 3 mesos d’edat, coincidint amb 

la disminució dels nivells d’insulina circulant, i l’aparició d’hiperglucèmia en aquests animals (Fig. 

28B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28. (A) Nivells d’insulinèmia. Valors d’insulinèmia a les 3 setmanes i als 3 mesos d’edat en animals alimentats 
dels 4 grups experimentals (* ratolins transgènics IGF-II i doble transgènics IFN� /IGF-II respecte la resta de grups 
experimentals; *p<0.05). Els resultats són la mitja  ± SEM de 15 animals per grup. (B) Detecció dels nivells circulants 
de hIFNβ. Valors de hIFNβ en els animals dels diferents grups experimentals a les 3 setmanes i als 3 mesos d’edat. 
Els resultats són la mitjana ± SEM de 10 animals de cada grup (*ratolins doble transgènics IFN� /IGF-II respecte la 
resta de grups experimentals; **p<0.01). 
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3.3. ANÀLISI DELS PÀNCREES DELS RATOLINS DOBLE TRANSGÈNICS IFNβ/IGF-II. 

 

Després de l’estudi metabòlic es va realitzar una anàlisi tan morfològica com histològica del 

pàncrees endocrí dels animals doble transgènics IFN� /IGF-II a diferents edats, a les tres 

setmanes i als tres  mesos d’edat. Per tal de comprovar així, si el desenvolupament de diabetis 

espontània en aquests ratolins, era deguda a una alteració a nivell de les cèl·lules �  

pancreàtiques. 

 

 

3.3.1. Anàlisi histològica dels pàncrees dels ratolins doble transgènics. 

 

En primer lloc es va realitzar una anàlisi immunohistoquímica amb anticossos anti-insulina i 

anti-glucagó, per determinar si hi havia alguna alteració en la morfologia o en la distribució de les 

cèl·lules dels illots d’aquests animals, a les 3 setmanes (Fig. 29A) i als tres mesos d’edat (Fig. 

29B). En els pàncrees dels ratolins control i dels ratolins transgènics IFN�  no s’observava cap 

tipus d’alteració ni abans del mes, ni als tres mesos d’edat. Els ratolins IGF-II presentaven illots 

més allargats i amb una distribució totalment alterada, amb les cèl·lules �  distribuïdes per tot 

l’illot i no només en la perifèria. Abans del mes, els ratolins doble transgènics IFN� /IGF-II 

presentaven també uns illots d’estructura irregular i més desorganitzats que els illots dels ratolins 

control, similars als dels ratolins transgènics IGF-II (Fig. 29A). Als 3 mesos, els illots dels animals 

doble transgènics continuaven presentant una distribució alterada de les cèl·lules de l’illot però 

amb moltes menys cèl·lules �  productores d’insulina (Fig. 29B). 
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Figura 29. Anàlisi histològica dels pàncrees de ratolins de 3 setmanes i 3 mesos d’edat. Es van fer talls 
histològics de pàncrees dels animals de 3 setmanes i 3 mesos d’edat. Es van incubar amb anticossos anti-insulina 
(verd) i anti-glucagó (vemell), tal i com s’indica a Materials i Mètodes. Ampliació x400. 
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3.3.2. Determinació de la massa de cèl·lula β dels ratolins doble transgènics. 

 

A continuació, es va realitzar un estudi morfomètric la massa de cèl·lula �  a ratolins de tres 

setmanes i de tres mesos d’edat. En l’anàlisi fet a ratolins de 3 setmanes d’edat no s’observaren 

diferències significatives entre cap dels 4 grups experimentals (Fig. 30). Quan s’analitzaren els 

pàncrees dels animals de 3 mesos d’edat, s’observava un increment del 50% de la massa de 

cèl·lula �  en els ratolins control i transgènics IFN�  respecte els animals de tres setmanes d’edat; 

increment normal, propi del creixement dels animals. Aquest increment era superior en el cas 

dels ratolins transgènics IGF-II, en aquest cas l’increment era del 60% respecte el valor de 

massa dels IGF-II a tres setmanes d’edat. Aquesta major massa de cèl·lula � , coincidia amb la 

hiperinsulinèmia observada en aquests animals. Els ratolins doble transgènics IFNβ/IGF-II, en 

canvi, als 3 mesos presentaven una important reducció de la massa de cèl·lula �  respecte la 

resta de grups experimentals. Aquesta pèrdua de massa de cèl·lula �  coincidia amb la 

disminució dels nivells d’insulina i la hiperglucèmia observades en els animals doble transgènics 

d’aquesta edat (Fig. 30).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30. Determinació de la massa de cèl·lula � . Es va determinar la massa de cèl·lula �  pancreàtica dels ratolins 
control, transgènics IFNβ, transgènics IGF-II i doble transgènics IFN� /IGF-II a les 3 setmanes i als 3 mesos d’edat. La 
determinació es va dur a terme tal i com s’explica a Materials i Mètodes. Els resultats són la mitja ± SEM de 6 animals 
per grup (* ratolins transgènics IGF-II i doble transgènics IFN� /IGF-II respecte la resta de grups experimentals; 
*p<0.05, **p<0.01). 
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3.3.3. Determinació del grau d’insulitis present en els illots.  

 

A continuació es va estudiar si la pèrdua de massa de cèl·lula �  en els ratolins doble 

transgènics IFN� /IGF-II podia venir donada per la infiltració dels illots per cèl·lules del sistema 

immunitari. Per tal de realitzar aquest anàlisi s’obtingueren els pàncrees dels diferents animals a 

analitzar i es va delimitar l’àrea de cèl·lula �  amb una tinció immunohistoquímica anti-insulina, 

contrastada amb hematoxilina. A partir d’aquestes preparacions es va determinar el percentatge 

d’illots infiltrats de cada animal (Fig. 31). Es va determinar la presència d’insulitis en els pàncrees 

d’animals control, transgènics IFNβ, transgènics IGF-II i doble transgènics IFNβ/IGF-II a tres 

setmanes i a tres mesos d’edat. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 31. Anàlisi immunohistoquímica del grau d’insulitis. Es realitzaren talls histològics dels pàncrees de 
ratolins control, transgènics IFNβ, transgènics IGF-II i dobles transgènics IFNβ/IGF-II de tres setmanes i tres mesos 
d’edat, i s’incubaren amb anticossos anti-insulina, es contrastaren amb hematoxilina i s’analitzà el percentatge d’illots 
infiltrats, tal i com s’indica a Materials i Mètodes. En la figura es mostra uns exemples d’algunes de les preparacions 
d’animals a 3 setmanes d’edat. Ampliació x400. 

 

Quan s’analitzaren els pàncrees dels diferents animals s’observà que, els ratolins control i 

transgènics IGF-II no presentaven infiltració limfocitària en cap de les edats analitzades. Els 

ratolins transgènics IFNβ presentaven una petita infiltració limfocitària a les 3 setmanes i aquesta 

incrementava als 3 mesos. La infiltració limfocitària ja s’havia descrit anteriorment en aquests 
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animals transgènics en fons genètic CD1 (Casellas, 2006); vam comprovar que també es donava 

en aquest fons genètic 50% C57BL/6;SJL - 50% CD1, tot i que de forma molt menor degut a que 

la soca C57BL/6;SJL és molt resistent a desenvolupar insulitis. Els ratolins doble transgènics 

presentaven també una infiltració limfocitària a les 3 setmanes d’edat, superior a la que 

presentaven els ratolins IFNβ. Als 3 mesos d’edat aquesta infiltració dels animals doble 

transgènics era menor però encara present (Fig. 32). Així doncs, la pèrdua de massa de cèl·lules 

�  en els ratolins IFN� /IGF-II, coincidia amb una forta infiltració limfocitària dels seus illots 

pancreàtics. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 32. Anàlisi del percentatge d’illots infiltrats en animals de tres setmanes i 3 mesos d’edat. A partir de les 
preparacions representades en la figura anterior, s’analitzà el percentatge d’illots infiltrats que presentaven cada un 
dels grups experimentals a 3 setmanes i a tres mesos d’edat. Els resultats són la mitja ± SEM de: 5 animals control, 10 
animals IFNβ, 5 animals IGF-II i 15 animals IFNβ/IGF-II.  

 
 
 

3.3.4. Anàlisi dels nivells d’expressió de les molècules de MHC de classe I i II en 

ratolins doble transgènics IFNβ/IGF-II. 

 

Els ratolins doble transgènics provenen del creuament de ratolins transgènics RIP/IGF-II 

amb ratolins RIP/hIFNβ. En els ratolins transgènics IGF-II s’havia observat un increment en els 

nivells d’expressió de les molècules de MHC de tant de classe I, com de classe II. S’ha descrit, 

que els illots dels animals transgènics RIP/hIFNβ presenten també un increment significatiu dels 

nivells de β2-microglobulina (Alba, 2004; Casellas, 2006). A continuació es va estudiar si aquest 

increment, en els nivells d’expressió d’ambdues molècules de MHC, es donaven també en els 

illots dels ratolins doble transgènics IFNβ/IGF-II. La valoració dels nivells d’expressió d’aquests 

gens es va realitzar mitjançant Q-PCR de cDNA procedent de pàncrees de ratolins control, 

transgènics IFNβ, transgènics IGF-II i doble transgènics IFNβ/IGF-II de 3 setmanes d’edat.  
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S’observà que, tal i com s’havia descrit en els IFNβ en fons genètic CD1, els pàncrees dels 

animals transgènics IFNβ (50% C57BL/6;SJL - 50% CD1) presentaven també un increment 

significatiu de l’expressió de β2-microglobulina. Aquest major expressió també es detectava en 

els ratolins doble transgènics IFNβ/IGF-II. En els ratolins transgènics IGF-II es detectava un 

lleuger increment de l’expressió de � 2-microglobulina, tal i com s’havia observat en fons genètic 

C57BL/6;SJL (Fig. 33A). Pel que fa els nivells d’expressió de MHC de classe II, s’observà un 

increment tant en els ratolins transgènics IGF-II com en els doble transgènics IFNβ/IGF-II (Fig. 

33B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33. Determinació dels nivells d’expressió de β2-microglobulina i MHC de classe II. Els nivells d’expressió 
de β2-microglobulina (A) i MHC de classe II (B) es determinaren per Q- PCR a partir d’extractes de pàncrees d’animals 
control, transgènics IFNβ, transgènics IGF-II i doble transgènics IFNβ/IGF-II de 3 setmanes d’edat. Es va realitzar tal i 
com s’indica a Materials i Mètodes. Els resultats són la mitja ± SEM de 3 experiments independents (§ ratolins control 
vs. la resta de grups experimentals; # ratolins control i transgènics IFNβ respecte els transgènics IGF-II i doble 
transgènics IFNβ/IGF-II; # p<0.05, §§ p<0.01; **p<0.01). 

 

Així doncs, les alteracions induïdes a nivell de les cèl·lules �  pancreàtiques per la 

sobreexpressió de IGF-II, en presència d’una infiltració limfocitària, acaben desencadenant el 

desenvolupament de diabetis oberta de forma espontània en els dos primers mesos de vida. Hem 

pogut comprovar doncs, que aquestes alteracions donaven lloc a una major susceptibilitat a 

desenvolupar diabetis oberta en presència d’un factor accelerador, com és el cas d’un atac 

autoimmunitari. 

 

Animals que inicialment s’havien descrit com a pre-diabètics tipus 2, en presència d’una 

infiltració limfocitària acabaven desencadenant un procés diabètic obert, similar al descrit com a 

tipus 1. Això estaria d’acord amb la teoria que certs grups suggereixen, en realitat la diferència 

entre diabetis tipus 1 i diabetis tipus 2 no estaria tant clara, i dependria sobretot dels factors 

ambientals que intervenen i desencadenen el procés.  
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        V. DISCUSSIÓ 

 



                                                                                                                             Discussió 

La diabetis tipus 2 es caracteritza per una resistència a la insulina acompanyada d’un defecte 

en la secreció de la hormona per part de les cèl·lules β. Les causes que indueixen a 

desenvolupar diabetis tipus 2 són encara desconegudes. Factors genètics, tot i que no es 

coneixen bé, conjuntament amb factors ambientals, condueixen a una disfunció de la cèl·lula β 

que no pot alliberar d’una forma regulada la insulina en resposta a glucosa. En alguns casos 

però, aquesta disfunció i intent de compensació de la resistència, acaba donant una inactivació i 

apoptosi de les cèl·lules β, i per tant, pacients que inicialment s’havien descrit com a diabètics 

tipus 2, poden acabar sent també insulino-dependents. Així doncs, resulta d’enorme interès 

l’estudi de les alteracions presents en les cèl·lules β durant el procés diabètic, per tal de poder 

trobar els mecanismes i les causes que condueixen a la diabetis oberta. 

 

En el nostre laboratori s’havien generat ratolins transgènics que sobreexpressen el factor de 

creixement IGF-II específicament en les cèl·lules β pancreàtiques (ratolins RIP/IGF-II) (Devedjian, 

2000). Aquests animals presenten una sèrie d’alteracions fenotípiques característiques d’un estat 

pre-diabètic: lleugera hiperglucèmia, hiperinsulinèmia, intolerància a la glucosa, i una sèrie 

d’alteracions a nivell de morfologia i d’organització dels illots pancreàtics, molt similars a les 

presents en alguns animals models de diabetis tipus 2, com poden ser les rates ZDF, les rates 

GK o els ratolins NZO (Tokuyama, 1995; Hoog, 1996; Chankiewitz, 2006). Tot i així, amb l’edat, 

aquests animals desenvolupen resistència a la insulina, però no diabetis oberta. Per tant, aquests 

transgènics resultaven ser un bon model per estudiar les alteracions que es donen durant un 

estat pre-diabètic. Així doncs, un dels objectius del nostre estudi vas ser caracteritzar les cèl·lules 

β d’aquests ratolins per tal de trobar quines eren les alteracions presents en aquestes cèl·lules 

que podrien ser claus pel desenvolupament de diabetis.  

 

La funció principal de les cèl·lules β és el control de la glucèmia de l’organisme, mitjançant la 

biosíntesi i secreció d’insulina en resposta a la sobrecàrrega de glucosa. En primer lloc es va 

comprovar si les cèl·lules β dels ratolins transgènics IGF-II eren capaces de respondre 

correctament a la sobrecàrrega de glucosa. Tal i com Devedjian et al. havien descrit, els ratolins 

transgènics IGF-II presenten, ja als dos mesos d’edat, una marcada intolerància a la glucosa 

(Devedjian, 2000). Es va poder demostrar però, que aquesta intolerància era deguda a una 

disminució en la secreció d’insulina en resposta a glucosa. La secreció d’insulina en resposta a 

aquest sucre és bifàsica (Kahn, 2001). En els animals transgènics IGF-II s’observaven tots dos 

pics de secreció, però eren menors en comparació amb els que presentaven en els seus 

germans control. La disminució de la secreció d’insulina en resposta a glucosa és característica 

dels individus en fases inicials de la diabetis tipus 2 (Bruce, 1988; Kahn, 2001).  
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La disminució en la secreció d’insulina en resposta a glucosa podria donar-se per alteracions 

en diferents punts del procés: alteracions en la captació de la glucosa, en la síntesi de la insulina 

o bé a nivell de la secreció de la hormona. Per tal de determinar quines eren les alteracions que 

donaven lloc a aquesta disminució en els ratolins IGF-II, vam comprovar l’expressió d’algunes de 

les proteïnes implicades en el procés de captació de la glucosa i de la secreció d’insulina en els 

illots pancreàtics aquests animals. Els ratolins IGF-II presentaven una reducció molt important de 

l’expressió del transportador de glucosa Glut2, i en canvi, no presentaven variacions significatives 

dels nivells de l’enzim glucoquinasa. Totes dues proteïnes constitueixen l’anomenat sensor de la 

glucosa en les cèl·lules β, ja que d’elles dues depèn, en gran part, el flux d’entrada de glucosa en 

aquestes cèl·lules i per tant, la posterior secreció d’insulina en resposta a aquesta entrada (Bell, 

2001; Pickup & Williams, 2003). La disminució en els nivells de Glut2 no es veia compensada per 

un increment en l’expressió d’algun altre transportador, com per exemple Glut1. S’ha descrit que 

en ratolins knock-out per Glut2 (Glut2-/-), la manca d’expressió d’aquest transportador no es veu 

tampoc compensada per un increment en l’expressió de Glut1 ni de Glut3, i no afecta tampoc als 

nivells d’expressió de l’enzim glucoquinasa (Guillam, 1997).  

 

La disminució en l’expressió de Glut2 s’ha identificat en diferents models animals de diabetis. 

En models de diabetis tipus 1 com són les rates BB o els ratolins NOD, aquesta disminució s’ha 

descrit en estadis inicials de la patologia, previs a l’aparició d’hiperglucèmia (Orci, 1990a; Reddy, 

1998). De manera similar, la disminució de Glut2 també precedeix el desenvolupament de 

diabetis oberta en varis models de diabetis tipus 2, com per exemple els ratolins db/db (Thorens, 

1992), les rates ZDF (Orci, 1990b; Johnson, 1990), les rates GK (Orci, 1990b) o els ratolins NZO 

(Chankiewitz, 2006). La disminució de l’expressió de Glut2 seria doncs, una característica 

comuna entre els individus amb diabetis tipus 1 i tipus 2, i a la vegada, suposaria una possible 

alteració que podria agreujar el procés diabètic tipus 2, donat que impediria a les cèl·lules β 

incrementar la secreció de manera suficient com per compensar la resistència a la insulina (Orci, 

1990b). De manera similar, en els ratolins transgènics RIP/IGF-II, la disminució de Glut2 podria 

suposar una alteració que induiria també una major susceptibilitat a desenvolupar diabetis. 

 

Es va comprovar que en els ratolins IGF-II la disminució dels nivells d’expressió de Glut2 era 

una alteració present ja en els illots dels ratolins d’un dia de vida, sent prèvia per tant, al 

desenvolupament d’hiperglucèmia. Certs estudis afirmen que la disminució de Glut2 podria ser 

l’alteració causant de la hiperglucèmia diabètica (Unger, 1991; Chankiewitz, 2006). Aquesta 

pèrdua doncs, podria ser també una explicació de la lleugera hiperglucèmia observada en els 

transgènics IGF-II. 
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Un cop estudiades les alteracions presents en el procés de captació de la glucosa, es van 

estudiar alguna de les proteïnes implicades en el procés de secreció d’insulina. S’analitzaren els 

nivells d’expressió de Kir6.2 i SUR1, els dos components dels canals de potassi dependents 

d’ATP, importants en la secreció d’insulina. Es va observar que els ratolins transgènics 

presentaven una tendència a expressar nivells lleugerament inferiors dels dos components, 

especialment de Kir6.2, tot i que les diferències no eren estadísticament significatives en cap dels 

dos casos.  

 

Per tal de poder determinar quins eren els mecanismes pels quals s’induïen tots aquests 

canvis, es va realitzar un estudi comparatiu dels illots dels ratolins transgènics IGF-II vs. els dels 

ratolins control, mitjançant la tecnologia de mircoarrays de DNA. Aquest estudi ens permetria 

trobar tant les possibles causes que acaben donant lloc a les alteracions descrites fins ara, com 

altres alteracions que poguessin estar també implicades en el desenvolupament de l’estat pre-

diabètic en aquests animals. L’estudi de microarrays va donar lloc a un total de 544 gens alterats 

de forma estadísticament significativa, 69 era per un increment de la seva expressió, i els 475 

restants era per una disminució. Segons la classificació del Gene Ontology (GO) 

(www.geneontology.org) la majoria dels gens que presentaven un increment en la seva 

expressió eren gens involucrats amb la matriu extracel·lular, molècules d’adhesió, inflamació i 

resposta immune. Segons aquesta mateixa classificació en el grup de gens que presentaven una 

disminució en l’expressió hi trobàvem principalment gens relacionats amb el metabolisme 

cel·lular: factors de transcripció, cadena de transport d’electrons, transport i cicle cel·lular.  

 

En general s’observava una disminució important de diversos gens involucrats en el 

transport a la membrana. Les cèl·lules β dels ratolins IGF-II presentaven una disminució dels 

nivells d’expressió de diversos transportadors de carbohidrats i transportadors d’ions, com per 

exemple fosfats, clor, bicarbonat (HCO3
-) o potassi. Per tant, en aquestes cèl·lules semblava que 

no només estaria afectada l’entrada de glucosa sinó també l’entrada d’altres carbohidrats i 

sobretot l’intercanvi d’ions, la majoria d’ells de gran importància per moltes funcions cel·lulars. De 

manera similar, un altre grup de gens que presentaven una disminució significativa en els illots 

dels ratolins IGF-II, eren alguns gens pertanyents a la cadena de transport d’electrons. La 

producció d’ATP mitjançant aquesta cadena mitocondrial és important, ja que les variacions dels 

nivells d’ATP regulen múltiples processos cel·lulars, inclosa la secreció d’insulina. Així doncs, 

alteracions en els processos de producció d’ATP podrien influir també en la disminució de la 

secreció d’insulina observada en els ratolins transgènics IGF-II. 
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S’observaven també alteracions en un grup de gens implicats en la transducció de senyals. 

Dins d’aquest grup es trobaven disminuïts alguns gens implicats en les cascades de 

senyalització intracel·lular, com per exemple la via de les MAPK i la via d’AKT. En canvi 

s’observava un increment de la Phospholipase C epsilon 1, enzim que forma part del 

metabolisme de l’inositol-trifosfat (IP3) i està involucrat també en la via de senyalització de la 

insulina. Es detectava també un augment, d’unes quatre vegades, de l’Angiotensin receptor like, 

s’ha descrit que la unió d’aquest receptor amb el seu lligant (apelina) inhibeix la secreció 

d’insulina (Sorhede, 2005). En canvi, s’observava una disminució important del factor de 

creixement de l’endoteli vascular (VEGF), essencial per la vascularització i correcta funció dels 

illots pancreàtics (Brissova, 2006). En els resultats dels microarrays, es va confirmar també la 

sobreexpressió d’IGF-II induïda pel transgen. 

 

Dins del grup de gens classificats com a unió a DNA es va observar una marcada disminució 

de tres factors de transcripció: Isl1, Pdx1 i FoxA2 (també anomenat HNF3β). Tots tres estan 

implicats, tant en el desenvolupament i diferenciació embrionària del pàncrees, com en la 

regulació de la transcripció de gens importants pel funcionament de les cèl·lules β en l’individu 

adult (Sander & German, 1997; Yamaoka, 1999; Edlund, 2001). Els dos últims, Pdx1 i HNF3β, 

regulen directament l’expressió de gens implicats en els processos de captació de glucosa i 

secreció d’insulina. La disminució de tots dos gens en les cèl·lules β dels ratolins RIP/IGF-II es 

recomprovar mitjançant Q-PCR.  

 

El factor de transcripció Pdx-1 actua regulant la transcripció de diferents gens com són: el de 

la insulina (Ohlsson, 1991), el transportador de glucosa GLUT2 (Waeber, 1996), l’IAPP (islet 

amyloid polypeptide) (Watada, 1996a), la glucoquinasa (Watada,1996b) i el factor de transcripció 

Nkx6.1 (Shih, 2002), entre altres (Esquema 1, pàgina 85). La disminució de Pdx1 podria doncs, 

estar relacionada amb la pèrdua de GLUT2 i la disminució de l’expressió d’insulina, observades 

en els ratolins IGF-II. De manera similar al que nosaltres observàvem en els ratolins transgènics 

IGF-II, els ratolins deficients per Pdx1, en heterozigosi (ratolins Pdx1+/-), presenten una marcada 

intolerància a la glucosa. Aquesta intolerància dels ratolins Pdx1+/- s’ha relacionat amb una 

disminució en la secreció d’insulina en resposta a glucosa, i s’ha descrit que podria venir donada 

per diferents motius. En primer lloc per la disminució d’aproximadament el 55-68% dels nivells de 

Glut2, i en segon lloc per l’alteració en diferents gens implicats en processos com la cadena 

respiratòria mitocondrial o la mobilització de Ca2+ intracel·lular (Jonsson, 1994; Offield, 1996; 

Brissova, 2002; Gauthier, 2004). L’alteració en els nivells de Pdx1 s’ha confirmat en diversos 

individus amb diabetis tipus 2 (Brissova, 2002), i certs estudis demostren que, una menor 

expressió de Pdx1, tot i no ser suficient per donar lloc a diabetis, sí que implica un risc important 
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de desenvolupar-la, ja que aquesta alteració, en combinació amb altres factors genètics o 

ambientals poden desencadenar el procés (Brissova, 2005; Kulkarni, 2004).  

 

L’expressió del gen de Pdx1 ve regulada per la interacció de diferents factors de transcripció, 

com són per exemple: Beta2/NeuroD1, HNF1α i HNF3β (Wu, 1997; Gerrish, 2000; Ben-Shushan, 

2001; Lee, 2002) (Esquema 1). En illots dels ratolins transgènics IGF-II s’havia observat que 

d’aquests tres factors, només HNF3β presentava una disminució significativa dels seus nivells 

d’expressió. La disminució d’HNF3β podria ser responsable de la reducció dels nivells de Pdx1 

detectada en les cèl·lules β dels ratolins IGF-II. Així, s’ha descrit que ratolins heterozigots doble 

knock-out per Pdx1 i HNF3β (ratolins Pdx1+/-/ Hnf3β+/-) presenten una marcada intolerància a la 

glucosa i empitjoren el fenotip descrit pels ratolins Pdx1+/- (Shih, 2002). Els ratolins Pdx1+/-

/Hnf3β+/- presenten, a més a més, una estructura dels illots alterada, amb les cèl·lules α 

distribuïdes per tot l’illot, i no només localitzades a la perifèria d’aquests. Estructura d’altra banda 

molt similar a la que presenten els illots dels ratolins transgènics RIP/IGF-II. En el cas dels 

ratolins Pdx1+/-/Hnf3β+/-, aquesta alteració en la morfologia dels illots l’associen a una disminució 

dels nivells d’E-cadherina (Shih, 2002), disminució també present els illots dels ratolins 

transgènics RIP/IGF-II.  

 

El factor de transcripció HNF3β, a part induir l’expressió de Pdx1, regula també la transcripció 

d’importants factors com HNF4α, HNF1α, Nkx6.1 i MafA (Wilson, 2003; Raum, 2006), i les 

subunitats Kir6.2 i SUR1 dels canals de potassi dependents d’ATP (Sund, 2001; Lantz, 2004) 

(Esquema 1). La disminució de l’expressió de HNF3β, observada en els illots dels ratolins IGF-II, 

a part d’estar d’acord amb disminució de Pdx1, podria explicar també, les petites variacions 

observades en l’expressió de Kir6.2 i SUR1. De la resta de gens que s’ha descrit que poden estar 

regulats per HNF3β, únicament els nivells de HNF4α i MafA presentaven també una disminució 

significativa en els illots dels ratolins transgènics. A nivell hepàtic s’ha descrit que HNF3β pot ser 

inhibit directament per la senyalització de la insulina, a través de l’acció de la quinasa Akt. La 

fosforil·lació d’HNF3β per Akt, donaria lloc a la seva exclusió del nucli i inhibició de la seva 

activitat transcripcional (Wolfrum, 2004; Puigserver, 2006). Aquesta via però, s’ha descrit 

únicament a nivell de fetge, i no a nivell dels illots pancreàtics (Kulkarni & Kahn, 2004). En el cas 

que aquesta senyalització es donés també en els illots pancreàtics, la sobreexpressió d’IGF-II en 

les cèl·lules β dels ratolins transgènics podria inhibir HNF3β a través de la via d’activació d’Akt. 

 
Els illots d’IGF-II presentaven una disminució dels nivells d’HNF4α. Alguns estudis 

demostren que una menor expressió d’aquest factor podria estar relacionada amb l’alteració 

funcional de les cèl·lules β i el desenvolupament de diabetis tipus 2 (Oxombre, 2002; Odom, 

2004; Kulkarni & Kahn, 2004).  
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L’altre factor que s’havia trobat disminuït en els illots dels ratolins IGF-II, és MafA. Aquest és 

un dels elements més important de regulació de l’expressió del gen de la insulina en resposta a 

glucosa (Kataoka, 2002; Olbrot, 2002; Matsuoka, 2004; Wang, 2007). De forma similar al que 

s’observa en els ratolins transgènics IGF-II, els ratolins knock-out per MafA (MafA-/-) presenten 

alteracions en la morfologia dels illots, disminució de l’expressió d’insulina, de Pdx1, NeuroD1 i 

Glut2 i intolerància a la glucosa deguda a una disminució en la secreció d’insulina. Aquests 

knock-outs però, acaben desenvolupant diabetis (Zhang, 2005). La regulació de la transcripció 

de MafA ve donada per diferents factors de transcripció: HNF3β, Pdx1 i Nkx2.2 (Raum, 2006). La 

disminució d’HNF3β i Pdx1, podria ser una possible causa de la disminució de MafA en les 

cèl·lules β dels ratolins IGF-II. Alteracions en els nivells d’expressió d’aquest factor s’han 

relacionat també amb la disfunció de les cèl·lules β en la diabetis tipus 2 (Harmon, 2005).  

 

L’expressió d’IGF-II en les cèl·lules β d’aquests ratolins transgènics dóna lloc a l’alteració del 

patró d’expressió de diversos factors que defineixen les cèl·lules β com a tals (Esquema 1). La 

interacció de tots aquests factors resulta ser crítica per la correcta secreció d’insulina en resposta 

a glucosa i pel bon funcionament de les cèl·lules β en general.  

 

 
 
Esquema 1. Alteracions trobades en les cèl·lules β dels ratolins transgènics RIP/IGF-II en alguns dels principals 
factors de transcripció importants per la funcionalitat de les cèl·lules β pancreàtiques. Les fletxes (↓) indiquen 
disminució de l’expressió d’aquests gens en els illots dels ratolins IGF-II.  

 

 
Alteracions similars, a nivell dels factors de transcripció de les cèl·lules β, s’han descrit que 

també es donen durant les diferents etapes de disfunció de la cèl·lula β al llarg del procés 

diabètic, i són també presents en múltiples models animals de diabetis tipus 2 (Tokuyama, 1995; 

Hoog, 1996; Chankiewitz, 2006), en pacients humans diabètics tipus 2 (Gunton, 2005), i en 

cèl·lules β sotmeses a estrès oxidatiu, a glucotoxicitat o a lipotoxicitat (Robertson, 2006; Jonas, 

1999; Laybutt, 2002; Maedler, 2002).  
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A part de les alteracions descrites a nivell de la funcionalitat de les cèl·lules β, els illots dels 

ratolins RIP/IGF-II presentaven també alteracions en diversos gens relacionats amb la matriu 

extracel·lular i molècules d’adhesió. En general s’observava un increment de components de la 

matriu extracel·lular, implicats en la formació de la matriu, migració i adhesió cèl·lula-matriu, com 

per exemple algunes molècules de pro-col·lagen, syndecan 4 o tensin entre altres. No obstant, 

quan s’analitzà l’expressió de col·lagen IV mitjançant immunohistoquímica, no s’observaren 

diferències entre els illots control i els transgènics. Tot i l’increment d’aquestes proteïnes de 

matriu, s’observava en canvi, una disminució de les proteïnes implicades en la adhesió cèl·lula-

cèl·lula, com per exemple la E-cadherina. S’ha descrit que aquesta molècula d’adhesió és 

important pel manteniment de les adhesions entre les diferents cèl·lules de l’illot, i que la pèrdua 

d’aquestes adhesions pot donar lloc tant a alteracions en l’organització dels illots, com en la 

funcionalitat de les pròpies cèl·lules β (Dahl, 1996; Hauge-Evans, 1999). La pèrdua d’E-cadherina 

i d’altres molècules d’adhesió intracel·lular podria estar relacionada amb la desorganització en la 

distribució de les cèl·lules α i β observada en els illots dels ratolins IGF-II. 

 

Un altre dels gens que presentava un elevat increment en els illots dels ratolins transgènics 

era el IA-a2. Aquest gen codifica per la cadena α del complex major d’histocompatibilitat de 

classe II (MHC-II). L’increment observat en els microarrays es va confirmar mitjançant Q-PCR. 

L’expressió de MHC de classe II es restringeix a les cèl·lules presentadores d’antígens (APC) del 

sistema immunitari, com poden ser macròfags, cèl·lules dendrítiques, limfòcits B i limfòcits T. 

Aquesta molècula de MHC de classe II és reconeguda per les cèl·lules T CD4+, donant lloc a la 

seva posterior activació (Abbas, 1995). Es va comprovar, que els ratolins RIP/IGF-II no presenten 

infiltració limfocitària en els seus illots, donat que es troben en un fons genètic C57BL/6;SJL, molt 

resistent a desenvolupar insulitis (Rossini, 1977). Així doncs, la hiperexpressió de molècules de 

MHC-II en els illots d’aquests animals no podia explicar-se per una major presència de cèl·lules 

dels sistema immunitari. L’increment d’expressió de molècules de MHC-II en les cèl·lules β s’ha 

descrit en casos de diabetis tipus 1: en cèl·lules β de pacients diabètics, de rates BB i ratolins 

NOD (Foulis, 1986; Dean, 1985; Hanafusa,1987), i fins i tot s’ha suggerit que podria ser una 

alteració amb un important paper inductor en la destrucció autoimmune de les cèl·lules β durant la 

diabetis tipus 1. No obstant, també s’ha descrit en algun model de diabetis tipus 2, com per 

exemple les rates GK (Homo-Delarche, 2006). Aquestes rates presenten també nivells elevats 

d’IGF-II en els seus illots i unes alteracions morfològiques i funcionals molt similars a les dels 

ratolins transgènics RIP/IGF-II (Höög, 1996). S’ha descrit que l’expressió ectòpica de MHC-II, és 

a dir, en cèl·lules que no són APCs, es dóna per un increment en els nivells d’expressió de la 

isoforma IV del seu transactivador (CIITApIV) (Harris, 2006). No obstant, no s’observaren 

diferències en els nivells d’aquest transactivador entre els illots dels ratolins control i ratolins 

transgènics.  
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També s’han descrit diversos animals transgènics que sobreexpressen molècules MHC-II a 

nivell de les cèl·lules β pancreàtiques. L’expressió de les molècules I-A i I-E (homòlogues a la 

molècula HLA humana), sota el control del promotor de la insulina dóna lloc a la inducció de 

diabetis, però, de manera similar que als illots dels ratolins transgènics IGF-II, en cap dels dos 

casos s’observa infiltració limfocitària ni cap evidència de resposta immune en els pàncrees 

d’aquests animals (Sarvetnick, 1998; Lo, 1988). L’expressió de MHC-II a les cèl·lules β sota un 

promotor més feble que el de la insulina, i que per tant, dóna nivells de sobreexpressió més 

baixos, no dóna lloc ni a infiltració limfocitària ni al desenvolupament de diabetis (Böhme, 1989). 

Estudis posteriors, també demostren la importància dels nivells d’expressió d’aquestes molècules 

per induir diabetis, i que un nivell crític d’expressió seria necessari perquè es donés l’aparició de 

la malaltia (Allison, 1990). No obstant, no només són importants els nivells d’expressió dels MHC-

II, sinó també la presència de molècules co-estimuladores necessàries per la correcta activació 

dels limfòcits T (Kim, 2002). Els nivells d’expressió i la manca de molècules co-estimualdores, 

podrien ser doncs una possible explicació de perquè els ratolins RIP/IGF-II, tot i presentar 

hiperexpressió de MHC-II, no desenvolupen diabetis oberta.  

 

A part de les alteracions descrites en els nivells de MHC de classe II, s’observà que les 

cèl·lules β dels ratolins transgènics IGF-II també presentaven un increment en els nivells de MHC 

de classe I. Es va comprovar que totes aquestes alteracions eren degudes a l’efecte local del gen 

quimèric a nivell de pàncrees i no a un efecte d’aquest a nivell de timus. Alguns models 

transgènics que sobreexpressen molècules de MHC-I en les cèl·lules β pancreàtiques 

desenvolupen diabetis però sense presentar infiltrat limfocitari ni resposta immune en els seus 

illots (Allison, 1988). En canvi, en altres models on l’increment d’expressió de β2-microglobulina 

és inferior al descrit en el model anterior, s’observa insulitis en els illots però absència de diabetis 

oberta (Pelegrin, 1998).  

 

Així doncs, l’expressió d’IGF-II en les cèl·lules β d’aquests ratolins transgènics donava lloc a 

una sèrie d’alteracions que podrien contribuir a que els ratolins RIP/IGF-II desenvolupin un estadi 

de pre-diabetis. S’ha descrit que les alteracions en la funcionalitat de les cèl·lules β serien un 

component clau en el desenvolupament de diabetis tipus 2, i no una simple conseqüència de la 

patologia (Kahn, 2003; Marchetti, 2006). Certs grups postulen que factors ambientals que 

provoquessin la disfunció de les cèl·lules β, acabarien accelerant també el procés diabètic (Wilkin, 

2001; Mathis, 2001; Donath, 2003; Mandrup-Poulsen, 2003). Aquests mateixos grups, 

suggereixen que el nexe entre la diabetis tipus 1 i la tipus 2 seria la mort de les cèl·lules β. En tots 

dos casos factors ambientals actuarien com a factors acceleradors en individus genèticament 

susceptibles. En el cas de la diabetis tipus 1 aquests factors serien la dieta, infeccions víriques, 
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estrès o certs antibiòtics; i en el de la diabetis tipus 2 serien per exemple la obesitat, l’estrès o el 

sedentarisme (Wilkin, 2001).  

 

Donat que moltes de les alteracions descrites en les cèl·lules β dels ratolins RIP/IGF-II, són 

pròpies d’un estat pre-diabètic tipus 2, vam estudiar si aquestes podrien fer que els ratolins 

transgènics fossin més vulnerables a desenvolupar diabetis oberta en front a un estímul que 

actués com a factor accelerador. En estudis previs s’havia descrit que l’alimentació d’aquests 

animals amb una dieta alta en lípids, que també seria un possible factor accelerador, donava lloc 

al desenvolupament de diabetis oberta a un 30% dels ratolins transgènics IGF-II (Devedjian, 

2000). En aquest treball però, es van utilitzar factors que actuessin específicament sobre les 

cèl·lules β pancreàtiques. És per això que vam escollir en primer lloc el tractament amb 

estreptozotocina (STZ), que simularia un efecte tòxic i més específic per les cèl·lules β. En segon 

lloc, es va examinar l’efecte d’un procés autoimmune, que seria un factor més crònic i més propi 

de la patologia diabètica.  

 

En plantejar-nos però, el tractament amb STZ, calia tenir en compte, que el factor de 

creixement IGF-II és un potent antiapotòtic, i que a més, és capaç d’induir in vitro la proliferació i 

la diferenciació de les cèl·lules β, i està també involucrat en el creixement i la diferenciació dels 

illots durant el desenvolupament embrionari (Hill, 2000; Rabinovitch, 1982; Hogg, 1993). A més a 

més, IGF-II és a nivell estructural i funcional molt similar al factor de creixement IGF-I 

(Daughaday,1989). Degut a les similituds existents entre aquests dos factors, podia donar-se el 

cas que l’expressió local d’IGF-II a nivell de les cèl·lules β bloquegés l’efecte del tractament amb 

STZ, tal i com s’ha descrit que succeeix en els animals transgènics RIP/IGF-I que expressen IGF-

I a les cèl·lules β del pàncrees (George, 2002). 

 

Després del tractament amb 40 mg/Kg de STZ, tant els animals control, com els transgènics 

RIP/IGF-II desenvoluparen diabetis oberta. Ambdós grups presentaven una disminució en la 

massa de cèl·lules β, que donava lloc a la hipoinsulinèmia i la conseqüent hiperglucèmia 

diabètica. Tot i que els ratolins transgènics IGF-II partien d’una massa de cèl·lules β tres vegades 

superior a la dels ratolins control, després del tractament amb STZ, no s’observaren diferències 

entre la massa de cèl·lules β dels dos grups, és a dir que la pèrdua de massa de cèl·lules β era 

superior en el cas dels ratolins transgènics IGF-II. El manteniment de la massa de cèl·lula β 

depèn de l’equilibri entre l’apoptosi, la replicació i la neogènesi d’aquestes cèl·lules. S’ha descrit 

que el pic d’apoptosi es dóna a dia 10 després de tractament amb MLD STZ  (Like, 1977; 

O’Brien, 1996). Degut a aquest increment en l’apoptosi, s’indueix també la replicació de les 

cèl·lules β com a mecanisme per compensar aquesta pèrdua de cèl·lules. Tot i les propietats 

antiapotòtiques i mitogèniques descrites per IGF-II, la sobreexpressió d’aquest factor en les 
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cèl·lules β d’aquests ratolins transgènics no donava lloc ni a una disminució de l’apoptosi 

d’aquestes cèl·lules, ni a un increment en la replicació abans ni després del tractament. Els 

resultats indicaven doncs que els animals transgènics IGF-II responien al tòxic igual que ho feien 

els ratolins control i desenvolupaven diabetis oberta. No obstant, els ratolins IGF-II semblaven 

presentar una major sensibilitat al tractament, ja que en ells la pèrdua de massa de cèl·lules β i la 

disminució dels nivells d’insulina després del tractament era superior que en els controls. 

 

Tot i les similituds descrites entre els factors de creixement IGF-I i IGF-II, els animals 

transgènics RIP/IGF-II responien al tractament amb STZ de forma totalment oposada al que ho 

feien els ratolins transgènics RIP/IGF-I (George, 2002). S’ha descrit que els efectes mitogènics i 

antiapoptòtics d’IGF-I i IGF-II vénen mediats sobretot a través del receptor d’IGF-I (IGF-IR) (Le 

Roith, 1997). Tots dos factors s’uneixen tant al receptor d’IGF-I (IGF-IR) com al receptor 

d’insulina (IR), però no ho fan amb la mateixa afinitat. El receptor IGF-IR té una afinitat 10 

vegades superior per IGF-I, que per IGF-II (Le Roith, 1997). Una major afinitat d’IGF-I per aquest 

receptor podria explicar el major efecte observat en els animals transgènics RIP/IGF-I. Ambdós 

factors poden unir-se també al receptor d’insulina (IR). Aquest receptor existeix en dues 

isoformes, la IR-A uneix amb molta més afinitat IGF-II que no pas IGF-I (Moller, 1989). A part, 

l’IGF-II s’uneix amb una elevada afinitat al receptor IGF-II/M6P. No obstant, s’ha postulat que la 

funció principal d’aquest receptor és l’eliminació d’IGF-II del sèrum i la seva posterior degradació 

(Hawkes, 2004) i, la seva participació en la mediació d’accions biològiques és controvertida 

(Zhang, 1997; Hawkes, 2004). Les diferents afinitats d’IGF-I i IGF-II pel diferents receptors (IR, 

IGF-IR, IGF-II/M6P) podria explicar en part les diferències observades entre els ratolins RIP/IGF-I 

i RIP/IGF-II després del tractament amb MLD STZ.  

 

També és important tenir en compte, que l’expressió d’aquests dos gens quimèrics (RIP/IGF-

I i RIP/IGF-II) ve dirigida pel promotor de la insulina-I de rata (RIP). Aquest promotor inicia la seva 

expressió al voltant del dia embrionari e9-9.5. Així doncs, IGF-I i IGF-II s’expressarien a nivells 

elevats durant tot el desenvolupament embrionari d’aquests animals. Durant aquest període l’IGF-

II està implicat en la regulació del creixement i diferenciació dels illots, i és molt més abundant 

que IGF-I (Han, 1988). Durant el desenvolupament, IGF-II actuaria sobretot a través de la unió 

amb la isoforma A del receptor de la insulina (IR-A). Isoforma predominant a nivell fetal i la qual 

presenta molta més afinitat per IGF-II que no pas per IGF-I (Moller, 1989; Denley, 2003). Les 

diferències a nivell de desenvolupament pancreàtic influencien en les característiques de l’animal 

adult, i per tant, donen lloc a animals fenotípicament molt diferents. Els animals RIP/IGF-I són 

normoglucèmics, normoinsulinèmics i no presenten intolerància a la glucosa. En canvi, els 

ratolins RIP/IGF-II havíem pogut comprovar que presenten múltiples alteracions a nivell de les 

cèl·lules β pancreàtiques, pròpies d’un estadi de pre-diabetis. Aquestes diferències fenotípiques 
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poden ser també una raó important dels diferents resultats obtinguts amb els dos animals 

transgènics.  

 
Per tal de comprovar però, si realment les alteracions descrites en aquests animals, podrien 

fer-los molt més vulnerables a desenvolupar diabetis, vàrem tractar els animals amb dosis de 

STZ que no fossin diabetogèniques pels controls. S’ha descrit que els ratolins control tractats 

amb dosis molt baixes de STZ (20 mg/Kg) són capaços de mantenir la normoglucèmia, i no 

arriben a desenvolupar diabetis després d’aquest tractament, conegut com a MVLD STZ 

(Casellas, 2006). El tractament amb aquestes dosis de STZ donà lloc al desenvolupament de 

diabetis oberta a un 42% dels ratolins transgènics IGF-II. Els ratolins control no presentaven 

variacions ni en la seva glucèmia, ni en la massa de cèl·lula β, en canvi, una part dels ratolins 

transgènics IGF-II presentaven hiperglucèmia, tant en alimentació com en dejú. Un estudi 

histològic del pàncrees va permetre comprovar que l’increment en la glucèmia dels ratolins 

transgènics era deguda a una pèrdua de massa de cèl·lula β. En el cas de la població d’animals 

transgènics que romanien normoglucèmics durant tot l’estudi, la reducció de la massa de cèl·lula 

β era d’un 40% aproximadament, en canvi, en la població d’animals transgènics que 

desenvolupaven hiperglucèmia diabètica, la pèrdua de massa de cèl·lules β arribava a ser del 

80%. Tots aquests resultats indicaven que els ratolins transgènics RIP/IGF-II presentaven una 

major susceptibilitat a desenvolupar diabetis oberta en presència d’un factor accelerador, en 

aquest cas la STZ.  

 

Similarment, es va determinar si els ratolins transgènics RIP/IGF-II serien més vulnerables a 

desenvolupar diabetis oberta en presència d’un procés autoimmune, i no únicament en front un 

efecte tòxic com el tractament amb estreptozotocina. Per tal d’induir un atac immunitari als 

ratolins RIP/IGF-II, els vàrem creuar amb ratolins RIP/hINFβ. S’ha descrit que aquests ratolins 

RIPh/IFNβ, en fons genètic CD-1, presenten una important infiltració en els seus illots, 

principalment cèl·lules T CD4+ i CD8+ (Alba, 2004, Casellas, 2006). Presenten també un 

increment de l’expressió de β2-microglobulina a nivell dels illots pancreàtics, però no de 

molècules MHC de classe II (Alba, 2004). Aquesta infiltració fa que aquests ratolins presentin 

característiques pròpies d’un estat pre-diabètic tipus 1, però només un 11% d’aquests animals 

acaben desenvolupant diabetis espontània. S’ha demostrat que el desenvolupament de diabetis 

en aquests animals, no és causat per una disfunció metabòlica de les cèl·lules β, sinó que és 

clarament autoimmune (Alba, 2004). Aquests ratolins RIP/hIFNβ es creuaren amb els ratolins 

RIP/IGF-II per tal d’obtenir ratolins doble transgènics IFNβ/IGF-II. Aquests ratolins doble 

transgènics presentaven, ja a les 3 setmanes de vida una marcada intolerància a la glucosa, igual 

que els seus germans IGF-II. Aquesta intolerància possiblement podria venir donada per les 
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mateixes alteracions que s’havien descrit en els ratolins transgènics RIP/IGF-II, en fons genètic 

C57BL/6;SJL.  

 

Quan s’analitzaren les glucèmies d’aquests ratolins doble transgènics IFNβ/IGF-II, s’observà 

que aquests desenvolupaven una marcada hiperglucèmia durant els dos primers mesos de vida, 

arribant a una incidència de diabetis espontània del 75% del animals IFNβ/IGF-II als 4 mesos 

d’edat. Contràriament, els seus germans control i IFNβ presentaven normoglucèmia i, els ratolins 

IGF-II presentaven una lleugera hiperglucèmia. La hiperglucèmia diabètica en els ratolins doble 

transgènics venia donada per una disminució dels nivells d’insulina circulants. No s’observaren 

alteracions en els nivells d’insulina dels ratolins control i transgènics IFNβ de diferent edats. En el 

cas dels ratolins transgènics IGF-II s’observava una lleugera hiperinsulinèmia als 3 mesos d’edat, 

descrita prèviament en els ratolins en fons genètic C57BL/6;SJL. A part de la disminució en els 

nivells d’insulina circulant dels ratolins doble transgènics IFNβ/IGF-II, s’observava també una 

disminució en els nivells de hIFNβ circulants, ja que l’expressió de tots dos transgens ve regulada 

pel promotor del gen de la insulina-1 (RIP-1). 

 

A les 3 setmanes de vida, tant els ratolins transgènics IGF-II, com els doble transgènics 

IFNβ/IGF-II presentaven una organització de les cèl·lules dels illots totalment alterada. Les 

cèl·lules α es trobaven distribuïes aleatòriament per tot l’illot en comptes d’estar a la perifèria. Als 

3 mesos, els ratolins IFNβ/IGF-II presentaven una pèrdua significativa de massa de cèl·lula β, que 

podria explicar la disminució observada en els nivells d’insulina i l’aparició de diabetis en aquests 

ratolins. Als 3 mesos d’edat, els ratolins transgènics IGF-II mostraven un major increment de la 

massa de cèl·lules β, aquest increment també s’havia descrit en els ratolins transgènics IGF-II en 

fons genètic C57BL/6;SJL, en aquest cas però, l’increment no resultava ser de 3 vegades, 

possiblement, perquè, tal i com s’ha descrit, el fons genètic CD-1 és més resistent a generar 

hiperplàsia dels illots que no pas el fons genètic C57BL/6;SJL. Paral·lelament a la pèrdua de 

massa de cèl·lula β, en els pàncrees dels ratolins IFNβ/IGF-II s’hi observava una important 

infiltració limfocitària. S’ha descrit que l’expressió d’IFNβ en les cèl·lules β indueix una infiltració 

principalment de limfòcits T CD4+ i T CD8+, per tant, possiblement en els ratolins IFNβ/IGF-II es 

tracti d’un infiltrat molt similar (Alba, 2004; Casellas, 2006).  

 

Contràriament als resultats obtinguts amb els ratolins IFNβ/IGF-II, s’ha descrit que l’expressió 

d’IGF-I en els ratolins doble transgènics IFNβ/IGF-I inhibeix l’aparició d’infiltració limfocitària en 

els illots (Casellas, 2006). Aquestes diferències entre els doble transgènics IFNβ/IGF-I i els 

IFNβ/IGF-II són similars a les que observàvem entre els ratolins RIP/IGF-I i RIP/IGF-II després 

del tractament amb STZ. 
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En les cèl·lules β els ratolins RIP/hINFβ s’hi havia descrit un increment de l’expressió de β2-

microglobulina (Pelegrin, 1998; Alba, 2004; Casellas, 2006). En les dels ratolins RIP/IGF-II hi 

havíem observat un l’increment d’expressió de molècules MHC-II, com també un lleuger 

increment de β2-microglobulina. Es va comprovar que en els ratolins doble transgènics INFβ/IGF-

II es mantenia la hiperexpressió d’ambdues molècules. S’ha descrit que l’increment de β2-

microglobulina, donat per la presència d’IFNβ, és capaç d’induir insulitis i trencar la tolerància 

envers les cèl·lules β (Notkins, 2001; Alba, 2004). Diversos articles descriuen també, que la 

presència de MHC-II en els òrgans diana, per si sola no és suficient com per trencar la tolerància, 

en canvi, en presència d’un nombre suficient de cèl·lules T autoreactives, en aquest cas induïdes 

per l’expressió d’IFNβ, si que pot donar lloc al desenvolupament de diabetis (Von Herrath, 1995; 

Wen, 2000). Així doncs, en el ratolins doble transgènics IFNβ/IGF-II la combinació de la 

hiperexpressió de molècules MHC de classe I i classe II podria ser la responsable de l’elevada 

insulitis i de la ràpida progressió del procés diabètic observades en aquests ratolins.   

 

D’altra banda, un dels locus associats amb la predisposició a desenvolupar diabetis en 

humans és el locus IDDM2, aquest locus conté el gen de la insulina i el de l’IGF-II. Tot i que els 

estudis que relacionen aquest locus amb alteracions en l’expressió d’IGF-II són controvertits, s’ha 

descrit que alteracions en els nivells d’expressió d’IGF-II també podrien relacionar-se amb la 

susceptibilitat a desenvolupar diabetis (Gennen, 1993; Polychronakos, 1995; Vafiadis, 1998b). Els 

ratolins transgènics que sobreexpressen IGF-II en cèl·lules β podrien representar un model que 

mimetitzaria la susceptibilitat a desenvolupar diabetis en individus amb variants al·lèliques del 

locus IDDM2. El nostre estudi també suggereix un paper clau de l’IGF-II en el locus IDDM2, i no 

només del gen de la insulina.  

 

També, molt recentment, s’ha descrit que un dels locus associats al desenvolupament de 

diabetis tipus 2 es localitza en el gen IGF2BP2 (Zeggini, 2007; Scott, 2007; Saxena, 2007). 

Aquest gen codifica per una proteïna citoplasmàtica d’unió a RNAm anomenada IMP2, que 

reprimeix la traducció del RNAm d’IGF-II (Nielsen, 1999). Tot i que encara es desconeix la 

funcionalitat d’aquest SNP en el gen d’IGF2BP2, donada la seva associació amb la susceptibilitat 

a desenvolupar diabetis tipus 2, fa pensar que aquest SNP podria alterar a IMP2 de manera que 

deixaria de bloquejar la traducció d’IGF-II, i per tant, molt probablement, incrementaria els nivells 

d’IGF-II en les cèl·lules β. Els resultats del nostre estudi demostren clarament que un augment 

d’IGF-II en cèl·lules β porta al desenvolupament de diabetis tipus 2. 

 

Molts estudis suggereixen que la separació entre la diabetis tipus 1 i la diabetis tipus 2 no 

seria tant clara, sinó que la diferència entre ambdues seria, principalment, la rapidesa i els factors 

que desencadenen la mort de les cèl·lules β (Wilkin, 2001; Mathis, 2001). Els resultats obtinguts 
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amb els ratolins transgènics RIP/IGF-II estarien d’acord amb aquestes teories, ja que en aquests 

animals, la presència de certes alteracions a nivell de les cèl·lules β, pot donar lloc al 

desenvolupament d’un o altre tipus de diabetis en funció de quins factors ambientals intervenen 

en el procés.  

 

Així doncs, en resum, els ratolins transgènics RIP/IGF-II presentarien una sèrie d’alteracions 

en les cèl·lules β, similars a les que es podrien trobar en alguns individus susceptibles a 

desenvolupar diabetis degut a certes alteracions genètiques (Unger, 1991; Brissova, 2002; 

Kulkarni & Kahn, 2004).  Algunes d’aquests alteracions en els ratolins transgènics RIP/IGF-II 

acaben donant lloc a la hiperexpressió de molècules MHC-II. Aquests animals, en una situació 

normal, acabarien desenvolupant un estat pre-diabètic tipus 2, i resistència a la insulina amb 

l’edat (Devedjian, 2000), sense desenvolupar diabetis oberta. En presència però d’un factor 

accelerador, com era el cas del tractament amb STZ, aquests animals desenvolupaven diabetis 

oberta. No obstant, quan a més a més de l’alteració funcional de les cèl·lules β, s’hi dóna també 

una infiltració limfocitària, que podria venir donada per la infecció d’algun virus a nivell de cèl·lules 

β o per molt altres factors (en aquest cas la presència d’IFNβ), la insulitis present en els illots 

seria suficient com per trencar la tolerància i donar lloc al desenvolupament de diabetis oberta en 

un percentatge molt elevat dels individus (Von Herrath, 1995; Wen, 2000) (Esquema 2).  

 

Així doncs, els ratolins RIP/IGF-II podrien ser un bon model per estudiar quines són les 

alteracions presents en les cèl·lules β que serien claus pel desenvolupament de diabetis. Aquest 

model seria útil també per a estudiar l’efecte que tindrien altres factors externs, com podrien ser 

les citoquines i àcids grassos circulants presents en situacions d’obesitat i estrès, entre altres, en 

la funcionalitat de les cèl·lules β i la seva contribució al desenvolupament de diabetis oberta. A 

més, el nostre estudi suggereix que l’increment d’IGF-II en cèl·lules β podria ser un possible 

factor implicat en el desenvolupament del procés diabètic. 
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Esquema 2. Esquema de la contribució de les alteracions gèniques i els factors externs en el desenvolupament de 
diabetis en els animals RIP/IGF-II. (adaptació de Pickup & Williams, 2003). 
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        VI. CONCLUSIONS 

 



                                                                                                                         Conclusions 

1) Els ratolins transgènics RIP/IGF-II presenten intolerància a la glucosa, deguda probablement, 

a la disminució de la secreció d’insulina en resposta aquest sucre.  

 

2) La menor secreció d’insulina en resposta a la sobrecàrrega de glucosa pot ser deguda a 

l’alteració dels nivells d’expressió d’algunes de les proteïnes implicades en el procés de 

captació del sucre, en especial el transportador Glut2.   

 

3) Els illots dels ratolins RIP/IGF-II presenten un increment en l’expressió de gens involucrats en la 

matriu extracel·lular, molècules d’adhesió, inflamació i resposta immune; i una disminució en 

l’expressió de gens relacionats amb el metabolisme cel·lular.   

 

4) Els illots dels ratolins RIP/IGF-II presenten una reducció dels nivells d’expressió de Pdx1 i 

HNF3β (FOXA2). Aquesta podria estar relacionada amb la disminució dels nivells d’expressió 

de Glut2, d’insulina, així com d’altres factors de transcripció importants per la funcionalitat de 

les cèl·lules β, com HNF4 i MafA.   

 

5) Les cèl·lules β dels ratolins RIP/IGF-II presenten una hiperexpressió de molècules de MHC de 

classe I i classe II. Aquesta expressió però, no dóna lloc a l’aparició d’insulitis, ni diabetis. 

 

6) Les alteracions presents en les cèl·lules β dels ratolins RIP/IGF-II els fan més sensibles a 

desenvolupar diabetis oberta després del tractament amb estreptozotocina. Tant a dosis 

estàndards, com a dosis molt baixes, considerades no diabetogèniques pels ratolins control.  

 

7) S’han obtingut ratolins doble transgènics que expressen IFNβ i IGF-II en les cèl·lules β 

pancreàtiques (IFNβ/IGF-II), mitjançant l’encreuament d’animals RIP/hIFNβ amb ratolins 

RIP/IGF-II. 

 

8)  El 75% dels ratolins doble transgènics IFNβ/IGF-II desenvolupen diabetis espontània durant 

els dos primers mesos de vida. Hem obtingut així un model de diabetis espontània. 

 

9) Els ratolins transgènics RIP/IGF-II podrien ser un bon model per estudiar tant quines serien les 

alteracions presents en les cèl·lules β claus en la progressió de la diabetis, com també 

l’efecte que tindrien altres factors ambientals en la funcionalitat de les cèl·lules β i la seva 

contribució en el desenvolupament de diabetis oberta. 

 

10) El nostre estudi suggereix que l’increment d’IGF-II en cèl·lules β podria ser un factor clau en 

l’inici del procés diabètic. 
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1. MATERIALS 
 

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

caracteritzades en el nostre laboratori. Els ratolins que sobreexpressen el gen quimèric RIP/IGF-

II en les cèl·lules β pancreàtiques s’havien generat a partir d’híbrids C57BL/6;SJL (The Jackson 

Laboratory, Bar Harbor, Maine, USA)  (Devedjian, 2000), i els que expressen el gen del IFNβ 

humà en cèl·lules β pancreàtiques s’havien generat també a partir d’híbrids C57BL/6;SJL 

(Pelegrin, 1998) i posteriorment foren retrocreuats amb ratolins CD-1 fins arribar a la generació 

N15 (Casellas, 2006). 

 

Tots els animals estaven alimentats ad libitum, és a dir, sense restringir-los l’accés al menjar, 

amb una dieta estàndard (2018S Teklad Global, Harlan Teklad, Madison, Wisconsin, EEUU) i es 

mantingueren en condicions de temperatura i llum controlades ( cicles de 12 hores de llum i 12 

hores de foscor). Quan va ser necessari, els animals es dejunaren durant 16 hores. Per 

l’eutanàsia, els animals s’anestesiaren mitjançant anestèsics inhaladors (Isoflurano, IsoFlo®), 

Abbott Animal Health, Illinois, EEUU) i es decapitaren. Tots els procediments experimentals 

foren aprovats pel Comitè d’Ètica i d’Experimentació Animal i Humana de la Universitat 

Autònoma de Barcelona. 

 
1.2. REACTIUS 
 
Els reactius de biologia molecular s’obtingueren de les cases comercials Roche (Roche 

Diagnostics Corp., Indianapolis, IN, EEUU), Invitrogen Corporation (San Diego, CA, EEUU), Bio-

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

Sigma (St.Louis, MO, EEUU) i Promega Corporation (Madison, WI, EEUU). Els productes 

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

La estreptozotocina (ref. S-0130) es va adquirir de Sigma (St.Louis, MO, EEUU). 

 

1.3. SONDES DE DNA 
 
Les sondes utilitzades per detectar la incorporació del transgen mitjançant Southern blot 

foren les següents:  

- sonda IGF-II : fragment de 220 pb del cDNA de l’IGF-II murí amplificat per PCR. 

- sonda IFNβ : fragment de 340 pb del cDNA de l’IFNβ humà amplificat per PCR.  
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1.4. ANTICOSSOS  
 

Els anticossos utilitzats per la realització de les immunohistoquímiques i Western blots van 

ser els següents:  

 

- anticòs de conill porcí contra insulina porcina (I-8510) – Sigma Chemical Co., Saint Louis, 

Missouri, EEUU. 

- anticòs de conill contra IGF2 (PAC1) – GroPep Ltd., Adelaide, Australia. 

- anticòs d’ovella contra IFNβ humà ( AHC4024) -  Biosource Internacional, Camarillo, EEUU. 

- anticòs de conill contra glucagó (64701) – INC Biochemicals Inc., Aurora, OH, EEUU. 

- anticòs de conill contra somatostatina (DJDS319) – LABGEN, LabClinics, Barcelona. 

- anticòs de conill contra polipèptid pancreàtic humà (64771)– INC Biochemicals Inc., Aurora, 

OH, EEUU. 

- anticòs de conill contra GLUT2 (AB1342) – Chemicon International Inc., CA, EEUU. 

- anticòs de conill contra E-cadherina (sc-7870) – Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa 

Cruz, CA, EEUU. 

- anticòs d’ovella contra glucoquinasa - cedit pel Dr. Mark A. Magnuson, Vanderbilt University 

School of Medicine, Nashville, TN, EEUU. 

- anticòs de cabra contra beta-actina (ab8229) – Abcam, Cambridge Science Park, UK. 

- anticòs secundari de cabra contra IgG de conill, biotinilat (31820) – PIERCE Biotechnology 

Inc., Rockford, IL, EEUU. 

- anticòs secundari de conill contra IgG d’ovella, biotinilat (6150.08) – LabClinics, Barcelona. 

- anticòs secundari de conill contra IgG de cabra, conjugat amb peroxidasa (PO449) – DAKO 

Cytomation, Glostrup, Denmark. 

- anticòs secundari de porc contra IgG de conill, conjugat amb peroxidasa (PO217) – DAKO  

- anticòs secundari de conill contra IgG d’ovella, conjugat amb peroxidasa (PO163) – DAKO  

- anticòs secundari de conill contra IgG de conill porcí, conjugat amb peroxidasa (PO141) – 

DAKO Cytomation, Glostrup, Denmark. 

- anticòs secundari de cabra contra IgG de conill, conjugat a Alexa Fluor 568 (TRITC) (A-

11011)– Molecular Probes, Invitrogen, San Diego, CA, EEUU. 

- anticòs secundari de cabra contra IgG de conill porcí, conjugat a Alexa Fluor 568 (TRITC) 

(A-11075) – Molecular Probes, Invitrogen, San Diego, CA, EEUU. 

- anticòs secundari de conill contra IgG de conill porcí, conjugat a Alexa Fluor 488 (FITC) (A-

11073) – Molecular Probes, Invitrogen, San Diego, CA, EEUU. 

- streptavidina conjugada amb Alexa Fluor 488 (FITC) (S-11223) – Molecular Probes, 

Invitrogen, San Diego, CA, EEUU. 
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- streptavidina conjugada amb Alexa Fluor 568 (TRITC) (S-11226)– Molecular Probes, 

Invitrogen, San Diego, CA, EEUU. 

- streptavidina conjugada amb Alexa Cy5 (PA45001) – Amersham Biosciences, Piscataway, 

NJ, EEUU. 

- Hoechst (B2261) - Sigma Chemical Co., Saint Louis, Missouri, EEUU. 

- TUNEL – Kit Roche (1.684817) - F.Hoffmann, Roche Diagnostics Corp., IN, EEUU. 

 

 

2. MÈTODES 
 

2.1. DETECCIÓ DELS ANIMALS TRANSGÈNICS 
 
Per tal de determinar la presència del gen quimèric en els ratolins es varen utilitzar les 

tècniques de Southern blot i PCR. En ambdós casos es partia de DNA genòmic obtingut a partir 

d’un fragment de la cua del ratolí. 

 
2.1.1. Obtenció de DNA genòmic 

Per l’obtenció de DNA genòmic es seguia una adaptació del mètode de De Wet (De Wet et 

al., 1987). Fragments de cua, d’uns 0,5 cm, d’animals de tres setmanes d’edat es digerien en 

una solució tamponada que contenia proteinasa K i SDS i s’incubava a 56ºC tota la nit. Aquesta 

incubació permet la digestió del teixit per la proteinasa K, alliberant-se el DNA genòmic de les 

cèl·lules. Posteriorment es purificava el DNA. S’afegien 250μl d’una solució saturada de NaCl, 

es centrifugava durant 15 minuts a 12000xg i es recuperava el sobrenadant. A partir d’aquest 

sobrenadant es precipitava el DNA genòmic mitjançant l’addició de 500μl d’isopropanol i es 

centrifugava de nou 15 minuts a 12000xg. Es descartava el sobrenadant mitjançant aspiració i 

posteriorment es rentava el pellet de DNA amb etanol 70%. Es tornava a centrifugar durant 10 

min a 12000xg i es descartava de nou el sobrenadant per aspiració. Finalment el DNA es 

resuspenia en 65μl d’aigua miliQ, prèviament escalfada a 65ºC per afavorir la resuspenció. El 

DNA obtingut s’analitzava posteriorment mitjançant Southern blot 

 

Solució de llisi 

Tris-HCl pH 8.5    100  mM     

EDTA   pH 8         5 mM  

SDS           0.2 % (p/vol) 

NaCl           200 mM 

Proteinasa K        1 mg/mL  
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2.1.2. Anàlisi del DNA per Southern blot 

 

2.1.2.1.  Digestió i electroforèsi del DNA genòmic 

Es digerien 10 μg del DNA genòmic durant tota la nit a 37ºC amb l'enzim de restricció 

adequat segons el transgen que es volgués analitzar (Bam HI en el cas d’IGF-II i Bgl II en el cas 

d’IFNβ). El dia següent, s’afegia tampó de càrrega 10x (Glicerol 50%, EDTA 100mM, SDS 1% i 

blau de bromofenol 0,1%) al DNA genòmic digerit i es realitzava una electroforèsi en gels de 

l’1% d’agarosa/TAE 1x. En l’electroforèsi de DNA s’utilitzà com a marcador de pes molecular el 

DNA Molecular Weight Marker X  (Roche Diagnostics Corp., Indianapolis, IN). Es deixaven 

córrer les digestions durant 4-5 hores entre 50-60 volts. Posteriorment es realitzava el 

tractament del gel per tal de permetre la transferència del DNA a la membrana de nylon, aquest 

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

i assegurar la transferència  filtre dels fragments d’elevat pes molecular; 20 minuts en un solució 

alcalina (1.5M NaCl, 0.5M NaOH) per tal de desnaturalitzar el DNA i facilitar-ne també la 

transferència; i un mínim de 20 minuts en una solució neutralitzant  (1M Tris, 3M NaCl) que 

permetrà neutralitzar el pH i carregar negativament el DNA de nou. 

 

TAE 1x 
Tris-acetat            40 mM, pH 8,3 
EDTA                   1 mM 
Bromur d’etidi       0.5 µg/ml 
 

2.1.2.2.  Transferència del DNA a la membrana 

Després del tractament del gel d’agarosa es realitzava la transferència del DNA des del gel a 

membranes de nylon carregades positivament (Roche Diagnostics Corp., Indianapolis, IN - ref.1 

417 240). El mètode de transferència utilitzat era el sistema Turboblotter® (Schleicher & Schuell, 

Kenne, New Hampshire). Aquest sistema permet la transferència del DNA mitjançant capil·laritat 

per pressió negativa en tampó d’alta força iònica (10xSSC) a través de papers absorbents 

(GB002 i GB004 - Schleicher & Schuell, Keene, New Hampshire). La transferència es realitzava 

en un mínim de 2 hores, però es pot deixar també durant la nit. Un cop finalitzada, el DNA es 

fixava a la membrana de nylon mitjançant la irradiació de 120000μJ de llum ultravioleta un 25-50 

segons, amb el sistema UV-Stratalinker 1800 (Stratagene, La Jolla, CA). Aquesta irradiació 

permet la creació d’unions covalents entre el DNA i la membrana.  

 
20xSSC 
NaCl                 3 M 
Citrat sòdic       0.3 M, pH 7,4 
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2.1.2.3.  Marcatge radioactiu de les  sondes de DNA 

Les sondes utilitzades en els Southern blot es marcaven radioactivament amb [α-32P]-dCTP 

(3000 Ci/mmol; Amersham Corp., Arlington Heights, Ill.) El marcatge es realitzava a partir del 

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

Biosciences) seguint les instruccions del fabricant. Un cop marcades, les sondes es filtraven 

mitjançant gel filtració en columnes de Sephadex G-50 (Probe Quant G-50 Micro Columns, 

Amersham Pharmacia Biotech), que permetien separar els nucleòtids radioactius no incorporats 

a la sonda i reduir així la radioactivitat inespecífica. 

 

2.1.2.4.  Hibridació de la membrana 

A continuació es procedia a la realització de la prehibridació, durant unes 2 hores a 65°C. La 

solució de prehibridació conté principalment proteïnes, detergents com el SDS i ssDNA que 

bloquegen la membrana que no conté DNA fixat, reduint així la hibridació inespecífica. 

Posteriorment es realitzava la hibridació durant tota la nit amb la sonda marcada 

radioactivament (3-5.106cpm/ml), en agitació rotacional a 65ºC.. 

 
Solució de prehibridació i hibridació    
Na2HPO4 - pH 7.2              0,25 mM      
SDS                                  10% (p/vol) 
EDTA                                1 mM 
Blocking reagent (Roche)    0.5% (p/vol) 
(ref. 1096176) 
 

2.1.2.5.  Rentats de la membrana i revelat 

Després de la hibridació, les membranes es rentaven per eliminar la sonda en excés i la 

radioactivitat inespecífica que es mantingués unida a la membrana per unions molt dèbils. Es 

realitzaven 3 rentats consecutius, cada un d’una astringència superior: 2 rentats, de 10 minuts 

cada un, amb una solució de baixa astringència, a 30°C en agitació rotacional; i un  rentat de 15 

minuts a 65°C en agitació rotacional amb una solució d’alta astringència. Finalment, les 

membranes s’exposaven a una pel·lícula fotogràfica o a una pantalla radiosensible per tal 

d’obtenir la senyal que permetia la genotipació dels animals. 

 

Solució de baixa astringència: 2x SSC, 0.1% SDS 
Solució d’alta astringència: 0.1x SSC, 0.1% SDS 
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2.1.3. Anàlisi del DNA per PCR 

L’anàlisi del DNA per PCR és un mètode que permet detectar els animals transgènics molt 

més ràpidament si es disposa dels primers adequats. La PCR s’utilitzava per la detecció dels 

animals transgènics RIP/IGF-II i RIP/IFNβ.  

 

En la PCR d’IGF-II, els primers amplificaven una banda d’uns 440pb procedent del gen 

endogen en els ratolins control; i en cas dels ratolins transgènics s’amplificava la banda de 

440pb de l’endogen i una banda d’uns 200pb procedent del cDNA del gen quimèric. D’aquesta 

manera en el cas dels ratolins control obteníem una sola banda, i en el cas dels ratolins 

transgènics n’obteníem dues, una que provenia del gen endogen i l’altre del transgen. La 

seqüència dels primers i la seva localització és la següent: 

 

IGF-II fwd: 5’ - CCT CTC AGG CCG TAC TTC CG - 3’ (1093nt ) 

IGF-II rev: 5’ – GGT GGT AAC ACG ATC AGG GG - 3’ (  1423nt) 

 

Les condicions eren les següents :                                 El cicle  era el següent: 

Mix 1 -   8 µl Buffer (5x)                                                   Afegir mix 1 

    2,4  µl Mg2+ (25mM)           Hot start - 5 min 95°C 

              200-300ng DNA mostra                                    Afegir mix 2  

H2O miliQ fins a volum total 40 µl                     2 min a  95ºC  

Mix 2 -   2 µl (5x)            38 cicles  40’’ a 95°C 

   0,6 µl Mg2+ (25mM)                                                       30’’ a 64°C 

              0,4 µl dNTP mix (25 mM each)                                         30’’ a 72°C  

              1 µl oligos mix (10 mM each)               15 min a 72°C 

0,1 µl Taq pol. (5 U/µl)                      manteniment a 4°C 

H2O miliQ fins a volum total 10 µl 

 

 

En la PCR d’IFNβ, els primers amplificaven un fragment de 340 pb del cDNA d’IFNβ humà. 

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

transgènics. Els primers utilitzats són els següents:  

 

RIP: 5’ – AAG TGT TTG GAA ATT ACG GC - 3’ 

IFNβ: 5’ – TGG AGA AGC ACA ACA GGA GA - 3’ 
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Les condicions eren les següents :                                El cicle era el següent: 

Mix  - 6 µl Buffer (5x)                                                       2 min  a  95°C 

          2,4 µl Mg2+
 (25mM)           40 cicles  30’’ a 94°C 

          0,4 µl dNTPs mix (25 mM each)               20’’ a 58°C 

          0,3 µl oligos mix (10 mM each)               30’’ a 72°C  

           0,2 µl Taq pol. (5 U/µl)          1 min a 72°C  

          150-200ng DNA                      manteniment a 4°C 

           H2O fins a volum total 30 µl  

 

2.2. EXTRACCIÓ D’ILLOTS PANCREÀTICS  
 
Els illots pancreàtics s’extreien a partir de la digestió del pàncrees i posterior aïllament dels 

illots. Per tal de digerir els pàncrees, els ratolins es sacrificaven i se’ls perfonia el pàncrees 

mitjançant la injecció, via colèduc, d’una solució de 1 mg/ml de col·lagenasa P en Hank’s-BSA 

(Collagenase P; Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Germany). Un cop perfosos, els 

pàncrees es digerien en la mateixa solució que s’havia preparat per realitzar les injeccions, 

durant uns 10 minuts a 37º. Un cop digerits, es colava tot el contingut de la digestió i s’aturava la 

reacció afegint-hi Hank’s-BSA fred sense col·lagenasa, i fent 3 rentats de 5, 3 i 2 minuts amb 

Hank’s-BSA fresc per eliminar les restes de col·lagenasa. Posteriorment s’obtenien els illots 

pescant-los amb pipeta sota lupa. Els illots pescats es mantenien en una solució de Hank’s-BSA 

en gel, fins a que s’obtenien tots. Un cop acabat es feia un rentats amb Hank’s sense BSA, i un 

últim rentat amb PBS 1x. Finalment s’obtenia un pellet d’illots que es resuspenia amb TriPure® o 

amb tampó d’homogeneïtzació de proteïnes, segons si es volgués obtenir RNA o proteïnes a 

partir d’aquests illots. 

 

Hank’s (Quantitats per preparar 1 L) 

Nota: La solució de Hank’s es preparava dies 

abans i es guardava filtrada (0,22μm) a 4ºC.  

El mateix dia en que es realitzava l’obtenció 

dels illots s’hi afegia 1mg/ml de BSA i 3mM de 

glucosa. A partir d’aquesta solució de Hank’s-

BSA amb glucosa es preparava la solució de 

col·lagenasa i les posteriors solucions de 

rentat i pesca dels illots. 

NaCl        8 g 

KCl         400 mg 

CaCl2.2H2O       155 mg 

MgSO4.7H2O       200 mg 

Na2HPO4.12H2O       127 mg 

KH2PO4        60 mg 

Gassejar durant 10 min  
amb carbogen (95% O2, 5% CO2) 

Afegir NaHCO3        380 mg 

Ajustar el pH a 7,4 
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2.3. EXTRACCIÓ DE RNA 
 

2.3.1. Extracció de RNA d’illots pancreàtics 

L’obtenció de RNA d’illots pancreàtics es realitzà mitjançant l’ús de la solució TriPure® 

Isolation Reagent (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) i seguint el protocol 

comercial de purificació de RNA en columna de Rneasy Mini Kit de QIAGEN (Cat.No.74104, 

QIAGEN, Invitrogen). El mateix protocol inclou un tractament amb DNases. El RNA queda 

finalment resuspès en un volum de 30 μl d’aigua lliure de RNAses. Finalment, es determinava la 

concentració de RNA de les diferents mostres mesurant l’absorbància a 260nm.  

 

2.3.2. Extracció de RNA de pàncrees total 

L’obtenció de RNA de pàncrees total es realitzà mitjançant l’ús de la solució TriPure® 

Isolation Reagent (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) i seguint el protocol 

comercial a partir d’una petita biòpsia de pàncrees fresc, acabat d’extreure. Aquest protocol es 

basa en el mètode descrit per Chomczynski & Sacchi (Chomczynski & Sacchi, 1987). Les 

mostres s’homogeneïtzaren utilitzant un homogeneïtzador de tipus Polytron®. S’utilitzaren uns 

100 mg de teixit per cada 1 mL de solució TriPure®. En aquest mètode la separació del RNA es 

realitza mitjançant fenol-cloroform i la protecció es dóna gràcies a la solució de guanidina 

tiocianat, que actua com a inhibidor de ribonucleases. Després de la precipitació del RNA amb 

isopropanol i dels posteriors rentats amb etanol al 75%, el RNA es resuspenia amb aigua amb 

dietilpirocarbonato (DEPC), que actua com a inhibidor de ribonucleasas, escalfada a 56 ºC. El 

RNA es resuspenia en un volum entre 50-80 μl depenent del rendiment de l’extracció. 

Finalment, es determinava la concentració de RNA de les mostres mesurant l’absorbància a 

260nm. 

 

2.4. PCR A TEMPS REAL  
 
Per tal de quantificar els nivells d’expressió gènica en illots pancreàtics o pàncrees total, 

s’utilitzà la tècnica de PCR a temps real, també anomenada PCR quantitativa (Q-PCR). La 

determinació dels nivells d’expressió gènica requereix de dos passos: un primer pas per obtenir 

cDNA a partir de les mostres de RNA, obtingudes prèviament tal i com s’ha descrit anteriorment; 

i un segon pas consistent en la PCR a temps real a partir d’aquest cDNA.  En un volum final de 

20μL, i a partir d’1μg de RNA total, s’obtingué el cDNA mitjançant el producte comercial 

Omniscript RT® kit (QIAGEN Sciences, Maryland, USA). En aquesta reacció de retro-

transcripció s’utilitzaren oligo-dT com a primers de la reacció i el producte comercial Protector 

RNase Inhibitor com a inhibidor de RNases, ambdós productes de Roche (Roche Diagnotics). 

Un cop obtinguts els cDNAs de les diferents mostres de RNA es determinà l’expressió gènica 
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mitjançant PCR a temps real, utilitzant el sistema SmartCycler II® (Cepheid, Sunnyvale, CA, 

USA) i el producte comercial QuantiTect® SYBR® Green PCR (QIAGEN Sciences, Maryland, 

USA). Cada reacció de 25 μl contenia: 2μL d’una dilució 1:2 del cDNA, 12.5μL de la QuantiTect® 

SYBR® Green PCR Master mix (MgCl2 2.5 mM) i el parell de primers forward i reverse específics 

per a cada gen determinat, a una concentració final de 0.4μM. Les seqüències dels primers 

utilitzats foren les següents: 

 

 Les condicions de temps i temperatura utilitzades en les PCRs van ser: un primer cicle 

de 15 minuts a 95ºC, seguit de 45 cicles d’amplificació (fase de desnaturalizació: 15 segons a 

95ºC; fase d’aparellament dels oligonucleòtids: 30 segons a la temperatura fixada per cada 

parella de primers i que es mostra en la taula anterior; fase d’extensió: 30 segons a 72 ºC). 

Cada reacció es realitzà per triplicat a partir de les mostres de cDNA de ratolins control i 

transgènics de diferents experiments. La tecnologia SmartCycler II® ens proporcionà, per a cada 

gen analitzat, el càlcul de la Ct de cada mostra per cada triplicat. La Ct correspon al número de 

cicle en que es produeix l’increment significatiu de fluorescència en la reacció, el qual és 

proporcional al número de molècules de cDNA que hi havia en un principi. A partir de les Ct, es 

calculava el nivell d’expressió gènica dels diferents gens analitzats en ambdós grups d’animals 

mitjançant la fórmula matemàtica descrita per Pfaffl (Pfaffl, 2001). Per poder determinar les 

diferències en l’expressió gènica dels grups experimentals, es va normalitzar el nivell 

d’expressió dels diferents gens analitzats per la quantitat de cDNA total present en cada mostra. 
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Per tal de determinar aquesta quantitat de cDNA total es van determinar els nivells d’expressió 

d’un gen housekeeping, l’expressió del qual no estigués alterada en els diferents grups 

experimentals. En els nostres càlculs utilitzàrem com a housekeeping el gen RBS. Els resultats 

s’expressen com la relació entre el nivell d’expressió del gen en cada grup experimental 

respecte a les expressions en els animals control, estandarditzats per l’expressió del gen RBS 

en cada un d’ells (ratio= 2-∆Ct gen (Con-Tg)/ 2-∆Ct RBS (Con-Tg)). D’aquesta manera, les dades es 

representen com a l’expressió de mRNA de cada gen en cada grup experimental relativa al 

nivell d’expressió en els animals control. 

 

2.5. ANÀLISI DE L’EXPRESSIÓ DE GENS  MITJANÇANT MICROARRAYS DE DNA 
 
Els experiments de microarrays es van realitzar en col·laboració amb la plataforma de 

microarrays del Projecte β-cell Therapy (Microarray Facility, Dpt of Clinical Biochemistry, 

Rigshospitalet, Blegdamsvej, Dinamarca).  

S’obtingueren illots pancreàtics de ratolins 9 ratolins control i 9 ratolins transgènics RIP/IGF-

II, a partir del procediment descrit en el punt 2.2. Aquests 18 animals s’agruparen en 6 grups de 

3 animals cada un, s’obtingueren els illots dels animals de cada grup en conjunt, com a pool; 

s’obtingueren per tant 6 pools d’illots pancreàtics: 3 pools d’illots control i 3 pools d’illots 

transgènics RIP/IGF-II, i cada un dels pools estava format pels illots pancreàtics provinents de 3 

animals. Es va realitzar l’extracció de RNA d’aquests 6 pools seguint el protocol descrit en 

l’apartat 2.3.1. Es quantificà el RNA mitjançant espectofotometria i s’enviaren 2μg d’aquests 

RNAs al laboratori de la plataforma de microarrays del Projecte β-cell Therapy (Microarray 

Facility, Dpt of Clinical Biochemistry, Rigshospitalet, Blegdamsvej, Dinamarca).  Allà es realizà la 

comprovació de la qualitat de les mostres, es va retrotranscriure el RNA a cDNA i es feren els 

experiments de microarrays utilitzant els xips MOE430 2.0 d’Affimetrix. L’anàlisi informàtic de les 

dades generades a partir d’aquest experiment de microarrays es realitzaren en el Servei de 

Genòmica Funcional de PROGENIKA (PROGENIKA BIOPHARM, S.A., Derio, Vizcaya). 

 

2.6. EXTRACCIÓ I ANÀLISI DE PROTEÏNES 
 

2.6.1. Extracció de proteïnes d’illots pancreàtics 

L’extracció de proteïnes d’illots pancreàtics es feia a partir del pellet d’illots que obteníem 

rentant-los amb PBS 1x després d’haver-los pescat. Aquest pellet es resuspenia amb uns 80 μl 

del tampó d’homogeneització de proteïnes. Immediatament abans d’utilitzar el tampó 

d’homogeneització s’hi afegien els inhibidors de porteases (una pastilla d’inhibidors per cada 

10mL de tampó – Complete Mini, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail Tablets de Roche 

Diagnostics GMBH, Germany). Un cop resuspès el pellet d’illots es deixava 30 minuts en gel i 
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finalment s’homogeneitzava mitjançant un ultrasonicador. Es centrifugava a 1000xg durant 2 

minuts a 4ºC. A partir d’aquest sobrenadant es determinava la concentració de proteïnes de 

l’extracte mitjançant el mètode Bradford. La resta d’extracte de proteïnes es guardava a -20ºC 

fins a la seva propera utilització. 

 

Tampó d’homogeneització de proteïnes 

Tris-HCl  pH 7,5                    50 mM 

Sacarosa                              270 mM 

EGTA                                    1 mM 

EDTA                                    1 mM 

NaF                                       50 mM 

β-glicerofosfat sòdic             10 mM 

Tampó fosfat  pH 7               5 mM 

Tritón X-100                          1% 

Ortobanadat sòdic                1 mM 

 

2.6.2. Extracció de proteïnes de pàncrees total 

Les proteïnes de pàncrees total es van obtenir mitjançant l’homogeneització dels fragments 

de teixit congelat, uns 100mg de teixit per cada 1mL de tampó d’homogeneització, utilitzant un 

homogeneïtzador de tipus Polytron®. Igual que pel cas de l’extracció de proteïnes d’illots 

pancreàtics, immediatament abans d’utilitzar el tampó d’homogeneització s’hi afegien els 

inhibidors de porteases (una pastilla d’inhibidors per cada 10mL de tampó; Complete Mini, 

EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail Tablets de Roche Diagnostics GMBH, Germany). Després 

d’homogeneïtzar el teixit, l’extracte es va mantenir en agitació a 4ºC durant 1-2 hores i 

posteriorment es va centrifugar a 16000xg durant 20 minuts a 4ºC. A partir del sobrenadant, es 

va determinar la concentració de proteïnes de l’extracte mitjançant el mètode Bradford. La resta 

de l’extracte es va guardar congelat (-20ºC) fins a la seva propera utilització.  

 

2.6.3. Determinació de la concentració de proteïnes 

Per tal de determinar la concentració de proteïnes dels diferents extractes es va utilitzar el 

mètode de Bradfod. Aquest mètode es basa en el canvi de color del colorant blau brillant de 

coomassie quan forma complexes amb les proteïnes. Aquest canvi de color produeix un canvi 

en el màxim d’absorbància d’aquest cromòfor (de 465 a 595 nm). A partir d’una solució 

d’albúmina sèrica bovina (BSA) a 1mg/ml es va realitzar una recta patró d’entre 0 i 20 μg de 

BSA. El volum de la reacció era d’1mL, dels quals 800μl eren la suma de l’aigua i els estàndards 

de la recta patró, i 200μl del reactiu de Bradford (Bio-Rad Protein Assay, Bio-Rad, Manchen, 

Germany). La mateixa reacció es va realitzar amb les mostres dels diferents extractes. En el cas 
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dels extractes de pàncrees total es realitzaren dilucions 1:50 de les mostres; en el cas dels 

extractes d’illots pancreàtics no fou necessari realitzar dilucions. Després d’afegir el reactiu de 

Bradford les mostres es sacsejaren i s’incubaren durant 5-10 minuts a temperatura ambient. 

Posteriorment es determinà l’absorbància de les mostres a una longitud d’ona de 595nm. La 

concentració de proteïna dels diferents extractes s’obtingué a partir de la interpolació de les 

seves absorbàncies a la recta patró calculada. 

 

2.6.4. Anàlisi de l’expressió de proteïnes mitjançant Western blot 

 

2.6.4.1. Electroforèsi en gels de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

L’anàlisi de l’expressió de proteïnes es realitzà mitjançant l’electroforèsi dels diferents 

extractes proteics en gels de poliacrilamida al 10%, en presència de SDS (Laemmli, 1970). El 

gel de poliacrilamida SDS-PAGE es formà a partir de la fusió de dos ges. El primer gel és el de 

compactació o stacking, el qual contenia un 3,9% de poliacrilamida i contenia els pous a on es 

dipositaven les mostres. El segon, es tracta del gel separador o resolving, aquest contenia un 

10% de poliacrilamida i s’hi donava la separació de les proteïnes. Els diferents extractes 

proteics es descongelaren en gel. La quantitat de proteïnes a carregar es va barrejar amb 1/5 

volum de tampó de càrrega Laemli 5x (Tampó fosfat 20 mM, Glicerol 20%, SDS 4%, 2-β-

mercaptoetanol 2% i blau de bromofenol com a colorant). Un cop preparades les mostres, les 

proteïnes es desnaturalitzaren a 90ºC durant 2 minuts, les mostres es carregaren 

immediatament després en el gel SDS-PAGE. El tampó utilitzat per a l’electroforèsi fou el 

següent: Tris base 5 mM, Glicina 192 mM, SDS 0.1% (peso/vol). L’electroforèsi es va realitzar a 

50V mentre les mostres creuaven el gel de compactació, i posteriorment a 80V quan es 

trobaven ja en el gel separador. En l’electroforèsi s’utilitzaren marcadors de pes molecular per 

proteïnes pre-tenyits (Pre-stained SDS-PAGE Standarts broad range, Calog 161-0318, BioRad 

Laboratories, Hercules, CA, EEUU). 

 

2.6.4.2. Transferència de proteïnes a membranes i immunodetecció 

L’electrotransferència de les proteïnes des del gel a les membranes de PVDF (Hyperbond-P, 

Amsersham Biosciences) es realitzà amb l’aparell Transblot model 2051 de LKB/Pharmacia, a 

100V durant dues hores a 4ºC en un tampó d’electrotransferència (Tris 25 mM, Glicina 150 mM, 

Metanol 20%). Després de la transferència les membranes es tenyien amb Ponceau per tal de 

comprovar la qualitat de les proteïnes i la homogeneïtat en la càrrega dels diferents pous. 

Posteriorment les membranes es rentaven per eliminar el Ponceau i es bloquejaven. El bloqueig 

es realitzava amb TBS-T (Tris-HCl 25 mM, NaCl 137 mM, Tween20 0.05%) amb un 5% de llet 

desnatada en pols, o bé TBS-T amb un 5% d’albúmina sèrica bovina (BSA), depenent del 

protocol de l’anticòs a utilitzar. El bloqueig es realitzava durant 2 hores en agitació a 
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temperatura ambient. Posteriorment, les membranes s’incubaven amb els anticossos primaris 

diluïts en la mateixa solució utilitzada pel bloqueig. La incubació es realitzava en agitació, a 4ºC 

durant tota la nit. L’endemà les membranes es rentaven amb TBS-T (3 rentats ràpids i 3 de 5 

minuts) i s’incubaven durant mitja hora, en agitació, a temperatura ambient amb els 

corresponents anticossos secundaris, conjugats amb peroxidasa i diluïts 1:2000 en la mateixa 

solució que s’havia utilitzat pel bloqueig. Finalment les membranes es rentaven de nou amb 

TBS-T (3 rentats ràpids i 2 de 5 minuts) i TBS1x (un últim rentat de 5 minuts). La 

immunodetecció es realitzava mitjançant el producte comercial ECL+® Western Blotting analysis 

system (Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg, Germany) seguint el protocol del 

fabricant. La membrana tractada amb ECL+® s’exposava a un film fotogràfic per tal de 

visualitzar la senyal. 

 

2.7. DETERMINACIÓ DE PARÀMETRES SÈRICS 
 
El sèrum s’obtenia o bé a partir de mostres de sang de 15-20 µl obtingudes per la cua; o bé a 

partir de la decapitació dels ratolins en els estudis de punt final. En tots dos casos la sang es 

recollia en tubs no heparinitzats i es deixava coagular durant 30 min a 4°C, posteriorment es 

centrifugava a 6000xg durant 20 minuts per a l’obtenció del sèrum, aquest es mantenia congelat 

(-20°C) fins al moment de la determinació dels diferents paràmetres. 

 

2.7.1. Glucosa 

Els nivells de glucosa sèrica es determinaren a partir d’una gota de sang (5 μl) procedent de 

la cua dels ratolins, mitjançant el sistema Glucometer EliteTM (Bayer, Leverkusen, Germany).  

 

2.7.2. Insulina 

La insulina circulant es determinava a partir de 5 μl de sèrum quan s’obtenien mostres de 

sang de la cua dels ratolins a punts mig dels experiments, mitjançant ELISA (Rat Insulin ELISA 

kit (Crystal Chemical, Chicago, IL). La insulina de ratolí presenta una reactivitat creuada del 

100%, comparada amb la de rata. En el cas d’estudis de punt final, en que s’obtenia més volum 

de sèrum (100μl), la concentració d’insulina es determinava per radioimmunoassaig (RIA) 

mitjançant el kit INSULIN-CT (CIS Biointernational, Gif-Sur-Yvette Cedex, França), aquest 

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

 

2.7.3. IFN-β 

Els nivells d’IFN-β humà en sèrum es determinaren per ELISA a partir dels sèrums obtinguts 

en els estudis de punt final. El kit que s’utilitzà fou el Enzyme-Linked-Sorbent Assay, Human 

Interferon-β (HuIFN-β) ELISA Kit distribuït per TFB, i fabricat per Fujirebio INC., Tokyo, Japó. 
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2.8. TEST DE TOLERÀNCIA A LA GLUCOSA 
 
El test de tolerància a la glucosa s’utilitza per comprovar si els ratolins són capaços de 

respondre correctament a una sobrecàrrega de glucosa, valorant així el nivell de tolerància al 

sucre. Aquells animals que mantenen les glucèmies elevades i no recuperen els nivells bassals 

de glucosa durant el temps de realització del test són considerats animals intolerants a la 

glucosa. Els animals escollits per a la realització del test es dejunaven durant 16 hores, 

passades les hores de dejuni es pesaven i es determinava la glucèmia bassal a partir d’una gota 

de la vena de la cua mitjançant el sistema Glucometer Elite®. Posteriorment se’ls injectava 

intraperitonealment una dosis de 2 g de glucosa/Kg de pes viu. A partir d’aquest moment es 

realitzaren extraccions de sang seriades amb un interval de 30 minuts de temps fins a les 3 

hores de l’inici del test per tal de determinar l’evolució de la glucèmia al llarg del temps. Durant 

aquest procés els animals no tenien accés ni al menjar ni a l’aigua. Els resultats s’expressen 

com les glucèmies en mg/dL en els diferents punts de l’experiment. 

 

2.9. SECRECIÓ D’INSULINA IN VIVO 
 
Quan interessa quantificar i valorar la secreció d’insulina in vivo dels diferents animals en 

resposta a la sobrecàrrega de glucosa, es realitza mitjançant un procediment molt similar al test 

de tolerància a la glucosa, descrit en el punt 2.9. Els animals escollits per a la realització del test 

es dejunaven durant 16 hores, passades les hores de dejuni es pesaven, es determinava la 

glucèmia bassal mitjançant el sistema Glucometer Elite® i s’obtenien uns 50 μl de sang a partir 

de la vena de la cua, en tubs no heparinitzats. Posteriorment se’ls injectava intraperitonealment 

una dosis de 3 g de glucosa/Kg de pes viu. A partir d’aquest moment es realitzaren extraccions 

de sang, del mateix volum que en el cas inicial, als 2, 5, 15 i 30 minuts de la injecció de la 

glucosa. Durant aquest procés els animals no tenien accés ni al menjar ni a l’aigua. Un cop 

finalitzat el test la sang es deixava coagular i posteriorment es centrifugava a 6000xg, 20’ a 4ºC i 

se n’obtenia el sèrum. A partir d’aquest sèrums es determinava la concentració d’insulina tal i 

com es descriu en el punt 2.7.2. Els resultats s’expressaven com les insulinèmies ng/ml en els 

diferents punts de l’experiment. 

 

En alguns casos l’estudi de secreció d’insulina in vivo, es realitzà en paral·lel amb 

procediment descrit en el punt 2.9. S’aprofitava la injecció de 2g/kg de glucosa per mirar 

l’evolució de la glucèmia cada 30 minuts i a la vegada s’obtenia un volum de sang en cada punt, 

suficient (50μl) com per mesurar també la concentració d’insulina en sang al llarg de tot 

l’experiment. Un cop acabat el test el procediment era el mateix que en el cas de la injecció de 
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3g/kg de glucosa. Les sang es centrifugaven per tal d’obtenir-ne el sèrum i fer la posterior 

determinació de la concentració d’insulina. 

 
2.10. INDUCCIÓ DE LA DIABETIS EXPERIMENTAL MITJANÇANT STZ 
 
L’estreptozotocina (STZ) és un antibiòtic d’ampli espectre derivat de Streptomyces 

acrhomogenes d’estructura constituïda per una molècula de N-metil-N-nitrosurea unida al C-2 

de la D-glucosa. És un tòxic que actua majoritàriament sobre la cèl·lula β pancreàtica, a la qual 

destrueix. El mecanisme de toxicitat sobre aquestes cèl·lules es dóna a través del 

reconeixament del transportador de glucosa GLUT2, la part d’estructura similar a la glucosa que 

té aquesta droga permet l’entrada a les cèl·lules que tenen aquest sistema de transport.  

L’administració de 5 dosis consecutives de STZ indueix una infiltració limfocitària dels illots 

(insulitis) que destrueix la cèl·lula β i causa una diabetis oberta. L’estreptozotocina es va 

dissoldre en una solució de citrat sòdic 10 mM amb 0.9 % NaCl, pH 4.5, immediatament abans 

de la seva administració. S’administraren 5 dosis consecutives de STZ via intraperitoneal de 20 

o 40 mg/Kg de pes corporal segons cada estudi. 

 

2.11. ANÀLISI IMMUNOHISTQUÍMICA DEL PÀNCREES 
 
Els pàncrees dels ratolins es fixaren amb una solució tamponada de formol al 10% durant 24 

hores a 4°C i a continuació s’incloïen en parafina (inclusor tipus Histokinette) i se n’obtenien 

seccions (2-3µm) amb l’ajut d’un microtom, les quals posteriorment es desparafinaven i es 

processaven. Les seccions s’incubaren durant tota la nit a 4°C amb els anticossos 

corresponents: contra insulina (1/100), contra IGF-II (1/20), contra IFNβ (1/500), contra glucagó 

(1/100) i contra GLUT2 (1/400). Posteriorment s’incubaren amb els corresponents anticossos 

secundaris (1/300) i streptavidina conjudada amb fluoròfors en el cas de les 

immunohistoquímiques en fluorescència (1/300). Com a cromogen s’utilitzà la diaminobenzidina 

(DAB). Tots els anticossos utilitzats són els descrits anteriorment en la part de Materials. 
 

2.11.1. Determinació de la massa de cèl·lula β 

L’àrea de cèl·lules β del pàncrees es delimitava mitjançant la immunodetecció de la insulina, 

contrarrestada amb Mayer’s hematoxilina. El percentatge de cèl·lula β es va calcular dividint el 

sumatori de les àrees que presentaven positivitat per la insulina en una secció de pàncrees per 

l’àrea total de la secció i multiplicant aquesta relació per 100. La massa de cèl·lula β es va 

calcular multiplicant el pes del pàncrees pel percentatge de l’àrea de cèl·lula β obtingut. Per 

aquestes anàlisis morfomètriques les immunohistoquímiques d’insulina es realitzaren en 3 

porta-objectes amb 2 seccions seriades (3 µm) cadascun, separats cada un dels portaobjectes 
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per unes 100 µm (diàmetre mig aproximat d’un illot de ratolí), d’aquesta manera s’evitaven les 

variacions degudes a les diferents zones del pàncrees.  

 

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

Japó) connectat a una camera digital SONYTM eCCD. Les mesures es van dur a terme amb un 

analitzador d’imatges (analySIS3.0, SoftImaging System Corp., Lakewood, Co). L’àrea de la 

secció es determinà a x10 augments i l’àrea dels illots a x100 augments. El sistema es va 

calibrar per obtenir els resultats en mil·límetres i micròmetres, respectivament. 

 

2.11.2. Detecció d’apoptosi en la cèl·lula β 

La mesura de l’apoptosis es va realitzar mitjançant l’anàlisi immunohistoquímica de TUNEL. 

Per tal de realitzar aquesta immunohistoquímica les mostres es desparafinaren i seguidament 

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

permeabilitzaren amb Triton X-100 (0.1%) amb PBS 1x durant 2 min. Finalment, es realitzà una 

doble tinció per detectar apoptosis en les cèl·lules β, utilitzant un marcatge terminal amb 

dideoxinucleòtids dUTP mitjançada per dideoxinulceotiltransferasa (TdT), kit de detecció de mort 

cel·lular In situ (Roche), i anticossos de conill contra glucagó (1/100), de conill contra 

somatostatina (1/750) i de conill contra polipèptid pancreàtic (1/2000). Com a anticòs secundari 

pel coctail s’utilitzà un anticòs de cabra contra conill marcat amb biotina (1/300) i streptavidina 

marcada amb Alexa 568 (1/300). A més es contrastaren les mostres amb Hoechst (1/100) per 

descartar falsos positius i assegurar que eren nuclis i no eritròcits.  

 

2.11.3. Detecció de replicació en la cèl·lula β 

La mesura de la replicació en les cèl·lules β es va realitzar mitjançant l’anàlisi 

immunohistoquímica de Ki67. Aquesta proteïna s’ha descrit que s’expressa a nivells baixos 

durant la fase final de G1 i que s’acumula durant les fases S, G2 i M (Starborg, 1996), per tant 

s’utilitza en molts casos com indicador de replicació. Mostra les cèl·lules amb cert potencial per 

replicar, però no exactament les que en aquell moment s’estan dividint. Per tal de realitzar 

aquesta immunohistoquímica les mostres es desparafinaren i seguidament es tractaren amb 

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

Triton X (0.1%) amb PBS durant 2 min. Finalment, es va realitza una doble tinció amb 

anticossos de conill contra insulina (1:100), i contra Ki67 per detectar replicació en les cèl·lules 

β. Com a anticòs secundari per la insulina s’utilitzà un anticòs de cabra contra conill marcat amb 

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

mostres amb Hoechst (33258) per descartar falsos positius i assegurar que eren nuclis i no 

eritròcits.  
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2.11.4. Anàlisi del percentatge d’infiltració. 

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

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

morfomètriques les immunohistoquímiques d’insulina es realitzaren en 3 seccions separades 

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

degudes a les diferents zones del pàncrees. Es contaren el número d’illots totals a cada secció i 

el número d’illots infiltrats. Les dades s’expressen com el percentatge del grau d’infiltració pel 

total d’illots. 

 

2.12. ANÀLISIS ESTADÍSTIQUES. 
 

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

resultats es realitzà mitjançant la t de Student-Newman-Keuls de dades no aparellades. Les 

diferències es consideren estadísticament significatives amb una *p<0.05 i **p<0.01. 
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