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Resum 

La incidència de diabetis mellitus tipus 1 (DT1) està augmentant en tot el món en els 

últims anys i la causa d’aquest fet segueix sent desconeguda. Els factors ambientals 

són crucials en el desenvolupament de la DT1, però fins ara no han sigut 

profundament estudiats durant l’època prenatal. Els dos actors principals de la DT1, 

el sistema immunitari i els illots pancreàtics, estan en desenvolupament fins a 

l’última setmana abans del naixement i poden ser fàcilment alterats utilitzant 

fàrmacs. En aquest sentit, els glucocorticoides sintètics tenen potents efectes 

antiinflamatoris i immunosupressors i poden travessar la barrera materno-fetal. 

Aquesta família de molècules interaccionen amb el receptor de glucocorticoides que 

s’expressa de forma ubiqua a totes les cèl·lules. La betametasona és un 

glucocorticoide administrat a dones amb risc de part prematur per a millorar la salut 

perinatal del nadó al naixement gràcies a estimular la maduració dels pulmons 

fetals. Actualment, al mateix nivell que augmenten els nadons prematurs, augmenta 

l’ús de la betametasona. La hipòtesi d’aquest treball és que la betametasona influeix 

en la incidència de la DT1, mitjançant modificacions en el desenvolupament del 

sistema immunitari prenatal i de la cèl·lula β. L’objectiu principal de l'estudi és 

determinar l’efecte de la betametasona prenatal sobre la susceptibilitat de 

desenvolupar DT1. 

Es va realitzar un estudi d’incidència en el model experimental de DT1, el ratolí No-

Obès Diabètic (NOD). La betametasona prenatal va reduir la incidència de DT1 en la 

descendència femella del grup tractat (22%) respecte a la incidència del grup control 

(75%), correlacionant amb una disminució dels limfòcits infiltrants a l’illot. 

Notablement, la betametasona va induir hipotròfia del timus i alteracions en les 

subpoblacions del sistema immune en els ratolins nounats. El repertori de famílies 

Vβ del TCR de limfòcits T es va determinar en ratolins de 6 setmanes d’edat i es va 

observar una reducció en la freqüència de les famílies de Vβ autoreactives. La 

betametasona va provocar un efecte tòxic en els limfòcits no estimulats del ratolí. 

En les cèl·lules dendrítiques, la betametasona va induir un estat de resistència a la 

maduració, fet que va comportar una reducció en la seva producció de citocines i va 

aturar la proliferació autòloga de limfòcits T γδ i la seva secreció d’IL-17. L’efecte de 

la betametasona en la cèl·lula β es va determinar en la línia cel·lular NIT-1 de ratolí 

NOD, en pàncrees i en illots purificats de ratolí NOD. La betametasona disminuir la 

viabilitat de les cèl·lules NIT-1, evitant la proliferació cel·lular i reduint la secreció 

d’insulina. A més, La betametasona va induir una disminució de la molècula CD44 i 

un increment de MHC de classe I a la membrana de les cèl·lules NIT-1. D’altra banda, 

la betametasona va alterar l’expressió gènica en la línia cel·lular NIT-1, en el 
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pàncrees i en els illots, afectant gens relacionats amb l’autoimmunitat, el 

metabolisme, la massa d’illots i inhibidors de la regulació immunitària. Per tal de 

realitzar una aproximació a l’efecte en humans, es va testar l’efecte de la 

betametasona en leucòcits humans. Es van utilitzar cèl·lules mononuclears de sang 

perifèrica i només es va observar un efecte tòxic en limfòcits B i monòcits. A més, 

dades epidemiològiques preliminars de pacients amb DT1 de l’HUGTiP apunten cap 

a l’efecte protector de la betametasona en el risc de desenvolupar DT1. 

 

En conclusió, la betametasona protegeix contra la DT1 experimental mitjançant 

alteracions de la resposta immunitària i reduint el reconeixement autoimmune 

contra les cèl·lules β. Aquests resultats, juntament amb dades preliminars d’estudis 

en humans, recolzen l’efecte protector de la betametasona prenatal en el 

desenvolupament de la DT1.  
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Summary 

The incidence of type 1 diabetes (T1D) has been steadily increasing worldwide in the 

last years and the cause remains to be elucidated. Environmental factors are crucial 

in the pathogenesis of T1D, but these factors have not been studied thoroughly 

during the prenatal stage. The two actors in the development of T1D, the immune 

system and the pancreatic islets, are still developing until the last weeks before 

delivery and can be easily altered by drugs. In this sense, synthetic glucocorticoids 

have powerful anti-inflammatory and immunosuppressive effects and can cross the 

maternofoetal barrier. This family of drugs interacts with the ubiquitously expressed 

glucocorticoid receptor. Betamethasone is a glucocorticoid administered to women 

at risk of preterm delivery to improve perinatal outcome after birth by stimulating 

foetal lung maturation. At the same time that premature new-borns are increasing, 

the use of betamethasone is raising. The hypothesis of this work is that 

betamethasone may affect the development of foetal immune system and 

pancreas, thus influencing the risk of developing T1D in the offspring. The aim of 

this study was to determine the effect of prenatal betamethasone on T1D 

susceptibility. 

 

An incidence study was performed in the experimental model of T1D, the non-obese 

diabetic (NOD) mice. Prenatal betamethasone administration caused a reduction in 

T1D incidence in the female offspring from the treated group (incidence of 22%) 

when compared to the sham group (incidence of 75%), correlating with a decrease 

in infiltrating lymphocytes in the islets. Remarkably, betamethasone caused thymus 

hypotrophy and alterations in immune cells subsets in new-born mice. The TCR Vβ 

T cell repertoire was assessed in 6 weeks-old mice and a clear decrease in the 

frequency of autoreactive Vβ families was found. Betamethasone caused in vitro 

toxicity to resting mouse lymphocytes. In dendritic cells, betamethasone induce a 

maturation-resistant status, thus decreasing their cytokine production and 

impairing autologous γδ T lymphocyte proliferation induction ability and secretion 

of IL-17. The effect of betamethasone on β-cells was determined in the NOD β-cell 

line NIT-1, in whole pancreas and in purified islets from NOD mice. Betamethasone 

effects were detrimental for NIT-1 cell viability, arresting cell growth and reducing 

insulin secretion. Downregulation of CD44 membrane expression and upregulation 

of MHC class I expression was induced by this glucocorticoid in NIT-1 cells. 

Betamethasone also altered gene expression in NIT-1 cell line, pancreas and islets, 

affecting genes related to autoimmunity, metabolism, islet mass and immune 

checkpoint inhibitors. In order to move forward, human peripheral blood 
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mononuclear cells were used to determine betamethasone effects. A toxic effect 

was observed only in monocytes and B cells. Moreover, preliminary epidemiological 

data from paediatric patients with T1D from the Germans Trias i Pujol Hospital 

reinforces the putative the protective effect of betamethasone in the risk of 

developing T1D. 

 

In conclusion, betamethasone has a protective effect against experimental T1D by 

altering the immune system response and potentially decreasing autoimmune 

recognition of β-cells. These results, together with our preliminary data from human 

studies, support a protective effect of prenatal betamethasone in T1D development. 
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1. Introducció 

La medicina i la ciència han aconseguit curar una gran quantitat de malalties en tota 

la seva història, però encara hi ha malalties que presenten una dificultat extrema 

per trobar-ne la cura. Les malalties autoimmunitàries es troben dins aquest grup. La 

complexitat i l’heterogeneïtat d’aquest tipus de malalties són uns dels problemes 

cabdals a l’hora d’aconseguir la remissió total. Un bon primer pas per a combatre-

les és conèixer els seus orígens, saber quin és el punt crític que desencadena tots els 

esdeveniments que portaran fins a la malaltia. En el cas de la diabetis mellitus tipus 

1 (DT1), aquest punt crític es desconeix i, tot i que moltes línies de recerca intenten 

descobrir quin és el causant de l’autoimmunitat, no s’ha arribat a cap consens. Però 

poc a poc, anem reconstruint l’escena buscant la clau mestra de la DT1. En aquest 

estudi revisem com l’efecte d’un fàrmac, en aquest cas la betametasona, pot 

modificar el sistema immunitari i el pàncrees fetal provocant canvis de llarga durada 

que afectarien la susceptibilitat a patir DT1. 

1.1 La diabetis mellitus tipus 1 

1.1.1 Història natural de la malaltia i patogènesi 

La DT1 és una malaltia autoimmunitària provocada per l’atac del sistema immunitari 

contra las cèl·lules productores d’insulina, les cèl·lules β pancreàtiques dels illots de 

Langerhans. Aquest atac acabarà per destruir gran part de la massa de cèl·lula β en 

el pàncrees, impossibilitant el correcte control metabòlic de la glucèmia en sang i 

obligant a l’administració exògena d’insulina per tal de mantenir una glucèmia 

normal.  

El pacient amb DT1 al moment del diagnòstic es caracteritza per presentar uns 

elevats nivells de glucosa en sang (>200mg/dL o >126mg/dL en dejuni), juntament 

amb símptomes com la poliúria (abundant micció), la polidípsia (sensació continua 

de sed), pèrdua de pes i, en un terç dels pacients, cetoacidosis. En adults és possible 

que no es presentin alguns d’aquests símptomes més típics. Es calcula que almenys 

el 50% dels nous casos de DT1 són pacients pediàtrics (Thomas et al., 2018). 

Tot i que les cèl·lules responsables de l’atac autoimmunitari estan molt ben 

caracteritzades, encara és difícil identificar quin és el causant en casos individuals. 

Una combinació de factors genètics i ambientals podrien explicar l’inici de la 

malaltia, però l’heterogeneïtat en aquests factors en molts pacients dificulta 

enormement la identificació d’un factor causal comú entre tots els casos de DT1.  
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1.1.1.1 Factors genètics 
El principal factor genètic de susceptibilitat és l’haplotip de l’antigen leucocitari 

humà (HLA), sent el HLA-DR3/DQ2 i el HLA-DR4/DQ8 els dos haplotips que més 

predisposició a la DT1 confereixen (Pociot and Lernmark, 2016). De fet, fins a un 

90% dels casos de DT1 a Finlàndia tenen un dels dos haplotips (Graham et al., 2002). 

Aquests haplotips no són els únics factors genètics relacionat amb la DT1 però si que 

acumulen el 50% del risc genètic. La presència d’aquests haplotips predisposa a 

l’aparició del primer autoanticòs contra la insulina (HLA-DR4/DQ8) (Ilonen et al., 

2013; Krischer et al., 2015; Ziegler et al., 1991) o contra la descarboxilasa de l’àcid 

glutàmic (GADA, HLA-DR3/DQ2) (Ilonen et al., 2013; Krischer et al., 2015), rarament 

el primer autoanticòs contra l’illot serà el de l’antigen de l’illot 2 (IA2) o el canal 

transportador de zinc 8 (Znt8) (Krischer et al., 2015). Després de generar-se el 

primer autoanticòs, els següents no solen tenir un ordre establert, però a major 

número d’anticossos contra antígens de l’illot, més probable és l’aparició de la DT1. 

Fins a un 80% de les persones amb 2 anticossos acabarà desenvolupant una DT1 en 

20 anys (Ziegler et al., 2013). A més, molts estudis genètics d’associació global 

(GWAS) han revelat la possible implicació d’altres gens en el desenvolupament de 

la DT1 (Bradfield et al., 2011; Cooper et al., 2008). Aquests possibles gens candidats 

són la IL27, BAD, CD69, PRKCQ, CLEC16A, ERBB3 i CTSH (Pociot and Lernmark, 2016). 

Tots ells estan implicats en diferents processos tant de la cèl·lula β com del sistema 

immunitari i s’han trobat polimorfismes d’un nucleòtid simple (SNP) que podrien 

estar augmentant el risc. Encara es necessiten més estudis per a confirmar la 

validesa d’aquest SNP com a marcadors, ja que amb l’abaratiment de la 

determinació del perfil genètic dels pacients, la creació d’una puntuació de risc 

genètic serviria per a identificar de forma més precisa aquelles persones amb un 

major risc de desenvolupar una DT1, millorant l’actual identificació basada en 

l’haplotip del HLA.  

Al mateix temps, també trobem altres haplotips com el HLA-DR15/DQ6 que 

confereixen protecció (DiMeglio et al., 2018). Relacionat amb la genètica trobem un 

tipus de diabetis mellitus no autoimmunitària causada per mutacions puntuals en 

un únic gen. Aquestes diabetis mellitus monogèniques són anomenades maturity 

onset diabetis of the Young (MODY) i es caracteritzen per tenir una herència 

genètica autosòmica dominant. Fins avui s’han descrit fins a 9 tipus diferents de 

MODY afectant diferents nivells de la diferenciació de la cèl·lula β, de la producció 

de la insulina o de la detecció de la glucèmia. Aproximadament entre 1-6% dels 

casos de diabetis pediàtriques són de tipus MODY i mes del 90% de les diabetis 

pediàtriques són DT1 (Delvecchio et al., 2017).  
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1.1.1.2 Factors Ambientals 
Tot i que els factors genètics són importants, estan lluny d’explicar les causes de la 

DT1, ja que en germans amb el mateix genoma (bessons univitel·lins) la concordança 

és només del 50% (Kumar et al., 1993). Així, els factors ambientals tenen un paper 

clau en el desenvolupament de la DT1. Dintre dels factors ambientals que podrien 

estar augmentant la susceptibilitat o desencadenant la DT1, es troben:   

 La dieta. 

Sobretot en els primers anys de vida, la dieta sembla contribuir al risc de 

desenvolupar DT1 i tot i que molts dels estudis segueixen en curs, la introducció 

primerenca de certs aliments com la llet de vaca (Lamb et al., 2015; Virtanen et al., 

2012; Wahlberg et al., 2006), els cereals (Norris et al., 2003), especialment aquells 

que contenen gluten (Wahlberg et al., 2006; Ziegler et al., 2003), o la introducció de 

tubercles abans dels 4 mesos o ous abans dels 8 mesos (Virtanen et al., 2011) poden 

augmentar el risc d’autoimmunitat contra l’illot. Aquests estudis solen ser difícils 

d’interpretar i s’ha de vigilar amb les conclusions que se n’obtenen. Per exemple, en 

el cas del gluten, la cohort de l’estudi TEDDY (The Environmental Determinants of 

Diabetes in the Young) demostra que l’exposició tardana al gluten incrementa 

l’autoimmunitat a l’illot (Uusitalo et al., 2018), justament al contrari del que postula 

la cohort de l’estudi BABYDIAB (Ziegler et al., 2003) on veuen que la ingesta de 

gluten abans dels 3 mesos augmenta molt l’autoimmunitat contra l’illot, però no 

veuen efecte a partir dels 6 mesos d’edat. Per altra banda, sembla que l’alletament 

matern durant la introducció dels cereals protegeix en front la DT1 (Frederiksen et 

al., 2013).  

 

 La vitamina D. 

S’associa amb un possible efecte protector gràcies a la seva capacitat de regular el 

sistema immune, sobretot per la repressió sobre la resposta immune dels limfòcits 

T d’ajuda 1 (Th1) i per la generació de cèl·lules presentadores d’antigen (CPA) i 

macròfags de caràcter antiinflamatori. Per tant, una absència de vitamina D podria 

ser fatal per a mantenir la homeòstasis del sistema immune. Si que s’ha observat 

que polimorfismes en els gens relacionats amb la vitamina D incrementen el risc de 

desenvolupar una DT1 (Infante et al., 2019). Tot i això, pocs estudis aconsegueixen 

demostrar que la ingesta suplementaria de vitamina D directament pel nen o 

indirectament per la mare durant l’embaràs redueixi la incidència de DT1 (Infante 

et al., 2019; Rosenbauer et al., 2008; Simpson et al., 2011). 

 

 Les infeccions víriques. 

Especialment, les infeccions causades per la família dels enterovirus, presenten una 

forta evidencia com a factor de risc al desenvolupament de la DT1, tant en models 

animals com en humans (Richardson and Morgan, 2018). Els enterovirus tenen 
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tropisme pels illots pancreàtics i a més, aquest virus s’han detectat en el pàncrees 

de pacients amb DT1 en el diagnòstic clínic (Krogvold et al., 2015; Yeung et al., 2011). 

També, infeccions d’enterovirus en l’embaràs poden desencadenar una reacció 

autoimmunitària contra els illots tant a la mare com al nadó (Viskari et al., 2012). 

Una altra família de virus relacionada amb la DT1 són els rotavirus. De forma 

indirecta s’ha observat en una gran cohort australiana una disminució en els casos 

de DT1 entre el 0-4 anys després la utilització d’una vacuna oral contra els rotavirus 

(Perrett et al., 2019). En canvi, un estudi similar però amb una cohort molt més 

reduïda a Finlàndia no troba una forta associació entre la vacunació i la disminució 

de DT1 (Vaarala et al., 2017). En conclusió, tot i que l’efecte dels virus sembla clar, 

no és present en el 100% dels casos de DT1 i dependrà de la zona geogràfica la seva 

aportació a nous casos de DT1  

 

 La hipòtesi de la higiene. 

La hipòtesi de la higiene proposa que l’augment de la DT1 es dona a causa de la 

millora de la higiene i en conseqüència a la reducció de les infeccions en els primers 

mesos de vida. En dues poblacions genèticament molt similars (Finlàndia i una zona 

fronterera amb Rússia) es va trobar que les diferencies en l’estil de vida, sobretot 

en la higiene i el nombre d’infeccions durant la infància, provoca alteracions en la 

incidència d’al·lèrgies i malalties autoimmunitàries (Kondrashova et al., 2013). 

Estudis en animals veuen un efecte similar, on la utilització de patògens redueix la 

incidència de DT1 en el model experimental (Tracy et al., 2002; Zaccone et al., 2009). 

Tot i ser una hipòtesi interessant, els estudis prospectius en humans no li acaben de 

donar suport, ja que molts d’ells no troben relació en la falta d’infeccions amb 

l’autoimmunitat a l’illot, més aviat tot al contrari (Beyerlein et al., 2014; Cardwell et 

al., 2008; Rasmussen et al., 2011; Rewers and Ludvigsson, 2016). Sabent això, és 

possible que aquesta millora en la higiene repercuteixi en menys infeccions per 

enterovirus durant la infantessa i això provocarà una capacitat disminuïda de 

reacció contra aquests virus. Per tant, el sistema immunitari no estarà tant preparat 

per combatre el virus. Aquesta immunitat reduïda contra els virus, farà que les 

dones embarassades no neutralitzin eficientment el virus exposant els fetus a 

infeccions per enterovirus (Elfving et al., 2008; Viskari et al., 2005) que poden 

desencadenar una autoimmunitat contra els illots en el fetus.  

 

 La microbiota.  

La microbiota intestinal és el conjunt de microorganismes bacterians que 

conformen la flora intestinal del cós humà. En DT1 és un factor que ha anat guanyant 

rellevància en els últims anys, ja que aquest complex sistema de microorganismes 

és important tant pel metabolisme dels glúcids com dels lípids, així com per la 

immunitat i la inflamació. És possible que la microbiota pugui modular el risc de 

desenvolupar una DT1. Alguns estudis han demostrat subtils canvis en la diversitat 
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de la microbiota de nens que desenvoluparan una DT1 comparat amb nens que no 

desenvoluparan DT1 (Kostic et al., 2015; Stewart et al., 2018; Vatanen et al., 2018). 

La microbiota està formada per un delicat equilibri de les diferents especies que la 

composen. Quan un d’aquest bacteris prolifera més agressivament que els altres, 

l’equilibri es trenca i la diversitat es redueix. Aquest microorganisme predominant 

capta els recursos de les altres especies i aquest fet altera el correcte funcionament 

de la microbiota i promou la DT1. Tot i això, seria indicat expandir més els estudis 

sobre microbioma, sobretot en la fase anterior al diagnòstic de la DT1, ja que canvis 

en aquesta fase podrien ser un dels desencadenants més importants de la DT1. 

D’altra banda, cal destacar que metabòlits provinents de la fermentació de la 

microbiota són capaços de prevenir la DT1 en el ratolí No Obès Diabètic (NOD) 

(Mariño et al., 2017). 

 

 Les toxines i compostos químics.  

Aquest compostos podrien ser possibles activadors dels mecanismes autoimmunes 

en individus genèticament susceptibles. Tenim una gran quantitat de candidats però 

les evidències del seu possible efecte encara són molt preliminars. Així i tot, sí que 

s’ha demostrat l’efecte de certs compostos químics com el bisfenol A, que modifica 

la capacitat de secreció d’insulina per part de les cèl·lules β (García-Arévalo et al., 

2016; Stahlhut et al., 2018) en l’àmbit de la diabetis mellitus tipus 2 i per tant potser 

també podria influir en el desenvolupament de la DT1, en modificar la cèl·lula diana.  

Tot plegat, els factors mencionats i d’altres tenen un impacte sobre l’estrès de la 

cèl·lula β. Aquest estrès podria augmentar la inflamació i el risc d’autoimmunitat 

contra l’illot a causa de la major apoptosis que sofrirà la cèl·lula β (Vives-Pi et al., 

2015). Altres possibles fonts d’estrès per la cèl·lula β serien un creixement accelerat, 

el sobrepès o la pubertat (Lamb et al., 2008); fins i tot l’estrès psicològic pot 

augmentar la resistència a la insulina i influenciar la resposta immune a través dels 

glucocorticoides com el cortisol (Rewers and Ludvigsson, 2016). En resum, l’estrès 

en el reticle endoplasmàtic de forma continuada altera la producció d’insulina i 

contribueix a l’apoptosi de les cèl·lules β pancreàtiques. Aquest estrès fa augmentar 

el número de modificacions post translacionals en les proteïnes de la cèl·lula β i 

aquestes modificacions poden comportar la creació de neoantígens. Els neoantígens 

estan compostos principalment per la fusió de 2 proteïnes formant un pèptid híbrid 

d’insulina (HIPs), generalment units a la cromogranina A o al polipèptid amiloide de 

l’illot. S’han trobat limfòcits T CD4 reactius contra el HIPs en pacients amb DT1, així 

que la generació d’aquests neoantígens podria ser un mecanisme de pèrdua de la 

tolerància pròpia en la DT1 (Delong et al., 2016; Jin et al., 2015a).  

En conclusió, la DT1 presenta una gran heterogeneïtat pel que fa a possibles causes 

del desenvolupament de l’atac autoimmunitari. Aquest fet dificulta molt la 
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identificació de les causes de la malaltia, encara que el punt final és el mateix per a 

tothom: l’activació del sistema immune i l’atac contra les cèl·lules β pancreàtiques. 

1.1.1.3 Patogènesi 
Dins dels principals factors que poden desencadenar l’autoimmunitat, destaquen 

diferents cèl·lules del sistema immunitari implicades en el desenvolupament i 

exacerbació d’aquesta resposta contra els òrgans propis. Conèixer aquestes cèl·lules 

i la seva funció és un punt clau en l’estudi de la DT1. 

Per tal d’arribar a la destrucció de les cèl·lules β per part dels limfòcits T CD8 

citotòxics, que són els principals causants de la destrucció del pàncrees endocrí, tant 

la immunitat adaptativa com la immunitat innata hauran de ser activades. 

Primerament, els fagòcits de la immunitat innata capturaran tant cossos apoptòtics 

com cèl·lules necròtiques provinents de la cèl·lula β. Els cossos apoptòtics provenen 

d’un procés fisiològic de mort programada on s’evita l’alliberació del contingut del 

citoplasma a l’espai extracel·lular ja que es manté la integritat de la membrana. Les 

cèl·lules necròtiques, en canvi, provenen de processos de lisi cel·lular on és perdrà 

la integritat de la membrana i s’alliberà el contingut del citoplasma a l’espai 

extracel·lular, promovent un ambient proinflamatori (Kimani et al., 2014; Krysko et 

al., 2006; Vives-Pi et al., 2015). A més, si hi ha deficiències en l’eliminació dels cossos 

apoptòtics, aquests perdran la integritat de la membrana i faran el mateix efecte 

que una cèl·lula necròtica (O’Brien et al., 2006). Si es capturen cossos apoptòtics, el 

sistema immunitari crearà una resposta tolerogènica davant aquells antígens i 

mantindrà la homeòstasis del pàncrees. En canvi, la captura de cèl·lules necròtiques 

no induirà una resposta protectora sinó al contrari. La fagocitació i eliminació 

d’aquestes cèl·lules necròtiques provocarà que s’iniciï un procés d’inflamació en els 

illots del pàncrees. Aquest procés atraurà més cèl·lules del sistema immune, com 

les cèl·lules dendrítiques (DCs), principals encarregades de processar i presentar els 

antígens als limfòcits T i B en un ambient inflamatori (Szablewski, 2014). Les DCs 

maduraran i respondran a l’autoantigen com a un element perillós. A continuació, 

les DCs migraran cap als ganglis limfàtics per tal de presentar l’antigen i reclutar 

limfòcits específics contra aquest antigen. Les DCs activaran els limfòcits T CD4 i 

juntament amb aquests induiran l’activació dels limfòcits T CD8 citotòxics amb 

afinitat contra la insulina (Haque et al., 2017). Aquesta proteïna intracel·lular serà 

presentada mitjançant el complex major d’histocompatibilitat (MHC) classe I. El 

limfòcits T CD8 són els principals responsables d’eliminar les cèl·lules que puguin 

estar contaminades per un virus o, en aquest cas, les cèl·lules que produeixin 

insulina. En teoria, si la selecció tímica funcionés a la perfecció, les DCs no haurien 

de trobar cap limfòcit amb la suficient afinitat contra l’autoantigen per a reaccionar 

i començar la proliferació (Bulek et al., 2012; Mannering et al., 2004). Per desgràcia, 

això no és així, ja que hi ha un baix percentatge de limfòcits autoreactius amb baixa 
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afinitat en sang perifèrica. Al final aquesta sèrie d’errors acaba desencadenant 

l’activació de limfòcits T CD8 citotòxics amb tropisme per la cèl·lula β, que viatjaran 

fins al pàncrees on realitzaran la seva funció, infiltrant i destruint sistemàticament 

les cèl·lules β del pàncrees. Aquesta segona onada de mort cel·lular exacerbarà 

encara més l’atac autoimmune contra les cèl·lules β, creant un cercle de destrucció 

i activació del sistema immune (Atkinson et al., 2014; DiMeglio et al., 2018). Fins 

avui en dia, aquest mecanisme sembla el més probable en l’establiment de la DT1. 

Sabent això podem dividir la DT1 en vàries etapes:  

Punt d’inflexió i inflamació inicial: Un dels punts més interessants en el 

desenvolupament de la DT1 és conèixer l’insult inicial que precipita tots els 

esdeveniments que conformen la malaltia. Com ja hem vist, la genètica només 

influeix en la susceptibilitat de la malaltia i per tant segueix sent necessari un factor 

ambiental, una petita guspira que encengui les flames, perquè comenci 

l’autoimmunitat. En alguns casos tenim una relació bastant directe com podria ser 

la infecció d’un enterovirus en la cèl·lula β (Krogvold et al., 2015; Richardson and 

Morgan, 2018), proporcionant les condicions òptimes per l’inici de l’autoimmunitat 

en aquelles persones més susceptibles. D’altra banda, la majoria de factors són 

insults subtils i perllongats en el temps, com serien canvis en el microbioma, la dieta 

i l’exposició a certs químics o fàrmacs, tal com s’ha mencionat anteriorment. Una de 

les dificultats de conèixer aquest problema inicial radica en la inaccessibilitat de 

l’òrgan diana, el pàncrees, a causa dels elevats riscos que comporta fer una biòpsia 

d’aquest teixit. D’alguna forma o altra, el que es tindrà serà una condició fora del 

normal, fet que repercutirà en la cèl·lula β perquè haurà d’augmentar la producció 

d’insulina o estarà en un ambient més inflamatori, de manera que l’estrès que 

sofrira la cèl·lula serà major del que hauria i al final la cèl·lula β acabarà activant les 

rutes d’apoptosis (Atkinson et al., 2011). Fins aquí, s’ha estat parlant de l’estat 

fisiològic normal per a moltes persones. Llavors, quina és la diferència amb les 

persones amb DT1? Principalment, la falta d’una correcta regulació de la tolerància, 

a causa de l’ambient proinflamatori en els illots. Això provocarà que les cèl·lules 

encarregades d’eliminar les restes cel·lulars, els fagòcits, començaran a produir 

citocines proinflamatòries per a reclutar més cèl·lules innates. En aquesta fase els 

principals responsables de fagocitar la seran neutròfils, macròfags i DCs (Figura 1A). 

Alhora seran els principals responsables d’iniciar l’atac autoimmune contra la 

cèl·lula β i l’activació dels limfòcits T CD4 i CD8 (Sun et al., 2015) 
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Figura 1. Generació i manteniment de l’atac autoimmunitari als illots pancreàtics. A) 

Inflamació inicial: macròfags i cèl·lules dendrítiques fagociten les cèl·lules necròtiques induint un 
procés inflamatori. B) Les cèl·lules dendrítiques que capturin antigen viatjaran fins al gangli per 
presentar l’antigen als limfòcits T i B i induir la seva expansió clonal. Aquest limfòcits extravassaran al 
torrent sanguini per dirigir-se als illots pancreàtics. C) Les cèl·lules activades infiltraran l’illot i atacaran 
la cèl·lula β, produint més cèl·lules necròtiques i neoantígens que mantindran l’ambient inflamatori i 
l’atac contra els illots pancreàtics. Figura creada amb Biorender.com  

Reconeixement i activació: Les DCs seran les encarregades, un cop han fagocitat els 

cossos apoptòtics, de migrar fins als ganglis limfàtics per iniciar la resposta 
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adaptativa. Durant el viatge fins al gangli les DCs processaran totes les proteïnes 

fagocitades a l’illot pancreàtic utilitzant l’immunoproteosoma per tal de generar els 

diferents antígens a presentar (McCarthy and Weinberg, 2015). Típicament, seran 

carregats a dins les molècules de MHC classe I, però pot succeir fenòmens de 

presentació creuada i acabar alguns pèptids carregats a MHC classe II (Dudek and 

Purcell, 2014). Al gangli, presentaran els pèptids fins a trobar un limfòcit T amb 

afinitat per l’antigen. En aquest punt la presencia d’un HLA de risc influirà en la 

facilitat de trobar limfòcits T autoreactius. De fet, en NOD s’ha observat que certs 

receptors de la cèl·lula T (TCR) tenen major afinitat per antígens coneguts de la T1D 

en el model animal, (Marrero et al., 2013, 2016; Toivonen et al., 2015) fet que 

augmenta la susceptibilitat contra la DT1. A causa del fet que aquestes DCs han 

madurat en un ambient proinflamatori -amb interleucina-1β (IL-1β) o el factor de 

necrosis tumoral α (TNFα),- presentaran una alta expressió de molècules de 

coestimulació com CD40 o CD80/86 (Creusot et al., 2018). Això induirà la 

presentació antigènica complerta i l’expansió clonal d’aquests limfòcits (Figura 1B). 

L’activació serà similar a la que es produiria per una infecció vírica. A més a més, les 

DCs no només activaran limfòcits T citotòxics, sinó que també promouran l’activació 

de limfòcits Th1 i T d’ajuda 17 (Th17) (Arif et al., 2011; Kumar and Subramaniyam, 

2015), juntament amb limfòcits B, que ajudaran a mantenir, mitjançant l’alliberació 

de citocines, de forma prolongada l’acció de les cèl·lules citotòxiques en el pàncrees. 

Atac i manteniment de l’autoimmunitat: Un cop la resposta adaptativa està 

activada començarà l’etapa més critica en l’atac, en la que tots els limfòcits activats 

contra autoantígens de la cèl·lula β es dirigiran al pàncrees, on s’iniciarà l’atac contra 

les cèl·lules β que presentin mitjançant molècules de MHC classe I algun d’aquests 

autoantígens, s’ha observat que els illots de pacients amb DT1 sobre expressen 

molècules de MHC classe I (Kay et al., 1991; Richardson et al., 2016). Les cèl·lules 

més agressives i en major quantitat durant l’atac seran els limfòcits T CD8 

(Coppieters et al., 2012), que mitjançant mecanismes de citotoxicitat de contacte 

directe com la perforina, la granzima B o la interacció de les molècules Fas-Fas lligant 

que destruiran específicament les cèl·lules β pancreàtiques induint la mort cel·lular 

(Knight et al., 2013). Però, no només els limfòcits T CD8 citotòxics s’infiltraran al 

pàncrees, sinó que limfòcits T CD4, limfòcits B, cèl·lules assassines naturals (NK), 

macròfags i cèl·lules iniciadores de teixit limfoide (LTIs), entre altres, també 

formaran part de l’infiltrat leucocitari (Wållberg and Cooke, 2013). Aquestes 

cèl·lules, més especialitzades en la secreció de citocines, promouran un ambient 

inflamatori amb presència d’espècies reactives d’oxigen i d’òxid nítric que facilitarà 

l’apoptosi i la mort de les cèl·lules β (Cardozo et al., 2005). Al mateix temps, poden 

aparèixer òrgans limfoides terciaris específics de teixit que permetran el 

reclutament, el manteniment i l’activació de noves cèl·lules amb capacitat 

citotòxica, reduint d’aquesta forma el temps de resposta del sistema immunitari 
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contra les cèl·lules β i transformant la resposta en un atac local. A més, la generació 

de neoantígens a causa de les HIPs facilitarà l’arribada de nous limfòcits 

autoreactius, ja que aquests antígens no poden ser seleccionats durant la maduració 

dels limfòcits T al timus (Pugliese, 2017). Aquesta fase, molt difícil d’identificar, pot 

allargar-se anys abans que es manifestin símptomes clínics en el pacient, però es 

calcula que un > 50% de la massa β és destruïda abans que comencin els primers 

símptomes (Chmelova et al., 2015; Leete et al., 2016) (Figura 1C). 

1.1.2 Evolució de la incidència 

La incidència de la DT1 està augmentant en els darrers 20 anys, efecte impossible 

d’explicar només pels factors genètics. L’increment anual registrat és d’un 3-4% 

(Mayer-Davis et al., 2017; Tuomilehto, 2013), sent la població pediàtrica la més 

afectada. A més, depenent de l’àrea geogràfica el grup d’edat que augmenta la seva 

incidència variarà entre els 0-4 anys (Bruno et al., 2013; Karvonen, 2006), els 5-9 

anys (Blumenfeld et al., 2014; Shaltout et al., 2017) o els 10-14 anys (Gomez-Diaz et 

al., 2012; Manuwald et al., 2017). Encara que l’edat amb major risc de desenvolupar 

DT1 és entre els 10-14 anys (Karvonen, 2006), es preocupant l’increment en la 

incidència de DT1 entre els 0-9 anys. Nous estudis identifiquen que desenvolupar 

DT1 abans dels 7 anys és degut a un atac autoimmunitari més agressiu contra les 

cèl·lules β amb una destrucció accelerada de l’illot pancreàtic (Leete et al., 2016).  

 

Fora de la població pediàtrica també s’observa un increment en la incidència de DT1 

en majors de 15 anys en diferents països com Regne Unit (Imkampe and Gulliford, 

2011), Mèxic (Gomez-Diaz et al., 2012), Israel (Blumenfeld et al., 2014) i els Estats 

Units d’Amèrica (Lawrence et al., 2014). El fet que aquest increment no estigui 

focalitzat en un rang d’edat indica que tenim més d’un factor ambiental influenciant 

en l’increment de la incidència de DT1, fet que encara complica més la determinació 

d’un possible factor ambiental clau en aquesta tendència a l’alça. 

 

Una observació important és que els països amb major incidència de DT1, 

l’increment ha sigut mínim en els últims estudis, com Finlàndia, Suècia, Itàlia, 

Irlanda, Espanya i Aràbia Saudí, que presenten una estabilització de la incidència de 

la DT1. Així, aquest increment anual és provocat per l’aparició de nous casos en 

països amb moderada o baixa incidència, sobretot de Sud-Amèrica, Africà i Àsia (Xia 

et al., 2019). Un dels possibles motius per l’augment en aquests països amb pocs 

recursos és la millora en la detecció i la diagnosi de la DT1, juntament amb una 

millora en els registres. Aquests països presenten una mitja de 5% d’increment per 

any, arribant al cas extrem de Xangai on la incidència augmenta fins a un 10% per 

any. Tot i que la incidència segueix sent molt baixa en molts d’aquests països, (no 

superen la incidència de 10) és un clar indicador de com els factors ambientals 
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afecten poblacions amb un rerefons genètic amb poca predisposició al 

desenvolupament de la DT1 i indueixen un augment d’aquesta malaltia (Xia et al., 

2019). Un altre exemple de la importància dels factors ambientals són la 

descendència d’immigrants en països amb alta incidència com Suècia i Finlàndia. 

S’ha observat que augmenta la incidència de DT1 dels emigrants respecte al seu país 

d’origen (Söderström et al., 2012), tot i que la incidència dels emigrants no supera 

la incidència dels autòctons, excepte la descendència d’Africans de l’est nascuts a 

Finlàndia, que presenten una incidència superior a la dels finlandesos nascuts a 

Finlàndia (Hussen et al., 2013).  

 

Vista la tendència en la incidència de la DT1 serà clau conèixer els factors ambientals 

i aprendre a com reduir la seva influència, sense oblidar-nos que encara queden 

molts possibles factors ambientals per identificar que podrien estar afectant la DT1 

i que no han estat identificats, com l’exemple dels tractaments prenatals. 

1.1.3 Incidència entre familiars 

Una de les evidències més clares del fet que l’ambient uterí i el desenvolupament 

del sistema immunitari són punts claus en l’aparició de la DT1 són les diferències 

entre la incidència dels germans. En bessons genèticament idèntics, el risc de que el 

segon bessó desenvolupi una DT1 si el primer te una DT1 és d’aproximadament el 

50%. En canvi entre germans, el risc es situa entre el 5-8% quant un dels dos germans 

té DT1 (Harjutsalo et al., 2005; Pociot and Lernmark, 2016). Aquesta incidència és 

molt similar a la que trobem quant un dels progenitors té DT1, tot i que el risc és 

més elevat quant el pare té DT1 (5-8%), mentre que quan és la mare el risc és menor 

(3-5%) (Harjutsalo et al., 2006; Pociot and Lernmark, 2016). A més, en els homes 

s’observa un efecte depenent de l’edat d’inici clínic de la DT1 que afectarà el risc de 

desenvolupar DT1 en la descendència. Si l’inici clínic de la DT1 va ser abans dels 4 

anys, la incidència en la descendència augmenta fins a l’11%. D’igual manera, sí 

l’inici clínic és passat els 20 anys, la incidència en la descendència és del 4% 

(Harjutsalo et al., 2010). En dones no s’aprecia un efecte a causa de l’edat d’inici 

clínic de la DT1. 

Aprofundint més en el tema, el risc de desenvolupar DT1 en bessons variarà segons 

la genètica. Generalment, els bessons (siguin monozigòtics o dizigòtics) tenen major 

risc a desenvolupar DT1 sí un dels bessons desenvolupa una DT1. Els que tenen 

major probabilitat són els bessons monozigòtics ja que en compartir major càrrega 

genètica augmenta el risc en aquest grup de població, arribant fins a un 65% 

d’incidència al cap de 60 anys de l’inici clínic d’un dels germans (Redondo et al., 

2008). En general, els valors d’incidència entre bessons monozigòtics varien entre el 

30-65% depenent de la població d’estudi i de la durada del seguiment (Hyttinen et 

al., 2003; Kumar et al., 1993; Nisticò et al., 2012; Redondo et al., 2001, 2008). En 
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canvi, en bessons dizigòtics tot i tenir una genètica més similar a germans de 

diferents embarassos, s’ha observat una risc augmentat, entre un 10-25% 

d’incidència en algunes cohorts d’estudi (Kumar et al., 1993; Kyvik et al., 1995; 

Nisticò et al., 2012). En altres cohorts la incidència és similar (5-8%) a la trobada en 

germans no genèticament relacionats (Hyttinen et al., 2003; Matsudaa and Kuzuya, 

1994; Redondo et al., 1999). A més, s’ha demostrat que l’edat d’inici clínic del primer 

germà és rellevant en el risc de desenvolupar DT1 del segon germà, augmentant sí 

el primer germà es diagnostica abans dels 10 anys (Hyttinen et al., 2003). 

Aquestes dades i el fet que només el 40% d’aquestes diferències estan explicades 

sota una base genètica (Nisticò et al., 2012) ens fa pensar que compartir el mateix 

ambient uterí, pot influenciar la incidència de DT1. Evidentment, l’estrès sofert per 

la mare en embarassos dobles és molt major que en embarassos d’un sol nadó i això 

farà que l’ambient uterí canviï depenent del tipus d’embaràs i dels canvis provocats 

per agents externs, que també podrien modificar la incidència de DT1 

1.1.4 Models experimentals: el ratolí no obès diabètic 

Els models experimentals més utilitzats per a l’estudi de la DT1 són els ratolins. La 

utilització d’aquesta espècie ha permès l’obtenció de coneixements claus de l’òrgan 

diana que han facilitat el posterior estudi en humans. L’etapa embrionària és un 

punt important d’estudi tant en el ratolí com en humans. L’estudi del 

desenvolupament del sistema immunitari i del pàncrees són factors claus en la 

posterior aparició de malalties a l’edat adulta.  

El ratolí NOD és un model experimental que desenvolupa de forma espontània una 

DT1 similar a la humana. Aquest ratolí va ser establert com a soca (ratolins 

genèticament iguals) per Makino i els seus col·laboradors (Makino et al., 1980), com 

a model de DT1 espontània i s’ha convertit en un dels models més utilitzat per a 

l’estudi de la DT1 arreu del món. Aquesta soca presenta un MHC classe II molt 

característic (H2-Ag7) (Koide et al., 1994) que li confereix una major susceptibilitat 

a patir la malaltia (Hattori et al., 1986). La utilització d’aquest model ens permet 

treballar amb un fons genètic molt similar als humans portadors dels gens HLA de 

risc com el DR3/DR4, però en ser una població tan homogènia dificulta la translació 

de coneixements a un grup genèticament heterogeni com són els humans. A més, 

el model NOD també es veu influenciat per factors ambientals en el 

desenvolupament de la DT1. Així, la temperatura o les condicions d’estabulació 

poden fer variar la incidència de DT1 (Alam et al., 2011; Williams et al., 1990). A més, 

s’ha demostrat que mantenir els ratolins NOD en condicions lliures de patògens 

específics (SPF) evita la maduració correcta del sistema immune en aquest model 

animal, fent que la seva susceptibilitat a la DT1 sigui encara major (Beura et al., 

2016). 
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Aquest model experimental també presenta un clar component hormonal, ja que la 

incidència de DT1 en femelles (80%) és molt més elevada que en mascles (20%) 

(Solomon and Sarvetnick, 2004). En canvi, en humans no es manté aquesta 

tendència en la incidència de DT1 (Forga et al., 2018; Gale and Gillespie, 2001). 

Una altra de les característiques del model NOD és l’agressivitat de l’atac 

autoimmune a l’illot. Les primeres cèl·lules infiltrant l’illot (periinsulitis) es poden 

trobar a partir de les 2 setmanes d’edat (Homo-Delarche, 2001; Jansen et al., 1994) 

i solen ser macròfags i cèl·lules dendrítiques. Seran aquestes cèl·lules les que més 

tard tindran una funció de CPA i presentaran els pèptids que hagin capturat a les 

cèl·lules B i T. S’ha observat que els macròfags residents en el pàncrees són de vital 

importància, ja que la seva eliminació redueix de forma important la incidència de 

DT1 en el model NOD (Carrero et al., 2017). De forma similar, els macròfags M2, que 

presenten un perfil de secreció de citocines antiinflamatori, també redueixen la 

incidència de DT1 en aquest model a la vegada que indueixen proliferació de la 

cèl·lula β pancreàtica (Parsa et al., 2012; Xiao et al., 2014). La fase de prediabetis en 

el model NOD dura al voltant de 8 setmanes (des de les 3-4 setmanes fins que 

trobem els primers casos de DT1 a partir de la setmana 12). Durant aquesta fase, les 

CPA capturaran autoantígens per a presentar-los a les cèl·lules T CD4 i CD8 i això 

farà que s’activin i que es dirigeixin al pàncrees per destruir la cèl·lula β mitjançant 

l’alliberació de citocines proinflamatòries com l’interferó β (IFNβ) (Alba et al., 2004), 

IL-1β, TNFα o la interleucina-17 (IL-17) en el cas dels limfòcits T CD4, mitjançant 

processos de citotoxicitat directa o per mitjà de Fas-Fas lligand en el cas dels 

limfòcits T CD8 (Jayasimhan et al., 2013). No solament els limfòcits T estan implicats 

en el progrés de la malaltia, altres tipus cel·lulars com els limfòcits γδ o les cèl·lules 

T assassines naturals invariants (iNKT) també produiran gran quantitat d’IL-17, 

sobretot en l’etapa de prediabetis que ajudarà al desenvolupament de la malaltia 

(Markle et al., 2013). Les iNKT, cèl·lules del sistema immune amb un TCR invariant 

amb la capacitat de reconèixer antígens lipídics, més abundants en el ratolí NOD és 

la productora d’IL-17 (Lee et al., 2015). Una població molt important són els limfòcits 

B. Tot i que la formació d’anticossos anti-insulina o anti-descarboxilasa de l’àcid 

glutàmic (GAD) no tenen una rellevància patogènica en la DT1 del model NOD 

(Hinman and Cambier, 2014), la depleció completa d’aquesta població redueix la 

incidència de DT1 en el NOD (Akashi et al., 1997). Per tant, aquestes cèl·lules estan 

implicades en la DT1. La seva funció és la de CPA mitjançant receptors de la cèl·lula 

B (BCR) antigen específics, que captaran de forma passiva els antígens alliberats per 

la cèl·lula β. S’ha demostrat que els limfòcits B tenen la capacitat d’estimular tant 

limfòcits T CD4 en el seu canvi cap a limfòcit T d’ajuda (Th) (Carrascal et al., 2016) 

com limfòcits T CD8 en la seva diferenciació cap a cèl·lula citotòxica (Brodie et al., 

2008). 
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1.2 Factors prenatals i diabetis mellitus tipus 1. 
En humans el sistema immunitari comença el seu desenvolupament a partir de la 

quarta setmana de l’embaràs, així que el fetus (fase de l’embaràs que durarà des de 

les 8 setmanes de gestació (SG) fins al part), a partir de les 23 SG presenta un sistema 

immunitari desenvolupat amb capacitat de respondre contra antígens abans del 

naixement (Adkins et al., 2004; Jones et al., 1996; van Well et al., 2017). No només 

això, sinó que la interacció del sistema immunitari de la mare amb el fetus també és 

de gran importància durant aquesta etapa. Com ja s’ha comentat, certs factors 

ambientals durant l’època prenatal poden influir en el sistema immunitari del nadó. 

Un primer punt clau per saber si un factor ambiental pot estar influint sobre el 

sistema immunitari és conèixer com es desenvolupa el sistema immunitari en el 

fetus.  

1.2.1 Desenvolupament del sistema immunitari prenatal 

1.2.1.1 Murí 
El rol del sistema immunitari en la DT1 és crucial com ja s’ha vist anteriorment. 

Canvis en el desenvolupament embrionari del sistema immunitari poden influenciar 

posteriorment l’aparició de la DT1 en els ratolins degut a l’alteració dels precursors 

hematopoètics. Els primers precursors de la hematopoesis es troben al sac vitel·li al 

dia 7.5 d’embriogènesis (E), on aquestes cèl·lules estan formant illes de sang. 

Aquestes illes són una barreja de precursors endotelials hematopoètics (Ueno and 

Weissman, 2006). Però, les cèl·lules mare hematopoètiques (CmH) que formaran el 

sistema immunitari són d’origen intra-embriònic i no del sac vitel·li (Golub and 

Cumano, 2013). Més tard, en l’adult trobem algun compartiment de macròfags, com 

la micròglia, què és originaria del sac vitel·li (Ginhoux et al., 2010). Les primeres CmH 

intra-embrioniques són al fetge i melsa fetals a partir del dia E10. Aquestes CmH 

provenen del primordi que formarà l’aorta, les gònades i el mesonefre (AGM). 

Aquestes cèl·lules provenen del mesoderma i durant els dies E8.5 i E10 es produirà 

una única onada de diferenciació de cèl·lules del mesoderma cap a CmH (Godin et 

al., 2002). Les CmH del fetge acabaran migrant cap al moll d’os a partir del dia E17, 

gràcies al fet que ja tenim una xarxa de mesènquima suficientment desenvolupada 

per poder sostenir el creixement i diferenciació d’aquestes cèl·lules. A la melsa, 

l’hematopoesi comença una mica més tard. Tot i que a dia E10 ja podem trobar 

CmH, no és fins a dia E15 que comencen a expandir-se i diferenciar-se, arribant al 

pic d’expansió entre els dies E16.5 i E18.5 (Kiel et al., 2005). A diferència del fetge, 

la melsa no perd la seva capacitat hematopoètica durant tota la vida, tot i que la 

melsa adulta només produirà cèl·lules de la línia mieloide i eritròcits (Bertrand, 

2006). D’altra banda, l’epiteli tímic rudimentari es forma al dia E9-10 i això permet 

que la primera colonització de limfòcits arribi a partir del dia E10-11. S’han descrit 
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dues arribades de precursors al timus, una primera durant el dia E13, que genera 

ràpidament la maduració de limfòcits T αβ i γδ, i una segona onada al dia E18, que 

tot i tenir una maduració més lenta, produirà molts més limfòcits que la primera 

tanda (Ramond et al., 2014). Això fa que aproximadament es trobaran els primers 

limfòcits que expressen el TCR αβ al dia E17. En canvi, la limfopoesi B comença a 

aparèixer al dia E12 al fetge, però no trobem els primers limfòcits B amb expressió 

d’immunoglobulina M (IgM) fins al dia E16 (Golub and Cumano, 2013). Al moll d’os 

es detecten precursors de cèl·lules B a partir del dia E19 i precursors de cèl·lules T a 

partir del naixement. El nombre de CmH al moll d’os va augmentant en els 4 mesos 

posteriors al naixement convertint-se en la zona primària d’hematopoesis del ratolí 

(Velardi and Cooper, 1984) 

1.2.1.2 Humà 
A diferència del ratolí, la majoria de cèl·lules del sistema immunitari ja es troben 

presents en el primer trimestre de l’embaràs. Per tant, en humans hi ha un 

desenvolupament del sistema immunitari més ràpid que en ratolí. L’exemple més 

clar és el moll d’os. En humans ja trobem CmH a les 11-12 (SG) (Migliaccio et al., 

1986), mentre que en ratolí no trobem cèl·lules fins al final de la gestació, 

aproximadament cap al E17 (Holladay and Smialowicz, 2000), que equivaldria a 32 

SG en humans. 

 

Tot i aquesta clara diferencia en els temps de generació de les diferents 

subpoblacions de cèl·lules del sistema immunitari, el desenvolupament segueix un 

patró molt similar. Com en el ratolí, els primers precursors hematopoètics els 

trobem al sac vitel·lí, entre les 3 i 4 SG. De forma similar al ratolí, en humans tenim 

una segona font de CmH que prové del mesoderma, igual que en el ratolí formarà 

el primordi de l’AGM. A partir de la cinquena SG les CmH migraran cap al fetge, que 

serà el principal lloc d’hematopoesi fins a les 22 SG. Arribat a aquest punt començarà 

a reduir la seva participació en aquest procés (van Well et al., 2017). Després del 

naixement, l’hematopoesi en el fetge finalitza. La melsa és desenvolupa a partir de 

la 8 SG, com altres òrgans secundaris del sistema immunitari (van Well et al., 2017). 

A la melsa trobem una hematopoesi activa a partir de les 12 SG (Sharma et al., 1997). 

A més, s’han observat CmH en les melses d’adults, conferint una capacitat 

hematopoètica continua a aquest òrgan (Dor et al., 2006). Això és gràcies al 

manteniment d’un estroma amb capacitat d’albergar aquestes CmH (Lim and 

O’Neill, 2019). L’organogènesi del timus va des de les 8 SG fins a les 20 SG. A les 8 

SG apareixen les primeres CmH i progenitors de cèl·lules T que colonitzaran l’epiteli 

tímic. A les 15 SG els timòcits expressen un TCR complet, això permet que entre les 

16 i les 20 SG es trobin limfòcits T a la sang del fetus (van Well et al., 2017; Ygberg 

and Nilsson, 2012). Seguint amb les similituds amb el ratolí, es detecten limfòcits B 

IgM positius en sang abans que limfòcits T, més concretament a partir de la 10 SG. 
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Els primers precursors dels limfòcits B es troben al fetge a partir de 7 SG. Tot i aquest 

començament tan ràpid, el nivell de cèl·lules plasmàtiques no augmenta fins a les 

18 SG (Bofill et al., 1985). Les cèl·lules de la immunitat innata solen ser les primeres 

en aparèixer. Els macròfags apareixen a les 3-4 SG en el sac vitel·lí, tot i que no 

expressen el MHC classe II fins a les 7-8 SG (Janossy et al., 1986). Les cèl·lules NK 

apareixen a les 6 SG al fetge (Phillips, 1992) i els monòcits a les 8 SG al fetge (van 

Well et al., 2017). Exceptuant els neutròfils que no apareixen en un nombre 

significant fins després de les 31 SG (Davies et al., 1992). Totes aquestes cèl·lules 

tenen una resposta atenuada contra els antígens, de manera que s’evita l’inici de 

processos inflamatoris que podrien ser molt perjudicials per al fetus. A més, dèficits 

en l’adhesió i fagocitosis dels neutròfils i monòcits (Strunk et al., 2004) i una 

capacitat citolítica reduïda en les cèl·lules NK (Sato et al., 1999) estan àmpliament 

demostrades. Al mateix temps trobem que en el sistema immunitari adaptatiu hi ha 

una clara preferència per la resposta T d’ajuda 2 (Th2). A causa de citocines 

provinents de la placenta com la interleucina-10 (IL-10), la prostaglandina E2 i la 

progesterona, reduint encara més la possibilitat de processos inflamatoris aguts 

(Kollmann et al., 2009). Al moment del naixement el sistema immunitari encara és 

bastant immadur, però anirà guanyant funcionalitat durant el primer any de vida 

(Ygberg and Nilsson, 2012). Per aquest motiu l’aportació de cèl·lules immunitàries 

de la mare són importants per a la protecció del nadó en l’embaràs i la lactància. 

Durant l’etapa fetal s’han descrit limfòcits T reguladors (Treg) maternes que 

s’encarreguen d’evitar el rebuig del fetus i que la seva absència comporta un 

augment del risc d’avortament (Aluvihare et al., 2004). Però el sistema immunitari 

no està totalment inhibit, sinó que trobem un balanç estable entre cèl·lules Th1, Th2 

i Th17 durant l’embaràs, amb presència de diverses citocines (Feyaerts et al., 2017; 

Ruocco et al., 2014). Això si, l’augment de citocines, sobretot proinflamatòries, com 

la IL-17 pot augmentar el risc de part prematur (Ito et al., 2010). 

  

En resum, el sistema immunitari prenatal, és present durant el primer trimestre de 

la gestació, encara que no plenament funcional. Així, a partir de les 12 SG ja és 

possible influir i modificar el sistema immunitari del fetus a través de la mare amb 

la utilització de fàrmacs i altres molècules. El sistema immunitari del nadó no és 

completament funcional fins al naixement. Com ja hem mencionat anteriorment, 

s’han identificat factors ambientals durant la gestació que augmenten el risc de DT1. 

El fet que podrien estar afectant el sistema immunitari durant el seu 

desenvolupament podria explicar perquè aquests factors tenen capacitat de 

modificar la incidència de DT1. 

 

Per tant, el desenvolupament del sistema immunitari del fetus, així com la interacció 

amb la mare són dos moments de gran importància, on qualsevol canvi pot 

comportar problemes en l’edat adulta.  
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1.2.2 Desenvolupament del pàncrees fetal 

1.2.2.1 Murí 
La diana de la DT1 son els illots pancreàtics, per tant el seu desenvolupament en 

l’etapa fetal pot ser clau en la malaltia, donat que canvis durant el desenvolupament 

fetal poden repercutir a l’edat adulta. Les primeres evidències de l’existència del 

pàncrees fetal són al dia E9.5, moment en què l’endoderma de l’intestí dorsal 

proximal s’espessirà i formarà una protuberància cap al mesènquima. A dia E10 

apareixerà el pàncrees ventral primordial i el conducte biliar. Aquests 2 pàncrees 

primordials s’uniran a dia E12.5 rodejant el primordi duodenal, durant aquesta 

primera fase de 3 dies anomenada transició primària. Les primeres cèl·lules 

endocrines diferenciades seran cèl·lules α productores de glucagó. En la segona 

transició hi haurà una proliferació molt més activa del pàncrees exocrí. L’epiteli es 

segregarà entre el tronc i la cua, de manera que la majoria de precursors endocrins 

es trobaran a la zona del tronc. Aquestes cèl·lules seran les que al diferenciar-se i 

sortir de l’epiteli s’agregaran en illots. En la segona transició apareixen les primeres 

cèl·lules β i tota la resta de cèl·lules de l’illot pancreàtic. Tot aquest procés durarà 

des del dia E13 fins al dia E18 i aquest primers illots s’acumularan envoltant ductes 

i vasos sanguinis (illots emergents). Els progenitors endocrins es quedaran a l’epiteli 

per a posteriors rondes de proliferació endocrina que succeiran després del 

naixement. Aquests precursors són molt importants, ja que al naixement un 80% de 

les cèl·lules de l’illot provenen d’aquests precursors (Bouwens and Rooman, 2005). 

Per finalitzar, a partir del dia E16.5 les cèl·lules exocrines provocaran una forta 

expansió de l’epiteli pancreàtic per acabar de definir la forma final del pàncrees (Pan 

and Wright, 2011). 

1.2.2.2 Humà 
El desenvolupament fetal de l’òrgan diana de la DT1 en humans és molt similar al 

descrit en ratolí. El pàncrees comença el seu desenvolupament a finals del primer 

mes, quan l’endoderma es plega per formar l’intestí proximal adjacent al notocordi 

(Pan and Wright, 2011). El notocordi influencia els patrons de l’intestí proximal 

perquè deixin d’expressar la proteïna sonic hedgehog (SHH) i permetin l’expressió 

de PDX1, fet que provoca el desenvolupament del brot pancreàtic dorsal i ventral. 

A diferència del ratolí, no hi ha una expansió primària de progenitors de cèl·lules 

endocrines (Jennings et al., 2013; Villasenor et al., 2008), sinó que s’observa una 

proliferació continua dels progenitors cel·lulars fins a la unió dels pàncrees dorsals i 

ventrals. A les 7 SG es diferencien les cèl·lules que formen el tronc (cèl·lules 

endocrines) de les cèl·lules que formen la cua (cèl·lules exocrines) per l’expressió de 

factors de transcripció específics de cada llinatge. Bàsicament les cèl·lules del tronc 

expressen menor quantitat de GATA4 que les cèl·lules de la cua (Jennings et al., 

2015). Aquest pàncrees primordial serà pluripotent fins a aproximadament a les 8 
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SG (Castaing et al., 2001, 2005), però les cèl·lules β diferenciades veuran fortament 

reduïda la seva capacitat de proliferació. Aproximadament a les 10 SG els illots ja 

presenten una bona vascularització i entre les 12-13 SG ja presentaran tots els tipus 

cel·lulars (Jennings et al., 2013; Piper et al., 2004). En definitiva en humans els illots 

pancreàtics estan perfectament formats entre les 28 SG i 35 SG (McGrath et al., 

2015), i per tant la massa de cèl·lula β al naixement dependrà més de la capacitat 

de proliferació i de l’apoptosi d’aquestes cèl·lules que de processos de diferenciació. 

Cal destacar que tot i tenir cèl·lules β funcionals, el fetus dependrà de la mare per a 

regular els nivells de glucosa (Otonkoski et al., 1988). 

En conclusió, el desenvolupament del pàncrees s’allarga durant quasi tota l’etapa 

embriogènica i fetal, de manera paral·lela al sistema immunitari, l’altre gran implicat 

en el desenvolupament de la DT1. Això comporta que un únic estímul pugui afectar 

a moments crítics del desenvolupament d’aquests dos sistemes. 

1.2.3 Durada de la gestació com a factor de risc 

Com ja s’ha mencionat, el desenvolupament del pàncrees i del sistema immune 

s’allarga durant tota l’etapa fetal. En ratolí, la gestació dura 21 dies i la majoria 

d’òrgans comencen el seu desenvolupament a partir del dia 7, fet que ens deixa uns 

14 dies on els diferents canvis en l’ambient i en la mare poden arribar a afectar el 

fetus. Rarament s’observen gestacions de menys de 20 dies en el model NOD. S’ha 

demostrat que nivells excessius d’estrès poden modificar la incidència de DT1 en el 

model de ratolí NOD. També s’ha vist que canvis en les condicions d’estabulació 

modifiquen la incidència. En humans la gestació durà aproximadament 40 

setmanes, amb un estadi embrionari que dura fins a les 8 SG. Un cop entrem en 

l’estadi fetal, com ja hem vist anteriorment, s’inicia el desenvolupament dels 

diferents òrgans. A diferència del ratolí es tindrà una finestra molt més gran (fins a 

32 setmanes) on canvis en l’ambient podrien afectar el fetus, així com també 

trobarem més probabilitats de què la mare pateixi algun tipus de malaltia durant 

l’embaràs. A més, a diferencia del ratolí, en humans es descriuen 4 tipus de 

naixements depenent de les SG del nadó. El primer tipus són els nadons preterme, 

infants que neixen entre les 24 i les 36 SG. Evidentment com menys SG tingui el nadó 

al naixement menys probabilitats de sobreviure. Aquests nadons presenten una 

sèrie de complicacions durant tota l’etapa neonatal principalment relacionades amb 

el desenvolupament i la conducta (Petrou, 2019). Un dels problemes principals al 

naixement dels nadons prematurs, és la síndrome de dificultat respiratòria aguda, 

ja que almenys un 20% dels nadons preterme presenten algun problema relacionat 

amb el sistema respiratori (Hibbard et al., 2010). Una de les principals causes de 

mortalitat dels nadons prematurs és aquesta síndrome de dificultat respiratòria 

aguda (Crowther et al., 2011; Yan et al., 2018) i la síndrome de mort sobtada (King 

et al., 2014). S’ha demostrat que les dones amb DT1 tenen un risc augmentat de 
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patir un part prematur espontani a causa dels elevats nivells de glucosa en sang 

(Köck et al., 2010; Ludvigsson et al., 2019). En canvi, trobem més controvèrsia en 

quant la relació entre la prematuritat i el desenvolupament de DT1 al llarg de la vida, 

tot i que sembla que augmenta el risc de la DT1 a causa del naixement abans de les 

37 SG (Li et al., 2014). Aquests estudis remarquen la importància de les SG en la salut 

del nadó. Entre les 37 SG i abans les 38 SG els naixements s’anomenen “a terme 

primerenc”. La gran diferència d’aquests nadons amb els nadons preterme és la 

maduració dels òrgans. Tot i això, presenten més complicacions en l’etapa neonatal, 

sobretot presenten un major nombre d’hospitalitzacions i de problemes de 

desenvolupament que no pas els nadons nascuts a terme (Petrou, 2019). També la 

seva taxa de mortalitat és més elevada que la dels nadons nascuts a terme, però 

menor que la dels nadons prematurs (King et al., 2014). Els nadons nascuts a terme 

es troben entre les 38 i les 42 SG. Aquí es troben la majoria de naixements i per tant 

el que és més fisiològic en l’espècie humana i aquest part equivaldria als 21 dies de 

gestació del ratolí. Passades les 42 setmanes es troben els nadons post-terme. En 

aquest cas perilla la vida de la mare i del nadó per igual però no per una falta de 

desenvolupament de la criatura. 

1.2.3.1 Influencia prenatal de fàrmacs i drogues 
Un factor ambiental i prenatal clau en el desenvolupament del sistema immunitari i 

de la DT1 és la utilització de fàrmacs i drogues durant l’embaràs. Les agències de 

medicaments recomanen reduir al màxim el nombre de fàrmacs utilitzats durant la 

gestació. En casos de malalties de la mare que requereixen d’un tractament 

perllongat, es recomanable utilitzar fàrmacs que siguin el menys agressius possible 

amb el fetus. Existeix una escala de risc que valora la perillositat dels fàrmacs contra 

el fetus (Andrade et al., 2004; Sachdeva et al., 2009). Tot i que no es coneix el 

possible efecte prenatal de la gran majoria de fàrmacs a causa de la falta d’estudis 

que avaluïn els riscos al fetus, cal preveure que molts dels fàrmacs induiran 

problemes en el desenvolupament del fetus o augmentaran el risc d’un part 

prematur (Sachdeva et al., 2009). No només els fàrmacs poden afectar el fetus, sinó 

que la ingesta de suplements, com el ferro durant l’etapa prenatal és un factor de 

susceptibilitat de la DT1 en els nens (Størdal et al., 2018), així com la ingesta de grans 

quantitats de nitrats i derivats, que també estaria afectant l’augment de DT1 

(Dahlquist et al., 1990; Samuelsson et al., 2011).  

Respecte a les drogues, els efectes que indueixen sobre el fetus són més perillosos. 

Especialment durant les primeres 8 SG tenen capacitats teratogèniques, fet que 

incrementarà el risc del nadó a patir malformacions (Bhenke and Smith, 2013). A 

partir de les 8 SG els efectes seran més subtils, però igualment perillosos. Els 

principals efectes durant l’embaràs estan relacionats amb el desenvolupament del 

cervell, alteracions en els neurotransmissors del fetus, retard en el creixement per 
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una menor síntesis de proteïnes, menor arribada de nutrients per part materna i 

hipòxia a causa de la reducció del torrent sanguini del cordó umbilical. Fins i tot, al 

naixement, alguns nadons tenen episodis de síndrome d’abstinència per l’exposició 

prenatal a certes drogues com l’alcohol (Oei, 2018). A més, s’ha observat efectes 

postnatals com problemes d’aprenentatge, comportament i creixement (Bhenke 

and Smith, 2013).  

En resum, l’època prenatal és altament delicada ja que els estímuls externs poden 

fàcilment alterar el correcte desenvolupament del fetus i aquests canvis podran 

influir durant tota la vida.  

1.3 Glucocorticoides 
 

Els glucocorticoides són una família de molècules de baix pes molecular de la família 

de les hormones esteroides. Aquestes hormones són produïdes per a la zona 

fasciculada del còrtex adrenal i la seva secreció està controlada per l’eix hipotalàmic-

pituïtari-adrenal (HPA) sota un cicle circadià o per l’efecte de l’estrès (Nicolaides et 

al., 2017). Presents de forma endògena en la majoria d’organismes, la seva funció 

principal és el manteniment de la homeòstasis entre estrès i repòs. A escala cel·lular 

controla la proliferació, diferenciació i l’apoptosi, així com pot induir canvis en la 

metilació i en les illes de seqüències riques en citocines i guanines (illes CpG) alterant 

l’epigenètica de les cèl·lules afectades (Nicolaides et al., 2017; Zannas and Chrousos, 

2017). En medicina, s’han utilitzat molt els glucocorticoides sintètics pel seu efecte 

immunosupressor i antiinflamatori, i per al tractament de diverses malalties de 

caràcter immunològic.  

1.3.1 Glucocorticoides sintètics  

Els glucocorticoides sintètics són derivats dels glucocorticoides endògens. Aquests 

glucocorticoides tenen dues formes: la forma activa són el cortisol (humà) i la 

corticosterona (ratolí) i la forma inactiva són la cortisona (humà) i la 11-

dehidrocorticosterona (ratolí). L’equilibri entre les dues formes és controlat per un 

isoenzim anomenat 11β-hidroxiestereoide deshidrogenasa. La isoforma 1 (11β-

HSD1) s’encarrega de passar de la forma inactiva a la forma activa, mentre que la 

isoforma 2 (11β-HSD2) farà el procés contrari (Draper and Stewart, 2005). Els 

glucocorticoides són molècules lipòfiles, per tant, per facilitar l’administració es 

formulen com a èsters amb grups fosfats, succinats o propionats, per augmentar la 

seva hidrofília. També es poden administrar directament petites dosis amb una 

dissolució alcohòlica (Czock et al., 2005). 



Introducció 

 
43 

 

Figura 2. Síntesis endògena de cortisol: Les cèl·lules de les glàndules adrenals utilitzen el 
colesterol per a la síntesis enzimàtica del cortisol. Aquest procés esta controlat per el eix HPA. Figura 
creada amb Biorender.com 

El primer tractament amb un glucocorticoide, més concretament amb cortisol, va 

ser per a l’artritis reumatoide l’any 1949 (Hench and Kendall, 1949). Des d’aquest 

moment s’han intentat desenvolupar diferents molècules sintètiques a partir de 

l’esquelet químic dels esteroides. Aquestes molècules, que provenen del colesterol, 

seran processades enzimàticament en las cèl·lules de la glàndula adrenal (Miller, 

2008), primer pel reticle endoplasmàtic i després per la mitocòndria, on s’acabarà 

sintetitzant el cortisol (Figura 2). En l’elaboració sintètica de glucocorticoides 

s’utilitza el cortisol com a base i es perfecciona l’eficàcia, la biodisponibilitat, reduir 

la interacció amb el receptor dels mineralocorticoides i augmentar l’efecte 

immunosupressor.  

Simplement afegint un enllaç doble entre els carbonis 1α i 2α es transformarà el 

cortisol en prednisolona, millorant 4 vegades l’eficàcia d’aquesta molècula. Altres 

modificacions notables dels esteroides són la hidroxilació o metilació del carboni 

16α, així com la fluoració del carboni 9α per tal d’augmentar l’efecte antiinflamatori 

dels esteroides (Figura 3). La betametasona i la dexametasona combinen totes 

aquestes modificacions, i a més són considerades epímers perquè només canvien 

l’orientació d’un dels radicals de la molècula, més concretament la del grup metil 

unit al carboni 16α (Chang, 2014). Els glucocorticoides més potents són els inhalats 

i tenen una gran capacitat d’unir-se al receptor de glucocorticoides, cosa que indueix 

un fort efecte local però amb un efecte sistèmic molt reduït degut a la curta durada 

del seu efecte i la facilitat de ser eliminats metabòlicament (Daley-Yates, 2015). 

Gràcies als seus efectes immunosupressors s’han utilitzat en la pràctica clínica 

diferents glucocorticoides resumits en la Taula 1. Cal tenir en compte que la 

potència del glucocorticoide es determina per la seva capacitat de supressió de 

l’activitat dels eosinòfils i d’aturar la inflamació. Així com també s’avalua la capacitat 

d’estimular els dipòsits de glicogen en cèl·lules hepàtiques. Un dels avantatges 
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d’utilitzar glucocorticoides sintètics és que tenen una baixa afinitat per la 11β-HSD2 

i això fa que augmenti la vida mitjana de les molècules dins les cèl·lules. 

El glucocorticoide en el que es centra aquest treball és la betametasona. Aquesta 

forma modificada del cortisol té un pes molecular de 392,46g/mol i presenta la 

mateixa fórmula química que la dexametasona (C22H29FO5) però amb una 

conformació espacial diferent. L’aspecte és de pols blanca, té un punt de fusió de 

232ºC i és poc soluble en aigua però es dissol fàcilment en compostos alcohòlics 

(LogP = 1.8). De forma similar als glucocorticoides endògens, aquestes molècules 

s’uniran al receptor de glucocorticoides (RG) com a agonistes, provocant l’activació 

d’aquest receptor. 

 

Figura 3. Elaboració sintètica de la betametasona: Canvis des del cortisol fins a la betametasona 

i dexametasona. A dalt a la dreta esquema de la distribució dels carbonis de l’esquelet dels esteroides. 
Figura creada amb Biorender.com 
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Taula 1. Principals glucocorticoides utilitzats en la practica clínica. Molècules base, sense 

grups químics afegits. 

Glucocorticoide Potencia relativa 
(Hidrocortisona) 

Duració 
efecte 

cel·lular 
(hores) 

Tipus 
d’administració 

Hidrocortisona/ 
Cortisol 

1 8-12 Sistèmic/oral 

Cortisona 0,8 8-12 Sistèmic/oral 

Prednisona 4 18-36 Sistèmic/oral 

Prednisolona 4 12-36 Sistèmic/oral 

Metilprednisolona 5 18-36 Sistèmic/oral 

Triamcinolona 5 12-36 Sistèmic/oral 

Dexametasona 25-30 36-72 Sistèmic/oral 

Betametasona 25-40 36-54 Sistèmic/oral 

Fludrocortisona 10 18-36 Sistèmic/oral 

Budesonida 3750 1,5-2,8 Inhalat 

Fluticasona 7200 3,1-14 Inhalat 

Mometasona 8800 4,5 Inhalat 

Beclometasona 2100-5400 0,5-2,7 Inhalat 

Ciclesonida 4800 0,7-7 Inhalat 

 

1.3.2 Mecanisme d’acció 

Com s’ha mencionat en l’apartat anterior, els glucocorticoides s’uneixen amb gran 

afinitat al RG. Aquest receptor s’expressa de forma constitutiva en totes les cèl·lules 

i a més els glucocorticoides endògens també tenen certa afinitat pel receptor dels 

mineralocorticoides. El RG està codificat pel gen NR3C1 i consta de 2 regions 

importants. A la zona N terminal trobem el domini de transactivació i el domini 

d’unió a l’àcid desoxiribonucleic (DNA), i a la zona C terminal trobem el domini 

d’unió a lligands (en aquest cas els glucocorticoides). Separant la regió N terminal i 

C terminal trobem un espaiador.  

Aquest receptor té dues isoformes principals, el RG-α i el RG-β. A més, depenent del 

processament de l’àcid ribonucleic (RNA) missatger (mRNA), tindrem diferents 

variants tant del RG-α com del RG-β. La principal diferència entre els receptors α i β 

és l’absència de 50 aminoàcids en la zona C terminal del receptor β. El RG-β 

s’expressa en menor quantitat en comparació amb el RG-α (Oakley and Cidlowski, 

2011a). El RG necessita diverses proteïnes per tal d’adquirir la conformació 

adequada per a poder unir-se a les molècules de glucocorticoides. Al citoplasma 

trobarem el receptor formant un complex multi proteic necessari per a poder 
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reconèixer amb gran afinitat el seu lligand. Per tal que el plegament del RG sigui 

correcte, necessitarem dues proteïnes, la proteïna de xoc tèrmic (Hsp) 40 i la Hsp-

70 (Russell et al., 1999). Un cop tenim el RG plegat, s’unirà a la Hsp-70, la coxaperona 

Hop, proteïna que s’encarregarà de substituir la Hsp-70 per una Hsp-90. Per tal 

d’estabilitzar la unió entre el RG i la Hsp-90, s’unirà al complex la proteïna p23 i 

finalment la coxaperona Hop serà desplaçada per les immunofilines FKBP52, FKBP51 

i ciclofilines o la proteïna fosfatasa 5. Aquest últim canvi acabarà d’estabilitzar el 

complex RG-Hsp-90, caracteritzat per tenir una afinitat pels glucocorticoides 100 

vegades major que el RG sense el complex proteic (Nemoto et al., 1990) gràcies al 

fet que les proteïnes ajuden a estabilitzar el lloc d’unió del RG amb el seu lligand. Un 

cop s’ha unit el lligand, el RG alliberarà totes les proteïnes que tenia unides i es 

traslladarà fins al nucli amb l’ajuda de la proteïna FKBP52 o utilitzant una importina. 

En alguns casos tot el complex RG-Hsp-90 acabarà dins el nucli (Grad and Picard, 

2007). Un cop dins el nucli el RG podrà fer la seva funció com a factor de transcripció 

(FT) mitjançant els elements de resposta als glucocorticoides (ERG), activant o 

inhibint gens o unint-se a altres FT per tal d’inhibir o incrementar la seva funció 

(Oakley and Cidlowski, 2011a). 

 

Figura 4. Mecanisme d’acció dels glucocorticoides: esquema de la ruta clàssica i dels possibles 
efectes en l’expressió gènica. Figura creada amb Biorender.com 

En diferents estudis s’ha vist com els glucocorticoides modifiquen l’expressió d’una 

gran quantitat de gens. Aquest efecte és gràcies a la interacció directa o indirecta 

del RG contra diferents FT (Figura 4). Entre els FT inhibits a causa del RG trobem el 

NF-κb (Ray and Prefontaine, 1994), el AP-1 (Jonat et al., 1990), el STAT6 (Biola et al., 

2000), el GATA1 (Chang et al., 1993) i el T-bet (Liberman et al., 2007), entre altres 

(Cain and Cidlowski, 2017). D’altra banda, els FT STAT3 i 5 s’han trobat amb activitat 
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augmentada a causa del RG (Stocklin et al., 1996; Zhang et al., 1997). Alguns 

d’aquests factors són realment importants per al sistema immunitari. Així per 

exemple, tant NF-κb com AP-1 són essencials per a la transducció de la senyal 

provinent del TCR o del BCR i per tant primordials per a la selecció d’aquestes 

cèl·lules i per l’activació de la immunitat adaptativa (Cain and Cidlowski, 2017).  

Un efecte cel·lular dels glucocorticoides àmpliament demostrat és la generació de 

DCs tolerogèniques. Per assolir aquest efecte s’utilitzen dexametasona o 

prednisolona, ja que aquests dos glucocorticoides inhibiran l’expressió de molècules 

clau en l’estimulació de la resposta immunitària evitant l’activació dels limfòcits 

(Luther et al., 2009; Naranjo-Gómez et al., 2011; Zhao et al., 2018), probablement 

degut a la repressió dels FT NF-κb i AP-1 per part del RG. Altrament, en neutròfils 

també provoquen un clar efecte, reduint l’expressió de molècules d’adhesió en la 

membrana, com ara CD62L, i al mateix temps indueixen canvis en la matriu d’actina, 

provocant que no es puguin adherir correctament a les parets dels vasos sanguinis 

i augmentant dràsticament el nombre de neutròfils en el torrent sanguini, evitant 

l’extravasació d’aquestes cèl·lules cap als teixits (Barak et al., 1992; Fay et al., 2016; 

Weber, 2003). 

1.3.3 Ús mèdic de la betametasona 

La betametasona es pot trobar en diferents formes farmacèutiques, formulada com 

a líquid, crema o aerosol. La betametasona en crema, gel o loció s’utilitza 

generalment de forma tòpica per al tractament de malalties cutànies, com la 

dermatitis o la pell atòpica, així com també s’utilitza per al tractament de les plaques 

psoriàsiques. En aerosol s’utilitza per al tractament de l’asma i de l’al·lèrgia per vies 

respiratòries. La formulació injectable té un ús més sistèmic, generalment com a 

immunosupressor o antiinflamatori, tot i que la betametasona no és la molècula 

amb l’efecte immunosupressor més potent. Sinó que, l’agent actiu més utilitzat com 

a immunosupressor és la dexametasona.  

Un altre ús dels glucocorticoides, no relacionat amb malalties immuno-mediades, és 

el tractament del fetus per induir la maduració dels pulmons. La betametasona ha 

demostrat ser l’agent actiu més efectiu per induir aquest efecte (Liggins and Howie, 

1972) en casos d’embarassos amb risc de part prematur.  

1.3.3.1 Betametasona i maduració pulmonar fetal 
L’any 1972 es va descobrir que els glucocorticoides administrats a la mare eren 

capaços de millorar la supervivència dels nadons que neixen abans de les 37 SG, ja 

que aquest fàrmac induïa una rapida maduració dels pulmons fetals reduint la 

incidència de col·lapses pulmonars i altres problemes respiratoris després del 

naixement (Liggins and Howie, 1972). Els glucocorticoides tenen un efecte directe 
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sobre els alvèols pulmonars, incrementant la producció de surfactant pulmonar i 

evitant així que els alvèols perdin la seva estructura en perdre el suport del líquid 

amniòtic després del naixement. En aquest mateix estudi es van provar diferents 

agents actius corresponents a la família dels glucocorticoides sintètics, i, d’entre 

aquests, el que va obtenir millors resultats amb menors complicacions secundàries 

va ser la betametasona. Avui en dia, la betametasona és l’agent actiu més utilitzat 

per a realitzar aquesta intervenció mèdica, tot i que també es pot utilitzar la 

dexametasona de forma similar. Un cop detectat un embaràs amb risc de 

prematuritat, generalment es procedeix a fer un tractament amb glucocorticoides. 

La ruta d’administració de la betametasona quan s’utilitza per madurar els pulmons 

fetals és intramuscular. El tractament consta generalment de 2 dosis administrades 

a la mare, de 12mg cadascuna amb 24 hores de diferència entre dosis (Miracle et 

al., 2008). En casos on la possibilitat de part és imminent es poden donar les 2 dosis 

separades només per 12 hores entre elles, produint un efecte sobre els pulmons del 

fetus similar a les 24 hores, però augmentant lleugerament els efectes secundaris 

del tractament (Khandelwal et al., 2012). Així, s’administra a dones amb risc de tenir 

un part prematur, entre les 24 i 34 setmanes d’embaràs, i a dones en les quals el 

fetus presenti evidència d’immaduresa pulmonar o hagin patit ruptura de les 

membranes de forma prematura entre les 24 setmanes i les 32 setmanes. En canvi, 

el seu ús no està recomanat per a aquelles mares que sofreixin una infecció 

sistèmica. És un medicament de ràpid efecte i en 24 hores ja s’aprecien millores en 

la supervivència dels infants prematurs (Miracle et al., 2008). Passats 7 dies l’eficàcia 

del tractament disminueix de forma considerable i per tant s’hauria de tornar a 

tractar la mare amb 2 dosis més de betametasona. Per això, és molt importat 

administrar el fàrmac en el moment correcte per evitar aquest possible problema 

(Crowther et al., 2011).  

L’ús de la betametasona prenatal està augmentant en els darrers anys. Això es degut 

a que aquest fàrmac esta directament lligat al número de possibles parts prematurs 

que hi hagi. El risc de part prematur depèn entre altres factors de l’edat materna, 

sent molt elevat als extrems d’edat, es a dir en noies menors de 15 anys i majors de 

35 any (Baroutis et al., 2013). Al mateix temps, l’edat de les mares cada cop és major, 

augmentant el nombre de naixements de mares amb més de 35 anys (Laopaiboon 

et al., 2014). A part de l’edat de la mare, els tractaments de reproducció assistida i 

l’augment de embarassos múltiples per aquesta causa, també tenen un risc 

augmentat de patir un part prematur respecte als embarassos d’un sol fetus (Merritt 

et al., 2014). Aquest procediments de reproducció assistida són cada cop més 

utilitzats (Kupka et al., 2016) sobretot a Europa i Estats Units d’Amèrica. Aquests dos 

fets contribueixen a l’augment global de parts prematurs (Blencowe et al., 2012; Xu 

et al., 2015), correlacionant per tant amb un augment en l’ús de la betametasona 

prenatal. 
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1.3.4 Efectes prenatals dels glucocorticoides 

El tractament amb glucocorticoides pot fer-se des de les 24 SG i fins a les 34 SG en 

alguns casos. Si recordem el que s’ha mencionat sobre el desenvolupament del 

pàncrees i el sistema immunitari en humans, fins a les 28-35 SG no es troben illots 

totalment madurs en el pàncrees i fins al naixement no s’observa un sistema 

immunitari totalment activat i funcional en el nadó. Per tant seria lògic pensar que 

aquest tractament pot afectar precursors o cèl·lules del nadó a part dels pulmons. 

És evident que els glucocorticoides poden travessar la barrera materno-fetal, tal 

com es demostra visiblement amb la maduració dels pulmons (Liggins and Howie, 

1972). La presència de glucocorticoides de la mare al nadó és normal durant 

l’embaràs, tot i que generalment els nivells són entre 5 i 10 vegades més baixos en 

el fetus que en la mare, exceptuant les setmanes anteriors al part (Fowden and 

Forhead, 2015), ja que els glucocorticoides són vitals per a la correcta maduració 

dels òrgans (Nyirenda and Seckl, 1998; Solano et al., 2016). El control del nivell de 

glucocorticoides en el fetus l’efectua l’enzim 11β-HSD2, que trobem en gran 

quantitat a la placenta inhibint la gran majoria del cortisol produït per la mare. Però 

en certes ocasions aquesta barrera enzimàtica no pot evitar l’entrada massiva de 

glucocorticoides. En el cas del cortisol, produccions excessives d’aquesta molècula 

a causa d’episodis d’estrès poden arribar a saturar la 11β-HSD2 arribant una 

quantitat major de la necessària al fetus. En el cas dels glucocorticoides sintètics 

com la betametasona, la baixa afinitat de l’enzim contra aquestes molècules permet 

el seu pas per la placenta sense cap obstacle (Solano et al., 2016).  

Els efectes de la sobreexposició de glucocorticoides en el fetus seran altament 

dependents de l’estadi de desenvolupament de l’òrgan afectat. Per tant l’ús de 

glucocorticoides durant les 24 a 34 SG pot afectar la maduració final tant del 

pàncrees com del sistema immunitari. En humans s’ha observat que la utilització de 

glucocorticoides sistèmics augmenta lleugerament (ratio de perill, HR=1.2) la 

possibilitat de desenvolupar DT1 en la descendència (Greene et al., 2013). Aquest 

interessant i únic estudi remarca la possibilitat dels glucocorticoides com agents 

inductors de la DT1, però a l’englobar tots els glucocorticoides en l’estudi no podem 

determinar els efectes concrets de cada molècula. En altres malalties immuno-

mediades sí que s’observa un increment del risc desprès del tractament amb 

glucocorticoide. En animals, l’efecte més observat és la resistència a la insulina en 

les cries tractades amb glucocorticoides prenatals (Sheen et al., 2016). A més, 

problemes neurològics, de creixement i de comportament estan associats amb el 

tractament prenatal amb glucocorticoides. D’altra banda, aquests problemes son 

els mateixos que s’observen a causa d’un excés de glucocorticoides endògens, com 

el cortisol, desprès d’episodis d’estrès elevat (Solano et al., 2016; Tomaszewska and 

Dobrowolski, 2011). Queda clar que un excés no fisiològic i prolongat de 
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glucocorticoides durant l’etapa prenatal pot ser perjudicial per al fetus i pot 

comportar problemes en l’edat adulta.  

1.3.5 Efectes dels glucocorticoides en altres malalties 

immuno-mediades. 

Com s’ha mencionat anteriorment la betametasona, com la majoria de 

glucocorticoides, es caracteritza per les seves propietats antiinflamatòries i 

immunosupressores i s’ha utilitzat per al tractament de diferents malalties immuno-

mediades. A continuació, s’exposa un resum dels efectes i avantatges dels 

glucocorticoides en el tractament de diferents malalties immuno-mediades.  

1.3.5.1 Asma 
L’asma és un desordre respiratori amb un fort component al·lèrgic. Es caracteritza 

per una obstrucció de les vies respiratòries a causa d’una inflamació i rigidesa dels 

bronquis (Fireman, 2003). Encara que l’asma és reversible, la contínua inflamació de 

les vies respiratòries provocarà canvis estructurals permanents que redueixen la 

capacitat pulmonar (Holgate and Polosa, 2006). Un dels possibles tractaments per 

l’asma és la utilització de glucocorticoides inhalats (Yawn, 2008), de forma 

continuada per tal de controlar la malaltia, juntament amb glucocorticoides orals i 

intramusculars que també ajuden a evitar possibles recaigudes després d’un episodi 

asmàtic greu (Chan et al., 2001). Part de la seva funció es basa en mantenir la 

integritat i funcionalitat de la barrera epitelial respiratòria contra possibles 

al·lèrgens com el rinovirus humà o tòxics pulmonars com el tabac (Waltl et al., 2018). 

Aquesta barrera és de vital importància per la regulació de la resposta immunitària 

en les vies respiratòries (Xiao et al., 2011). 

1.3.5.2 Esclerosi múltiple  
Els glucocorticoides s’utilitzen en aquesta malaltia per tal d’aturar els episodis 

d’exacerbació aguda durant l’atac al sistema nerviós central causat per la malaltia 

(Berkovich, 2016; Frohman et al., 2007; Smets et al., 2017). Per al tractament 

s’utilitza una dosi intravenosa elevada en un període curt de temps. L’efecte 

principal que provoca el tractament és l’apoptosi dels limfòcits T (McCombe et al., 

1996), la reducció de migració d’aquestes cèl·lules cap al sistema nerviós central 

(Elovaara et al., 1998) i la reducció de l’obertura de la barrera hemato-encefàlica 

produïda per les metal·loproteases (Rosenberg et al., 1996), reduint la inflamació de 

forma molt efectiva. Generalment el glucocorticoide més utilitzat per aquesta 

malaltia és la metilprednisolona (Frohman et al., 2007), però és possible utilitzar 

també dexametasona o betametasona, ja que indueixen resultats similars o són més 

aconsellables en certs moments depenent de l’estat fisiològic de la persona, com 

per exemple durant l’embaràs (Stuart and Bergstrom, 2011). 
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1.3.5.3 Psoriasi  
En aquest cas, derivats de la betametasona s’apliquen directament a la pell afectada 

per plaques psoriàsiques en forma de gel, crema, loció o oli corporal. S’utilitza a 

causa dels seus efectes antiinflamatoris, immunosupressors i la seva capacitat 

d’inhibir la proliferació cel·lular en la seva zona d’acció. Depenent de la conjugació 

del glucocorticoide, s’utilitza per diferents zones del cos. Per exemple, la 

betametasona dipropionat en format de loció es considera molt potent i s’aplica 

principalment en mans i peus. Per a les lesions al tronc i cames s’utilitzen un ampli 

espectre de glucocorticoides, des de la betametasona valerat fins a mometasona o 

hidrocortisona. Altres molècules de la família com la dexametasona o la 

metilprednisolona tenen un efecte molt menys potent en les plaques psoriàsiques i 

s’utilitzen per a zones delicades com la cara, els genitals o els plegaments (Federman 

et al., 1999). A més de reduir la inflamació s’ha demostrat que la betametasona pot 

induir DCs tolerogèniques a la pell (cèl·lules de Langerhans), reduint encara més 

l’autoimmunitat contra els queratinòcits i la possibilitat d’aparició de dermatitis 

atòpica (Alhadj Ali et al., 2015).  

1.3.5.4 Artritis reumatoide  
Com ja s’ha mencionat anteriorment l’artritis reumatoide va ser la primera malaltia 

autoimmune tractada amb glucocorticoides l’any 1949 (Hench and Kendall, 1949). 

Els glucocorticoides s’utilitzen per a reduir la inflamació que es produeix en les 

articulacions i en el líquid sinovial, reduint sobretot la concentració d’IL-1β, 

d’interleucina-6 (IL-6) i TNFα (Kirwan and Power, 2007), principals causant de la 

inflamació en aquesta malaltia. A més, també es produeix una repressió del FT NF-

κB a causa dels glucocorticoides reduint la producció de citocines proinflamatòries. 

En aquest cas, el glucocorticoide d’elecció s’injecta directament a l’articulació 

afectada per tal de produir un ràpid alleujament dels símptomes (Hetland et al., 

2012). També hi han formulacions orals per tal de produir un efecte més llarg en el 

temps i així reduir la rigidesa matinal que es produeix degut a l’increment de 

citocines proinflamatòries que es produeixen per la nit, moment en el que el cortisol 

està més baix per el cicle circadià (Buttgereit et al., 2010). Una altra ruta 

d’administració és utilitzant liposomes per encapsular el glucocorticoide 

corresponent, ja que aquests liposomes s’acumulen de forma passiva al teixit diana 

millorant la concentració local i produint una major durada de l’efecte (Ozbakir et 

al., 2014; Ulmansky et al., 2012). Tot i això, el tractament durant llargs períodes de 

temps amb glucocorticoides segueix tenint una sèrie d’efectes sistèmics perjudicials 

a l’eix HPA, als osteoclastos o en la pressió sanguínia (Habib, 2009). 

En resum, els glucocorticoides tenen un ampli espectre d’acció en diferents 

malalties immuno-mediades, especialment pels seus efectes immunosupressors i la 

seva capacitat de controlar els processos inflamatoris provocats pel propi sistema 
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immunitari. Tot i això, els problemes secundaris induïts pel tractament amb 

glucocorticoides segueixen sent elevats i poden provocar efectes desconegut i no 

desitjats.
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2. Hipòtesi 

La DT1 és una malaltia autoimmune sense una etiologia clara. Apart dels factors 

genètic, diversos factors ambientals contribueixen a inclinar la balança cap a la 

malaltia. En aquest sentit, els factors prenatals estan adquirint cada dia més 

importància en l’àmbit de la DT1. 

La betametasona és un glucocorticoide molt utilitzat en mares gestants per 

augmentar la supervivència del nadó en cas de risc de part prematur. L’ús de la 

betametasona per a la maduració pulmonar dels nadons està augmentant, ja que 

creix la incidència de parts prematurs. No hi ha dades de l’efecte prenatal de la 

betametasona sobre el desenvolupament de la DT1. La betametasona no només 

farà la seva funció de madurar els pulmons fetals, sinó que podria estar afectant 

altres cèl·lules del fetus, en especial al sistema immunitari i a les cèl·lules β 

pancreàtiques que estan en l’última fase del desenvolupament. 

Per tant, la nostra hipòtesi és que la betametasona influeix en la incidència de la 

DT1, mitjançant modificacions en el desenvolupament tan del sistema immunitari 

prenatal com de la cèl·lula β pancreàtica i la interacció entre aquestes dos sistemes 

en la fase final de la gestació. 
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3. Objectius 

L’objectiu general d’aquest estudi és determinar l’efecte de l’administració prenatal 

de betametasona sobre el risc de patir DT1 i identificar els mecanismes que alterin 

la susceptibilitat a desenvolupar la malaltia. 

Els objectius concrets són: 

1. Determinar l’efecte prenatal de la betametasona en la incidència de la DT1 

en un model experimental de DT1 espontània, i elucidar com altera les 

cèl·lules responsables de l’atac autoimmune. 

2. Caracteritzar l’acció de la betametasona sobre el fenotip i la funció de 

limfòcits i cèl·lules dendrítiques. 

3. Avaluar els canvis en l’expressió gènica i els efectes metabòlics provocats 

per la betametasona a les cèl·lules β pancreàtiques. 

4. Establir una relació preliminar entre el tractament prenatal amb 

betametasona en humans i la incidència de DT1 pediàtrica. 
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4. Material i Mètodes 

4.1 Reactius 
La betametasona (Sigma, St. Louis, MO, EUA) va ser rehidratada utilitzant etanol 

99,8% (EtOH, Alcoholes Gual S.A., Pacs del Penedès, Espanya), fins a tenir una 

concentració inicial de 5mg/mL. Per l’administració en ratolins va ser diluïda amb 

tampó fosfat salí (PBS, Oxoid Limited, Hampshire, Regne Unit) fins a la concentració 

de 0,5mg/ml. El PBS (Oxoid Limited) utilitzat com a control va ser preparat de la 

mateixa forma que la betametasona (Sigma) utilitzant EtOH (Alcoholes Gual S.A) de 

la mateixa puresa. Tot va ser conservat a –20ºC fins al seu ús. Per a fer les dilucions 

necessàries per als experiments in vitro a partir de la concentració inicial es va 

utilitzar PBS. 

La solució d’hemòlisi (SdH) va ser preparada utilitzant 140mM de clorur d’amoni 

(NH4CL, Merck, Darmstadt, Alemania) i 16,8mM Tris (Trizma Hydrochloride, Sigma) 

dissolts en aigua destil·lada. Posteriorment la solució va ser esterilitzada per calor. 

El medi de cultiu R-10 va ser preparat utilitzant RPMI-1640 (Biowest, Nuaille, França) 

amb un 10% de sèrum boví fetal (SBF, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, EUA). 

El Medi Complet (MC) va ser preparat amb RPMI-1640 (Biowest), 10% de SBF 

(ThermoFisher Scientific), 2mmol/L glutamina (Sigma), 1mmol/L piruvat sòdic 

(Thermo Fisher Scientific), 100U/mL penicil·lina (Normon SA, Madrid, Espanya), 

100μg/mL estreptomicina (Laboratori Reig Jofre, St. Joan Despí, Espanya) i 25uM β-

mercaptoetanol (Sigma). 

La col·lagenasa tipus IV (Sigma) va ser dissolta prèviament abans del seu ús. Es va 

utilitzar PBS filtrat per obtenir una concentració de 2mg/ml. Es va conservar a -20ºC 

fins a la seva utilització.  

La solució d’inhibició (stop buffer) utilitzada en els tests d’ELISA Ready-Set-Go 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) va ser una solució d’àcid fosfòric (H3PO4) 1M. Es van 

preparar 20mL de solució d’inhibició utilitzant els següents volums: 18,64mL de H2O 

destil·lada i 1,36mL de H3PO4 85% (Panreac, Montcada i Reixac, Espanya). 

4.2 Model experimental: Ratolí No Obès Diabètic 

(NOD) 
En aquest estudi s’han utilitzat ratolins del model NOD, soca singènica de ratolí que 

desenvolupa DMT1 de forma espontània i amb una història natural de la malaltia 
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molt similar a la que pateixen els humans, van ser estabulats en condicions SPF a 

l’estabulari de l’Institut Germans Trias i Pujol (IGTP, Badalona). La dieta utilitzada va 

ser una dieta estàndard per cria i manteniment (dieta Teklad 2918, Envigo, 

Indianapolis, IN, EUA) i aigua ad libitum. Els ratolins es van sotmetre a temperatura, 

humitat i cicles de llum de 12 hores controlats. Pels encreuaments es van emparellar 

un mascle i una femella per gàbia; el mascle va estar present durant tot l’embaràs i 

l’alletament de les cries fins a la seva separació. Per poder seguir l’embaràs, es va 

comprovar l’aparició de tap vaginal; el dia de detecció del tap es va considerar el dia 

E0.5. Per a l’estudi d’incidència es va administrar la betametasona per punxada 

intraperitoneal (i.p.) a les femelles gestants al dia E18.5 [betametasona (Sigma) 

0,1mg] i de les femelles control [PBS (Oxoid Limited) + 10% de EtOH (Alcoholes 

Gual)] en un volum final de 200µL. Tant la betametasona (Sigma) com el PBS (Oxoid 

Limited) van ser preparats amb antelació i administrats amb xeringues de 0,5ml 

(29G). Les cries van ser separades dels progenitors 21 dies després del seu 

naixement. L’estudi va ser dut a terme de forma estricta sota la normativa d’ús i 

cura d’animals de laboratori de la Generalitat de Catalunya i els protocols es van 

aprovar pel Comitè Institucional per la Cura i Ús dels Animals d’Experimentació de 

l’IGTP (permís DMA 8948). L’estudi va seguir els principis bàsic marcats en la 

declaració d’Helsinki per a l’experimentació animal. 

4.3 Determinació de la incidència de diabetis 

mellitus tipus 1 
Per determinar la incidència de DMT1 en ratolins NOD es van fer controls diaris de 

glucosa en orina a partir de la setmana 10 d’edat, fins a la setmana 25. Per obtenir 

l’orina es va fer un massatge pèlvic per a aconseguir la micció d’una gota que va ser 

recollida amb una tira reactiva (CHROMA2, A. Menarini Diagnostics, Barcelona, 

Espanya). En cas de donar positiu es va fer un control de glicèmia en sang sense 

dejuni (AccuCheck, Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, EUA), considerant diabètics 

aquells ratolins amb una glicèmia superior a 300mg/dl. Els ratolins diabètics van ser 

eutanasiats. Es va extreure el pàncrees, el timus i la sang (per punció cardíaca) i es 

van congelar els òrgans a –80ºC. Els ratolins que van arribar a fi d’estudi (25 

setmanes) sense desenvolupar DT1 també van ser eutanasiats per a poder extreure 

pàncrees, timus i sang. 

La incidència de la malaltia en la colònia control de ratolins NOD de l’IGTP va ser 

d’entre el 60-80% en femelles i del 20-30% en mascles en condicions SPF en el 

període d’estudi. 
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4.4 Teixits murins 

4.4.1 Melsa 

Es va utilitzar la melsa per a l’obtenció d’esplenòcits per als assajos in vitro. Per a 

l’obtenció de melsa, ratolins NOD no tractats d’entre 6 i 10 setmanes d’edat es van 

eutanasiar per dislocació cervical; un cop sacrificats es va extirpar la melsa que es 

va dipositar en sèrum fisiològic a 4ºC per al seu transport fins al laboratori on es va 

processar. 

4.4.2 Fèmur i tíbia 

Es van obtenir els ossos llargs per utilitzat cèl·lules precursores del moll d’os per a 

diferenciar-les a DCs. Per l’obtenció de fèmur i tíbia, els ratolins NOD d’entre 10 i 25 

setmanes de vida van ser sacrificats per dislocació cervical. Amb l’ajuda d’unes 

tisores i unes pinces es va netejar tot el teixit unit als ossos. Per a separar els ossos 

de la pelvis es va dislocar el fèmur de la pelvis i el peu de la tíbia. Fèmur i tíbia van 

ser dipositats en sèrum fisiològic a 4ºC per al seu transport fins al laboratori on es 

va processar la mostra. 

4.4.3 Criopreservació de sèrum, pàncrees i timus 

Per a l’obtenció de sèrum, pàncrees i timus, els ratolins van ser anestesiats utilitzant 

Isoflurà (Forane®, AbbVie Farmacèutica, Madrid, Espanya). Un cop perdut el reflex 

pedal i el reflex palpebral, es van immobilitzar per a poder practicar una incisió 

abdominal fins a l’altura de l’estèrnum. Seguidament amb unes tisores es van tallar 

les costelles i diafragma per deixar el cor al descobert. Amb una xeringa d’insulina 

(29-30G) es va perforar el cor per accedir al ventricle dret, on es va aspirar amb 

suavitat per obtenir la sang (entre 0,5mL i 1mL de sang per ratolí) i es va dipositar 

en un eppendorf i es va deixar d’1 a 3 hores coagulant abans de centrifugar a 2750xg 

durant 5’. El sobrenedant obtingut es va congelar a –80ºC. Un cop feta l’extracció 

de sang, amb l’ajuda d’unes pinces es va extirpar tant el pàncrees com el timus del 

ratolí, que es van congelar immediatament en un bany d’isopentà (2-metilbutà, 

Merck) en acetona (QCA, Química Clínica Avanzada S.A., Amposta, Espanya) amb 

neu carbònica. Per l’anàlisi de les subpoblacions limfocitàries en el timus, després 

d’extirpar-lo es va guardar en PBS+2%SBF a 4ºC per a la seva posterior disgregació 

mecànica. 

4.4.4 Illots pancreàtics 

Per a l’obtenció d’illots pancreàtics (Anderson et al., 1999), els ratolins van ser 

eutanitzat per dislocació cervical. Seguidament es van immobilitzar per a poder 

practicar una incisió abdominal fins a l’altura de l’estèrnum. Es va pinçar l’ampolla 
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de Vàter amb unes tisores Halsted per evitar el reflux cap a l’intestí de la 

col·lagenasa tipus IV (Sigma). Amb l’ajuda de dues pinces es va netejar amb compte 

el colèdoc de tot el greix que sigui possible per a facilitar la canulació amb la xeringa. 

Es va carregar una xeringa amb 2mL de col·lagenasa freda i es va utilitzar una agulla 

de 30G que prèviament s’haurà doblegat en un angle de 90 graus aproximadament. 

Amb l’ajuda d’unes pinces per aguantar el colèdoc, es va canul·lar amb la xeringa i 

es va injectar la solució de col·lagenasa tipus IV (Sigma). Durant la perfusió es va 

observar com el pàncrees va augmentar de volum a causa de la distribució de la 

col·lagenasa tipus IV (Sigma) per l’òrgan, en cas contrari es va tornar a internar 

canul·lar el colèdoc. Un cop injectat els 2mL de solució de col·lagenasa tipus IV 

(Sigma), es va extirpar el pàncrees amb compte de no perforar-lo i de no extreure ni 

melsa ni greix en excés. Es va incubar el pàncrees a 37ºC durant 30 minuts utilitzant 

un bany tèrmic. Es va aturar la reacció afegint 15mL de RPMI fred i es va disgregar 

mecànicament amb l’ajuda d’una pipeta Pasteur. La majoria de teixit exocrí quedarà 

disgregat, es va deixar 2 minuts per a que sedimentin els illots i es va descartar el 

sobrenedant utilitzant una pipeta. Es va diluïr el botó cel·lular amb 3mL de R-10, 

seguidament es va transferir tot el volum en 1 o 2 plaques de Petri. Es van recollir 

els illots manualment amb l’ajuda d’una lupa binocular i una pipeta, es van distribuir 

entre 30-40 illots per pou en plaques de 24 pous amb 1mL de MC. Es va estimular 

per 48 hores un dels pous amb 100nM de betametasona mentre que l’altre va ser 

el control. Passat aquest temps es va recollir el sobrenedant i es va congelar a -20ºC, 

la resta es va descartar. Els illots pancreàtics enganxats al pou es van dissoldre 

utilitzant el tampó RLT del RNeasy micro Kit (Qiagen), la placa es va segellar i es va 

guardar a -80ºC fins a la seva utilització per a l’extracció de RNA (protocol 4.16). 

4.5 Histologia de l’òrgan diana 
Es van obtenir crioseccions pancreàtiques de 5µm de gruix dels pàncrees de ratolins 

que van arribar a fi d’estudi (25 setmanes d’edat i no diabètics). La presència d’illots 

es va comprovar mitjançant la tinció de blau de metilè (Merck). En cas d’observar 

algun illot, es va recollir el tall consecutiu en un portaobjectes, es van descartar 5 

talls i es va agafar el tall següent en el mateix portaobjectes fins a un màxim de 6 

talls per portaobjectes. Entre portaobjectes es van deixar 10-20 talls i es va tornar a 

comprovar la presència d’illots; en cas de trobar nous illots es va repetir el procés 

anterior. A continuació, es van assecar els portaobjectes a l’aire durant 30 min i es 

van congelar a –80ºC fins al dia de la seva tinció. 

4.5.1 Tinció Hematoxilina/Eosina 

Es van descongelar les mostres i es van deixar assecar a l’aire durant 30 min. Per la 

tinció, es van tractar seqüencialment les mostres durant 3 min amb hematoxilina 

(Merck), 10s en aigua, 30s en eosina (Merck), 10s en etanol (EtOH, Merck) 70%, 10s 
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en EtOH 90%, 2 min en EtOH 100% i per últim 1 min en Xilol. Finalment es van cobrir 

els portaobjectes amb medi de muntatge DPX (BDH Laboratory Supplies, Poole, 

Regne Unit) i un cobreobjectes. 

4.5.2 Determinació del grau d’infiltració limfocitaria dels 

illots 

Es van observar les mostres tenyides per Hematoxilina/Eosina (H/E) en un 

microscopi òptic per tal de determinar el grau d’insulitis en un mínim de 30 illots per 

animal. Es va assignar un valor del 0 al 4 a cadascun dels illots segons el grau 

d’infiltració leucocitària que presentaven; essent el 0 valor mínim i el 4 el valor 

màxim, segons el protocol habitual (Alba et al., 2004). Cada grau fa referència a un 

estadi d’infiltració leucocitària, sent el grau 0 un illot sa, grau 1 un illot amb 

periinsulitis, grau 2 un illot amb insulitis lleu (<25% d’infiltració), grau 3 un illot amb 

insulitis moderada (25-75% d’infiltració) i grau 4 un illot amb insulitis severa (>75% 

d’infiltració) (Figura 5). El grau d’insulitis es va determinar en funció d’una mitjana 

ponderada del total d’illots analitzats seguint la formula 
(0𝑥𝐴)+(1𝑥𝐵)+(2𝑥𝐶)+(3𝑥𝐷)+(4𝑥𝐸)

𝑛º 𝑑′𝑖𝑙𝑙𝑜𝑡𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑎𝑡𝑠
 on A, B, C, D i E corresponen al nombre d’illots valorats 

en els diferents graus d’infiltració. La lectura es va realitzar per dos investigadors 

independents i amb els animals codificats per a no saber el grup de procedència. 

 

Figura 5. Graus d’insulitis de ratolins NOD. Imatges (10X) obtingudes per microscopia òptica on 
es mostra el grau d’infiltració leucocitària dels illots pancreàtics d’una femella de ratolí NOD de 25 
setmanes. D’esquerra a dreta: Grau 0 = no infiltració, grau 1 = periinsulitis, grau 2 = insulitis lleu (<25% 
d’infiltració), grau 3 = insulitis moderada (25-75% d’infiltració) i grau 4 = insulitis severa (>75% 
d’infiltració). Les imatges mostrades són un exemple representatiu del criteri que s’ha seguit per a la 
determinació del grau d’insulitis present en els ratolins tractats en aquest estudi. Imatges cedides per 
Rodriguez-Fernandez, S. (2013). 

4.6 Obtenció d’esplenòcits 
Es van obtenir els esplenòcits per disgregació mecànica de la melsa. Es van utilitzar 

plaques de 24 pous estèrils (SPL Life Sciences Co, Naechon-Myeon, Corea del Sud) 

amb 1mL de R-10 per a disgregar la melsa amb l’èmbol d’una xeringa estèril de 2mL 

com a morter. Un cop obtinguda, la suspensió cel·lular es va passar a tubs de 15mL 

i es va netejar el pou 2 vegades amb R-10, es va deixar sedimentar la suspensió 2 

Grau: 0       1       2     3       4 
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minuts per a precipitar les restes de teixit, es va agafar el sobrenedant, es va passar 

a un tub de 15mL i es va centrifugar a 400xg durant 5 min a temperatura ambient 

(TA). Es van llisar els eritròcits utilitzant SdH, durant 5 min i després es va bloquejar 

l’hemòlisi amb R-10. Es va centrifugar a 400xg 5 min descartant el sobrenedant, es 

va fer un rentat amb R-10 i es va tornar a centrifugar amb les mateixes condicions 

que a l’inici, 400xg durant 5 min a TA. El botó cel·lular es va resuspendre en 5ml de 

MC i per finalitzar, es va fer un recompte i control de la viabilitat mitjançant 

citometria de flux (FacsCanto II, BD Bioscience, New Jersey, EUA). Amb aquesta 

finalitat, 10µL de solució de cèl·lules es van tenyir amb 2µL d’annexina V (AnnV) 

ficoeritrina (PE) (Inmuno Tools, Friesoythe, Alemania), 2µL de 7-aminoactinomicina 

D (7-AAD, BD Bioscience, New Jersey, EUA) i 46µL de solució de Ca2+ (BD Bioscience) 

durant 15 min i es van afegir 10µL de microesferes Perfect Count (Cytognos SL, 

Salamanca, Espanya) per a poder fer el comptatge cel·lular. Les cèl·lules obtingudes 

es van cultivar in vitro per a la realització d’experiments. 

4.7 Determinació de poblacions limfocitàries de 

ratolins nounats 
Per determinar els canvis induïts per la betametasona en el sistema immunitari dels 

ratolins nounats es van quantificar les subpoblacions després de l’administració de 

betametasona. Es va ajustar el dia del tractament per a realitzar-lo el dia abans del 

part (E20,5). Les cries van ser sacrificades a dia 1 (d1) i a dia 4 (d4) per a l’obtenció 

de melsa, timus i pàncrees (protocol 4.4). Els òrgans recollits van ser disgregats 

mecànicament amb l’ajuda de l’èmbol d’una xeringa per a obtenir una suspensió 

cel·lular. Es van recollir les cèl·lules i es van centrifugar a 400xg durant 5 minuts. Es 

va descartar el sobrenedant i es va realitzar un rentat amb PBS+2%SBF amb una 

centrifugació a 400xg durant 5 minuts. Es va descartar el sobrenedant i es va diluir 

el botó cel·lular en 500μL de PBS+2%SBF. Es va realitzar un comptatge i viabilitat de 

les suspensions cel·lulars obtingudes (protocol 4.6). Per al marcatge del fenotip es 

van utilitzar 5x105 cèl·lules per panell, es van utilitzar 3 panells diferents, 1 panell 

per a les cèl·lules del timus i 2 panells per a les cèl·lules de la melsa. El timus es va 

marcar amb anti-CD3 efluor 450, anti-CD4 alo ficocianina-Cianina 7 (APC-Cy7), anti-

CD8 ficoeritrina-cianina 7 (PE-Cy7), anti-CD25 PE, anti-CD44 alo ficocianina (APC) i 

anti-TCRγδ Complexa proteic de clorofil·la peridinina-Cianina 5.5 (PercP-Cy5.5). La 

melsa es va marcar utilitzant per al panell T i B anti-CD4 APC, anti-CD8a PE-Cy7, anti-

CD19 V450, anti-CD25 PE, anti-CD45 APC-Cy7 i anti-TCRαβ PercP-Cy5.5, per al panell 

de les polimorfonuclears es van utilitzar anti-CD3 violeta brillant 421 (BV421), anti-

CD11b APC, anti-CD11c PE-Cy7, anti-CD45 APC-Cy7 i anti-Ly6G PercP-Cy5.5 (Taula 

2). Es van incubar les cèl·lules durant 10 minuts a 4ºC i foscor, es va afegir 50μL del 

marcatge de viabilitat Pacific Orange (ThermoFisher Scientific) i es van incubar 20 

minuts més a 4ºC i foscor. Acabada la incubació es van realitzar dos rentat amb 
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500uL de PBS+2%SBF centrifugant a 400xg durant 5 minuts, el botó cel·lular 

resultant es va diluir amb 100μL de PBS+2%SBF. Les cèl·lules es van adquirir per 

citometria de flux (FacsCanto II, BD Bioscience) i la seva anàlisi es va realitzar 

mitjançant el programa FlowJo vX (BD Bioscience, Ashland, OR, EUA). 

Taula 2. Panell d’anticossos utilitzat en l’estudi de subpoblacions en timus i melsa de 
ratolins nounats. APC: Alo ficocianina; APC-Cy7: Alo ficocianina-Cianina 7; PE: Ficoeritrina; PE-Cy7: 

Ficoeritrina-Cianina 7; PercP-Cy5.5: Complexa proteic de clorofil·la peridinina-Cianina 5.5. 

Antigen Fluorocrom Isotip Clon [Ús] 
μg/mL 

Casa 
Comercial 

Panell marcatge del timus 

CD3 Efluor 450 Hàmster 
daurat IgG 

500A2 1 eBioscience 

CD4 APC-Cy7 Rata IgG2a, κ RM4-5 0,2 eBioscience 

CD8 PE-Cy7 Rata IgG2a, κ 53-6.7 0,2 eBioscience 

CD25 PE Rata IgG2b, κ 3C7 1 BioLegend 

CD44 APC Rata IgG2a, κ IM7 0,2 eBioscience 

TCRγδ PercP-
Cy5.5 

Hàmster IgG GL3 0,4 BioLegend 

Panell 1 marcatge melsa T i B 

CD4 APC Rata IgG2a, κ RM4-5 2 BD 
Bioscience 

CD8 PE-Cy7 Rata IgG2a, κ 53-6.7 0,2 eBioscience 

CD19 V450 Rata IgG2a, κ 1D3 2 BD 
Bioscience 

CD25 PE Rata IgG2b, κ 3C7 1 BioLegend 

CD45 APC-Cy7 Rata IgG2b I3/2.3 0,5 eBioscience 

TCRαβ PercP-
Cy5.5 

Hàmster IgG H57-
597 

2 BioLegend 

Panell 2 marcatge melsa polimorfonucleades 

CD3 Efluor 450 Hàmster 
daurat IgG 

500A2 1 eBioscience 

CD11b APC Rata IgG2b, κ M1/70 1,25 eBioscience 

CD11c PE-Cy7 Hàmster 
IgG1 

HL3 1 BD 
Bioscience 

CD45 APC-Cy7 Rata IgG2b I3/2.3 0,5 eBioscience 

Ly6G PercP-
Cy5.5 

Rata IgG2a, κ 1A8 0,4 BD 
Bioscience 

4.8 Determinació de les famílies Vβ del TCR 
Per determinar els efectes de la betametasona en el repertori de famílies de la zona 

variable de la cadena β (Vβ) es van utilitzar esplenòcits de ratolins NOD de 6 

setmanes d’edat. Un cop obtinguda la suspensió cel·lular d’esplenòcits (apartat 4.6) 
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es van marcar 106 cèl·lules per a cada família de Vβ. Per a realitzar el marcatge es va 

utilitzar el kit “Anti-Mouse TCR Vβ Screening Panel” (BD bioscience). A més, es va 

afegir els anticossos anti-CD3 eflour 450 (eBioscience, San Diego, CA, EUA), anti-CD4 

APC eflour 780 (eBioscience), anti-CD8a PE-Cy7 (eBioscience), anti-CD25 PE 

(Biolegend, San Diego, CA, EUA) (Taula 3) i Pacific Orange (Invitrogen) a cada 

marcatge de família Vβ. Les cèl·lules es van marcar 10 min a TA amb la barreja 

d’anticossos, es va afegir 2μg de Pacific Orange (invitrogen) a cada tub com a 

marcador de viabilitat i es va incubar 20 min a 4ºC. Els tubs es van centrifugar a 

400xg 5 min, es va descartar el sobrenedant i es va afegir 100 μL de PBS. Les cèl·lules 

es van adquirir per citometria de flux (FacsCanto II, BD Bioscience) i la seva anàlisi 

es va realitzar mitjançant el programa FlowJo vX (BD Bioscience, Ashland, OR, EUA).  

Taula 3. Panell d’anticossos utilitzats per la detecció de les famílies Vβ. APC: Alo ficocianina; 

PE: Ficoeritrina; PE-Cy7: Ficoeritrina-Cianina 7  

Antigen Fluorocrom Isotip Clon [Ús] 
(µg/ml) 

Casa 
comercial 

CD3 eFluor 450 Hàmster 
daurat IgG 

500A2 8 eBioscience 

CD4 APC eFluor 
780 

Rata IgG2a, 
κ 

RM4-5 0,8 eBioscience 

CD8a PE-Cy7 Rata IgG2a, 
κ 

53-6.7 0,6 eBioscience 

CD25 PE Rata IgG2b, 
κ 

3C7 4 Biolegend 

   

4.9 Assaig de toxicitat 
Els esplenòcits obtinguts per disgregació mecànica (protocol 4.6) van ser cultivats in 

vitro en plaques de 96 pous de fons pla (Thermo Fisher Scientific) en una 

concentració de 2x106cèl/mL, utilitzant MC i diferents concentracions de 

betametasona (Sigma) (0,1nM, 1nM, 2,5nM, 5nM, 10nM, 50nM, 100nM i 1000nM) 

a l’incubador a 37ºC i 5% CO2. Passades 24h es van recuperar els esplenòcits de cada 

pou en tubs de citometria, es van centrifugar 5 min a 400xg a TA per a eliminar el 

sobrenedant, es van resuspendre amb el marcatge de viabilitat [2µL de AnnV PE 

(ImmunoTools), 2µL de 7-AAD (BD Bioscience), 46µL de solució de Ca2+ (BD 

Bioscience)] i es van incubar 20 min a TA en foscor. Les cèl·lules es van adquirir 

mitjançant citometria de flux (FacsCanto II, BD Bioscience) i la seva anàlisi es va 

realitzar mitjançant el programa Flowjo vX (BD Bioscience). 
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4.10 Assaig de proliferació 
Els esplenòcits obtinguts per disgregació mecànica van ser marcats utilitzant 

carboxifluoresceïna di-acetat succinimidil ester (CFDA-SE, Thermo Fisher Scientific). 

Aquesta molècula pot entrar a l’interior de les cèl·lules on serà metabolitzada i 

perdrà el di-acetat, transformant-se en carboxifluoresceïna succinimidil ester 

(CFSE), que té gran capacitat per unir-se a les proteïnes de l’interior cel·lular i emet 

de forma similar a la fluoresceïna (FITC). Per realitzar el marcatge les cèl·lules van 

ser rentades amb PBS a TA i centrifugades a 400xg per 5 min. El marcatge es va 

realitzar a una concentració de 5x106cèl/mL amb 312,5nM de CFSE durant 10 min a 

TA i en foscor. Es va aturar el marcatge utilitzant R-10 i es va centrifugar a 400xg per 

5 min. Es va descartar el sobrenedant, es va resupendre el botó cel·lular amb 3mL 

de R-10 i es va incubar durant 15 min a 37ºC en el bany per a metabolitzar el CFDA-

SE en CFSE. Es va centrifugar a 400xg per 5 min i rentar amb R-10. El botó cel·lular 

es va resuspendre en 2ml de medi complet, es va fer un comptatge i determinació 

de la viabilitat per citometria de flux, tal com s’ha detallat en l’apartat anterior 

(protocol 4.6). Finalment, les cèl·lules es van cultivar en una placa de 96 pous de 

fons rodó (SPL Life Sciences Co) a una concentració de 1x106cèl/mL en MC, 

juntament amb betametasona (Sigma) (25nM, 5nM i 1nM), mitògens d’elecció: 

forbol 12-miristat 13-acetat (PMA, Sigma) (25ng/mL) i Ionomicina (IO, Sigma) 

(250ng/mL), en un volum de 200µL per pou. A més, es van realitzar controls sense 

mitogen per a cada concentració de betametasona (Sigma) diferent. El cultiu es va 

mantenir 72 hores a l’incubador a 37ºC i 5% CO2. Passat aquest temps es van recollir 

100µL de sobrenedant de cada pou i es van congelar a –80ºC. Les cèl·lules es van 

marcar amb anticossos anti-CD3 V450 (BD Bioscience) i anti-CD19 PE (BD 

Bioscience) (Taula 4), i amb 7-AAD (BD Bioscience) per determinar la viabilitat. Les 

cèl·lules es van adquirir per citometria de flux (FacsCanto II, BD Bioscience) i la seva 

anàlisi es va realitzar mitjançant el programa Flowjo vX (BD Bioscience, Ashland, OR, 

EUA). 

Taula 4. Panell d’anticossos utilitzats per l’assaig de proliferació en esplenòcits. PE: 

Ficoeritrina. 

Antigen Fluorocrom Isotip Clon [Ús] 
(µg/ml) 

Casa 
comercial 

CD3 V450 Hàmster 
daurat 
IgG2, κ 

500A2 2 BD 
Bioscience 

CD19 PE Rata IgG2a, 
κ 

1D3 2 BD 
Bioscience 
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4.11 Generació de cèl·lules dendrítiques 
Un cop es va extreure el fèmur i la tíbia del ratolí, com s’especifica a l’apartat 4.4.2, 

es va preparar una placa estèril de 6 pous amb la següent disposició: pou 1, 3mL de 

MC; pou 2, 3mL d’EtOH (Alcoholes Gual S.A.) 70%; pou 3, 3mL R-10; pou 4, 1mL de 

MC. Els ossos es van dipositar al pou 1 per eliminar el màxim de teixit i per dislocar 

fèmur de la tíbia. Es van passar els ossos al pou 2 durant 10-15s. Passat el temps es 

van introduir al pou 3 per eliminar l’excés d’etanol, es van tallar els extrems dels 

ossos i es va perfondre l’os sobre el pou 4 amb una xeringa (agulla de 30G) de 10mL 

amb MC o R-10. Es va recollir el medi del pou 4 en un tub de 15mL, es va centrifugar 

a 400xg durant 5 min a TA i es va descartar el sobrenedant. Es va resuspendre el 

botó cel·lular en 5mL de SdH, es va incubar 5 min a TA. Es va aturar l’hemòlisi 

utilitzant R-10 en excés, es va centrifugar a 400xg durant 5 min i es va descartar el 

sobrenedant. Després de fer un rentat amb R-10 es va resuspendre en 1-2mL de MC 

i es va realitzar una anàlisi de viabilitat i comptatge cel·lular, tal com s’ha detallat en 

l’apartat anterior (protocol 4.6). Es van deixar les cèl·lules a una concentració de 

1x106cèl/mL, es va addicionar factor estimulant de colònies de granulòcits i 

macròfags (GM-CSF, Prospecbio, Rehovot, Israel) a concentració de 1000U/mL i es 

va sembrar 1mL per pou en una placa de 24 pous. Es van sembrar 5 pous, un per a 

cada diferent condició experimental (Immadures, madures, betametasona [10nM, 

100nM, 1000nM]). A dia 3 es va fer un canvi de medi, es va descartar 500µL de 

sobrenedant del pou i es va afegir 500µL de MC suplementat [MC + 10% SBF + 

2mmol/L glutamina +1mmol/L piruvat sòdic + 2000U/mL factor d’estimulació de 

colònies de granulòcits i macròfags (GM-CSF (Prospecbio))] i els diferents estímuls 

de betametasona (Sigma) (10nM, 100nM i 1000nM) als pous corresponents. A dia 5 

es va resuspendre cada pou i es van dividir en 2 pous. Es va afegir 500µL de MC 

suplementat a tots els pous, es va afegir els diferents estímuls de betametasona 

(Sigma) als pous corresponents. A dia 7, es van descartar 500µL de sobrenedant i es 

va afegir 500µL de MC suplementat juntament amb els diferents estímuls de 

betametasona (Sigma) als pous corresponents. Igualment, a dia 8 es va fer un canvi 

del 50% del medi utilitzant MC suplementat amb menor concentració de GM-CSF 

[MC + 10% SBF + 2mmol/L glutamina +1mmol/L piruvat sòdic + 1000U/mL GM-CSF 

(Prospecbio)]; no es va afegir betametasona (Sigma). Les DCs es van estimular amb 

100ng/mL de Lipopolisacàrid (LPS, Sigma) les ultimes 24 hores de cultiu o amb 

1μg/mL illes CpG les ultimes 48 hores per generar DCs madures (mDCs). Les DCs 

diferenciades amb betametasona també van ser estimulades amb LPS o illes CpG 

per generar DCs madures diferenciades amb betametasona (betDCs) a diferents 

concentracions: 10nM de betametasona (10betDCs), 100nM de betametasona 

(100betDCs) o 1000nM de betametasona (1000betDCs). 



Material i Mètodes 
 

 
69 

4.12 Anàlisi del fenotip de les cèl·lules dendrítiques 
Un cop diferenciades les DCs a partir de precursors de moll d’os, es va recollir el 

sobrenedant de la placa en tubs de 15ml, es va centrifugar a 400xg 5 min i es va 

congelar a –80ºC. Per altra banda el botó cel·lular es va resuspendre en 500µL de 

MC. Es van fer 2 rentats amb RPMI-1640 (Biowest) a la placa i es va passar el 

sobrenedant als tubs de 15mL. Es va afegir 500µL d’Accutasa (eBioscience) i es va 

mantenir durant 30 min a 37ºC, passat el temps es va resuspendre per desenganxar 

les cèl·lules i es va passar al tub de 15mL corresponent. Es van fer 2 rentats a la placa 

amb RPMI-1640 (Biowest), es va centrifugar els tubs de 15mL a 400xg per 5 min i es 

va descartar el sobrenedant. Es va resuspendre el botó cel·lular en 130µL de MC/50 

( 50%MC + 50% RPMI-1640 (Biowest)). Es va repartir el volum en 3 alíquotes: per la 

tinció de viabilitat es va utilitzar 7-AAD (BD Bioscience), AnnV PE (ImmunoTools) i 

CD11c PE-Cy7 (BD Bioscience), pel fenotip 1 es va utilitzar CD11c PE-Cy7 (BD 

Bioscience), CD86 PE (eBioscience) i CD40 APC (BD Bioscience) i pel fenotip 2 es va 

utilitzar CD11c PE-Cy7 (BD Bioscience), CD25 PE (eBioscience), MHC classe I 

eFluor450 (eBioscience) i MHC classe II APC (eBioscience) (Taula 5), juntament amb 

les corresponents fluorescències menys un (FMO) per a cada tinció. Les cèl·lules es 

van adquirir per citometria de flux (FacsCanto II, BD Bioscience) i la seva anàlisi es 

va realitzar mitjançant el programa Flowjo vX (BD Bioscience). 

Taula 5. Panell d’anticossos utilitzats en l’experiment de fenotipatge de les cèl·lules 
dendrítiques generades amb betametasona. APC: Alo ficocianina; PE: Ficoeritrina; PE-Cy7: 

Ficoeritrina-Cianina 7. 

Antigen Fluorocrom Isotip Clon [Ús] 
(µg/ml) 

Casa 
comercial 

CD11c PE-Cy7 Hàmster 
armeni, 

IgG1 

HL3 1 BD 
Bioscience 

CD25 PE Rata IgG1, 
λ 

PC61.5 2 eBioscience 

CD40 APC Rata 
IgG2a, κ 

3/23 2 BD 
Bioscience 

CD86 PE Rata 
IgG2a, κ 

GL1 0,2 eBioscience 

MHC I eFluor450 Ratolí 
IgG2a 

SF1-
1.1.1 

2 eBioscience 

MHC II APC Rata 
IgG2b, κ 

AMS-
32.1 

2 eBioscience 



Efecte de la betametasona prenatal en la DT1 

 

 
70 

4.13 Assaig de proliferació induïda per les cèl·lules 

dendrítiques 
A dia 8 del protocol d’obtenció de cèl·lules dendrítiques de moll d’os (protocol 4.11), 

juntament amb el canvi de medi es va afegir insulina porcina (Sigma, 20 µg/mL) i es 

va mantenir 2 hores en cultiu abans d’afegir el LPS o les illes CpG per a madurar les 

cèl·lules. El mateix dia es van marcar esplenòcits d’un ratolí de la mateixa soca amb 

CFSE (protocol 4.10) i es van plaquejar en una placa de 96 pous (SPL Life 

Technologies) a una concentració de 5x105 cèl/mL. Es van fer triplicats de set 

condicions: immadures, madures, betametasona (Sigma) [10nM, 100nM, 1000nM], 

MC i PMA+IO i es van cultivar a l’incubador a 37ºC 5%CO2. A dia 9 es va fer l’anàlisi 

del fenotip segons l’apartat anterior (apartat 4.12) afegint un comptatge amb 

microesferes Perfect Count (Cytognos SL) al tub de viabilitat; es van posar 10.000 

DCs per pou (Ratio final 10:1) excepte a les condicions MC i PMA+IO (Sigma). El cultiu 

es va deixar 96 hores a l’incubador a 37ºC i 5% CO2 i posteriorment es va recollir 

100µL de sobrenedant de cada pou i es va guardar a –80ºC. Les cèl·lules van ser 

marcades amb els anticossos anti-CD3 V450 (BD Bioscience), anti-CD19 PE (BD 

Bioscience), anti-CD4 APC-Cy7 (BD Bioscience), anti-CD8 V500 (BD Bioscience) i anti-

TCRγδ PE-Cy7 (BioLegend) (Taula 6) i amb 7-AAD (BD Bioscience) per determinar la 

viabilitat. Les cèl·lules es van adquirir per citometria de flux (FacsCanto II, BD 

Bioscience) i la seva anàlisi es va realitzar mitjançant el programa Flowjo vX (BD 

Bioscience). 

Taula 6. Panell d’anticossos utilitzats en l’experiment de proliferació autòloga de 
esplenòcits amb cèl·lules dendrítiques generades amb betametasona. PE: Ficoeritrina; APC-

Cy7: Alo ficocianina-Cianina 7; PE-Cy7: Ficoeritrina-Cianina 7. 

Antigen Fluorocrom Isotip Clon [Ús] 
(µg/ml) 

Casa 
comercial 

CD3 V450 Hàmster 
daurat 
IgG2, κ 

500A2 2 BD 
Bioscience 

CD4 APC-Cy7 Rata IgG2b, 
κ 

GK1.5 2 BD 
Bioscience 

CD8 V500 Rata IgG2a, 
κ 

53-6.7 2 BD 
Bioscience 

CD19 PE Rata IgG2a, 
κ 

1D3 2 BD 
Bioscience 

TCRγδ PE-Cy7 Hàmster 
armeni IgG 

GL3 0,8 BioLegend 
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4.14 Efectes de la betametasona sobre les cèl·lules β 
Per determinar l’efecte de la betametasona en la cèl·lula diana de la DT1 es va 

utilitzar la línia cel·lular NIT-1. Aquesta línia va ser establerta a partir d’un insulinoma 

d’un ratolí de la soca NOD/Lt (Hamaguchi et al., 1991) i va ser escollida per la seva 

semblança en els autoantígens de la cèl·lula β (American Type Culture Collection, 

Manassas, VA, EUA). Les cèl·lules NIT-1 van ser cultivades amb diferents 

concentracions de betametasona per tal d’avaluar l’efecte d’aquest fàrmac sobre la 

cèl·lula beta. Per determinar els efectes sobre la viabilitat i l’expressió de molècules 

de membrana, 5x105 cèl·lules NIT-1 van ser cultivades durant 48h amb MC en 

plaques de 6 pous per permetre la formació d’una monocapa. Passades 48h es va 

realitzar un canvi de medi del 100% i es va afegir concentracions creixents de 

betametasona (Sigma), des de 10nM fins a 10μM; es va incloure un control sense 

betametasona. A les 48h es va recollir 1mL de sobrenedant que es va congelar a -

20ºC. Es va rentar el pou amb 1mL de RPMI (Biowest) sense proteïna. Un cop 

descartat el RPMI (Biowest) es va afegir 500μL de tripsina-EDTA 0,05% 

(ThermoFisher Scientific), es va incubar 1 min a 37ºC, es van desenganxar suaument 

les cèl·lules amb la pipeta i es van resuspendre en 3mL de R-10. Per determinar la 

mediana de la intensitat de fluorescència (MFI) i la viabilitat, es van centrifugar les 

cèl·lules, es va resuspendre el botó cel·lular en 200μL de PBS (Oxoid), es van agafar 

10μL de cèl·lules i es van marcar durant 20 min a TA amb anti-CD44 BV786, anti-

MHC classe I efluor 450, Ann V PE i 7-AAD (BD Bioscience). Les corresponents FMO 

van ser utilitzades com a control del marcatge. Abans de l’adquisició es van afegir 

10μL de microesferes Perfect Count (Cytognos) per calcular el nombre total de 

cèl·lules al cultiu. L’adquisició es va realitzar utilitzant un LSR Fortessa (BD 

bioscience). El volum sobrant es va transferir a un eppendorf i es va centrifugar a 

2000xg 5 min, es va descartar el sobrenedant i es va resuspendre el botó cel·lular en 

500μL de PBS (Oxoid). Seguidament, es va centrifugar a 16000xg 5 min, es va 

descarta el sobrenedant i es va congelar el botó cel·lular a -80ºC per a la posterior 

extracció de RNA. 

Per avaluar la capacitat d’expansió de les cèl·lules NIT-1 es van cultivar 4x106 NIT-1 

amb MC suplementat amb 100nM de betametasona (Sigma). Cada 2-3 dies es va 

efectuar un canvi de les cèl·lules a un nou flascó, les cèl·lules es van rentar amb RPMI 

prèviament a afegir 1mL de tripsina-EDTA 0,05% (ThermoFisher Scientific) i es van 

incubar 1 min a 37ºC. Finalment, es va aturar la reacció afegint R-10. Les cèl·lules es 

van rentar i es va realitzar un comptatge cel·lular i determinació de la viabilitat amb 

10μL de cèl·lules. Per observar si l’efecte de la betametasona era reversible, al cap 

de 10 dies es va retirar la betametasona (Sigma) del cultiu tractat i es va cultivar 

únicament amb MC. Es van anar realitzant canvis de flascó amb comptatge de 

cèl·lules i determinació de la viabilitat, com s’ha mencionat prèviament, fins que el 
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cultiu va arribar a la fase exponencial de creixement moment en què es va 

considerar que les cèl·lules NIT-1 havien recuperat la seva capacitat d’expansió. 

4.15 ELISA 
Per a la determinació de la concentració de les diferents citocines presents en els 

cultius de cèl·lules NIT-1, de DCs i en l’assaig de proliferació autòloga es van utilitzar 

els kits Ready-Set-Go (Invitrogen) per a la determinació d’IL-17, d’IL-6, d’IL-10, del 

TNFα i del factor de creixement transformador β (TGFβ). Es van utilitzar les mostres 

prèviament congelades corresponents a cada tipus d’experiment (apartats 4.11 i 

4.13). L’experiment es va realitzar seguint les instruccions del fabricant. Es va 

utilitzar plaques MaxiSorp (Nunc, Denmark) per a maximitzar l’absorció de les 

proteïnes. El primer pas va ser fer el recobriment de la placa amb 100μL d’anticòs 

de captura amb “overnight” a 4ºC, l’endemà es va fer 3 rentats de la placa amb PBS 

0,05% tween 20, es va bloquejar els pous amb tampó de dilució durant 1 hora a TA 

per evitar unions inespecífiques. Es va preparar la corba estàndard i les dilucions de 

les mostres en els casos necessaris. Es va fer un rentat amb PBS 0,05% de tween20, 

es van afegir les mostres i l’estàndard a la placa i es va deixar “overnight”. Es va 

rentar la placa 5 cops amb PBS 0,05% tween20 i es va afegir 100μL d’anticòs de 

detecció conjugat amb estreptavidina incubant 1 hora a TA. Es van fer 5 rentats amb 

PBS 0,05% tween20 i es va afegir 100μL d’avidina conjugada a la peroxidasa del rave 

(HRP) durant 30 minuts a TA. Es van realitzar 7 rentats més amb PBS 0,05% tween20 

i es van afegir 100μL de tetrametil benzidina (TMB), substrat de l’enzim HRP (dóna 

un color blavós), durant 15 minuts. Per a aturar la reacció es va utilitzar 50μL de la 

solució d’inhibició, solució àcida que inactiva l’enzim i fa canviar a color groc la TMB 

que ha sigut processada per l’enzim. La lectura de l’absorbància de les plaques es va 

efectuar amb Varioskan (ThermoFisher Scientific) a 450nm i 570nm de longitud 

d’ona. El resultat final és la resta de l’absorbància a 450nm menys l’absorbància a 

570nm. La sensitivitat i la corba estàndard és la següent per als diferents ELISAs: IL-

17 sensitivitat 4pg/mL, corba estàndard 4-500pg/mL; IL-6 sensitivitat 4pg/mL, corba 

estàndard 4-500pg/mL; IL-10 sensitivitat 32pg/mL, corba estàndard 32-4000pg/mL 

i TNFα sensitivitat 8pg/mL, corba estàndard 8-1000pg/mL. 

En el cas de l’ELISA per quantificar TGFβ, el protocol és el mateix que l’anterior però 

les mostres s’han d’inactivar prèviament utilitzant 20μL d’àcid clorhídric (HCl) 1M 

per cada 100μL de mostra. Posteriorment s’incuba 10 minuts a TA. Per tornar al Ph 

normal de la mostra s’haurà d’afegir 20μL d’hidròxid de sodi (NaOH) 1M. Un cop 

inactivades les mostres es plaquejen i es finalitza el protocol de l’ELISA com s’ha 

explicat en el paràgraf anterior. La sensitivitat del kit d’ELISA per quantificar el TGFβ 

és de 8pg/mL i el rang de la corba estàndard és de 8-1000pg/mL. 

Per a la determinació de la concentració de pèptid C en el sobrenedant es va utilitzar 

un kit d’Elisa (Raybiotech, Norcross, GA, USA). Aquest ELISA és competitiu, és a dir, 
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el pèptid C de les mostres competirà per la unió amb l’anticòs amb una concentració 

coneguda de pèptid C biotinilat que afegirem a cada pou de la placa d’ELISA. Es van 

utilitzar les mostres prèviament congelades en els experiments d’efectes in vitro de 

la betametasona (protocol 4.14). L’experiment es va realitzar seguint les 

instruccions del fabricant. La placa ja ve amb un anticòs conjugat anti-IgG, per tant 

el primer pas va ser afegir als pous 100μL de anti-pèptid C que servirà d’anticòs de 

captura i incubar 1,5 hores amb agitació molt suau (1-2 cicles/segon) a TA. Es van 

preparar les mostres fent una dilució 1/2 amb 125μL de mostra i 125μL de pèptid C 

biotinilat per a tenir un volum final de 250μL. Acabada la incubació es va fer 4 rentats 

amb tampó de rentat 1X. Es van dispensar 100μL dels estàndard, del control positiu, 

de les mostres diluïdes i un blanc amb diluent de l’assaig i es va deixar tota la nit a 

4ºC sense agitació. Es van realitzar 4 rentats amb tampó de rentat 1X. Es van afegir 

100μL de solució d’estreptavidina-HRP a cada pou i es va incubar 45 minuts amb una 

agitació suau. Es van realitzar 4 rentats amb tampó de rentat 1X. Es va afegir 100μL 

de TMB a cada pou durant 30 minuts amb agitació suau i en foscor; per aturar la 

solució es va afegir 50μL de solució d’inhibició (àcid sulfúric 0,2M) i es va 

homogeneïtzar bé els pous. Per finalitzar la lectura de l’absorbància es va realitzar 

en Varioskan (ThermoFisher Scientific) a una longitud d’ona de 450nm. Per a calcular 

la concentració de pèptid C es va utilitzar un percentatge d’absorbàncies (B/B0), on 

B = Absorbància mostra o estàndard – blanc i B0 = Absorbància unió total – blanc. 

4.16 Extracció de RNA 
Per a l’extracció de RNA es va utilitzar el kit RNeasy micro (Qiagen, Hilden, Germany) 

seguint les recomanacions del fabricant. Aquest sistema utilitza una columna amb 

una membrana de sílice per tal d’atrapar el RNA o DNA i posteriorment permetre la 

seva fàcil elució. Es van utilitzar pàncrees de les cries de ratolí (apartat 4.7), els 

botons cel·lulars congelats provinents de la línia cel·lular NIT-1 (apartat 4.14) i els 

illots pancreàtics de NOD prèviament dissolts i congelats amb tampó RLT (Qiagen) 

(apartat 4.4.4). Els primers passos depenen del tractament que necessiti la mostra. 

Per als botons cel·lulars congelat a -80ºC es va afegir en fred 350μL de tampó de lisis 

(RLT) per tal de dissoldre el botó cel·lular, seguidament es van afegir 3,5μL de β-

mercaptoetanol. Si la mostra és un pàncrees sencer, afegirem els 350μL de tampó 

RLT i disgregarem mecànicament el pàncrees amb l’ajuda de la pipeta alternant amb 

vòrtex de 5 segons, un cop hem aconseguit dissoldre tot el pàncrees afegirem 3,5μL 

de β-mercaptoetanol. En les mostres d’illots, degut a que ja es va congelar 

directament amb el tampó RLT, es va descongelar la placa en fred. Un cop 

descongelada es va recollir el tampó RLT en un eppendorf i es van afegir 3,5μL de β-

mercaptoetanol. Passat aquest punt el protocol és el mateix independentment de 

les mostres. Es va realitzar un vòrtex de 20 segons. Un cop la mostra va estar 

homogeneïtzada es va afegir 5uL de transportador de RNA (concentració 4ng/μL) i 

es va afegir 350μL d’EtOH 70% (Alcoholes Gual S.A). Es va homogeneïtzar la mostra 
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amb pipeta per evitar els agregats de DNA, es van transferir 700μL a la columna de 

retenció del RNA. Es va centrifugar la columna a 8000xg durant 15 segons per a 

atrapar el RNA a la membrana de sílice i el sobrenedant del tub de recollida es va 

descartar. Es va fer un rentat de la membrana de la columna amb 200μL de tampó 

RW1, es va centrifugar a 8000xg durant 15 segons i es va descartar el sobrenedant. 

Es va afegir 80μL de DNasa (10μL de DNasa 4ng/μL (Qiagen) + 70μL de tampó RDD 

(Qiagen)) per tal d’eliminar restes de DNA enganxats a la membrana i es va deixar 

incubant 15 minuts a TA. Es va fer un rentat amb 200μL de tampó RW1 centrifugant 

a 8000xg durant 15 segons i es va descartar el sobrenedant. Es va afegir 500μL de 

tampó RPE a la columna i es va centrifugar a 8000xg durant 15 segons. Es va realitzar 

un últim rentat amb EtOH 80% (Alcoholes Gual S.A.), es va centrifugar a 8000xg 

durant 2 minuts, es va descartar el sobrenedant i sense afegir més líquid a la 

columna es va centrifugar a 16000xg durant 2 minuts amb la tapa de la columna 

oberta per tal d’assecar la membrana. Es va transferir la columna en un eppendorf, 

es va afegir 14μL d’aigua estèril sense RNAses a la membrana per a poder eluir el 

RNA. Es va centrifugar a 16000xg durant 1 min. El RNA obtingut es va quantificar 

utilitzant el nanodrop (ND-1000 espectofotometre, ThermoFisher Scientific) i la seva 

integritat i qualitat amb el 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies Inc, Sant Clara, 

CA, USA). El RNA va ser emmagatzemat a -80ºC fins a la seva utilització. 

4.17 RT-PCR en temps real 
Per analitzar els canvis en l’expressió gènica provocats per la betametasona es van 

utilitzar sondes Taqman (thermo fisher). Primer es va realitzar la retrotranscripció 

de les mostres de RNA amb una transcriptasa inversa del virus de la leucèmia de 

ratolí de Moloney (MMLV) (Promega, Madison, WI, USA). Per a la reacció de 

retrotranscripció a 1000ng de RNA, es van afegir 1μL d’hexàmers aleatoris (Biotools) 

i aigua estèril fins un volum total de 13,75μL. La mostra es va incubar al 

termociclador a 70ºC durant 5 minuts i un cop acabat el cicle es va deixar a 4ºC 

durant 10 minuts. En fred, es va afegir, al mateix tub, 5μL de tampó de 

retrotranscripció del MMLV, 1,25μL de la barreja de nucleòtids, 4μL de H2O estèril, 

0,5μL d’inhibidor de RNAsa i 0,5μL de transcriptasa inversa del MMLV. Es va incubar 

al termociclador a 37ºC durant 60 minuts. La copia de l’àcid desoxiribonucleic 

(cDNA) obtinguda es va emmagatzemar a -20ºC fins a la seva utilització. 

A causa de la menor quantitat de RNA obtingut en les mostres procedents d’illots 

pancreàtics es va pre-amplificar la mostra abans de poder analitzar-la per la RT-PCR. 

Per a amplificar es va utilitzar Taqman PreAmp Master Mix (ThermoFisher 

Scientific). Breument es van preparar una barreja de totes les sondes Taqman a 

analitzar (Taula 9) a una dilució 1/100 de cada sonda. Es va agafar 12,5μL de la 

barreja de sondes, 12,5μL de cDNA dels illots pancreàtics i 25μL de Taqman Preamp 

Master Mix 2x. Al termociclador es va utilitzar el següent protocol d’amplificació: 
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Taula 7. Protocol de pre-amplificació dels illots pancreàtics de NOD tractats amb 
betametasona. 

Parà-
metre 

Activació 
enzim 

Preamplificació PCR Inactivació 
de l’enzim 

Final 

14 cicles 
Desnatura-

lització 
Anellament 
i elongació 

Tº 95ºC 95ºC 60ºC 99ºC 4ºC 

Temps 10 min 15 sec 4 min 10 min ∞ 

 

Les mostres preamplificades es van emmagatzemar a -20ºC. 

La RT-PCR en temps real es va dur a terme en un termociclador LightCycler 480 

(Roche). Es va preparar la barreja amb 0,75μL de sonda Taqman (ThermoFisher 

Scientific), 7,5μL de Master Mix de Taqman (Applied Biosystems) i 4,75μL H2O estèril 

o 3μL de H2O estèril en les mostres preamplificades. En fred es va dispensar 13μL o 

11,25μL (mostres preamplificades) de la barreja, en cada pou d’una placa de 96 pous 

per a PCR (Sarstedt). Es va diluir 1:5 la cDNA de les mostres i 1:20 la cDNA de les 

mostres preamplificades, a la placa es va dispensar 2μL del cDNA 1:5 o 3,75μL del 

cDNA 1:20. Es va cobrir la placa amb plàstic (Sarstedt) i es va centrifugar a 250xg 

durant 1 minut. El protocol utilitzat a la LightCycler 480 va ser el següent:  

Taula 8. Protocol utilitzat per realitzar els experiments de RT-PCR en les diferents 
mostres de l’estudi. 

Parà-
metre 

UDG Desnatura-
lització 

PCR Fred 

50 cicles 

Desnatura-
lització 

Elon-
gació 

Tº 50ºC 95ºC 95ºC 60ºC 40ºC 

Temps 2 min 10 min 15 sec 1 min 20 sec 

Corba de 
calor 

4.4 4.4 4.4 2.2 2.2 

Adquisició No No No Si No 

 

Per a l’anàlisi de les dades es va seguir el mètode de 2-ΔCt normalitzant l’expressió 

dels gens problema en front el gen constitutiu (Gapdh) (Livak and Schmittgen, 2001). 

Per calcular el logaritme del canvi d’increment (FC) dels gens de les cèl·lules NIT-1 i 

dels illots es va normalitzar cada experiment contra la seva condició de MC 

corresponent, no es va calcular el logaritme del canvi d’increment de les mostres de 

pàncrees. La selecció dels gens candidats es va realitzar mitjançant tres estratègies:  
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 La selecció de gens alterats en microarrays de pacients amb DT1 (Planas et 

al., 2010).  

 Comparació amb una base de dades d’interaccions de gens (Harmonizone) 

(Rouillard et al., 2016), per detectar gens regulats per la interacció amb el 

gen NR3C1 (Receptor de glucocorticoides).  

 Una cerca bibliogràfica per avaluar la seva possible rellevància en diferents 

aspectes de la DT1.  

Els gens identificats es van classificar en 3 grups diferents (autoantígens, 

autoimmunitat i metabolisme) depenen de la seva funció en la cèl·lula β o en la DT1 

(Taula 9).  

Taula 9. Llista de sondes taqman utilitzades en l’estudi. 

Gen Ratolí Referencia Cataleg Grup 

Gapdh Mm99999915_g1 Constitutiu 

Ins2 MM00731595_gH Autoantigen/metabolisme 

Gad1 Mm04207432_g1 Autoantigen 

Gad2 Mm00484623_m1 Autoantigen 

Cd44 Mm01277161_m1 Autoimmunitat 

Ccl2 Mm00441242_m1 Autoimmunitat 

Cxcl2 Mm00436450_m1 Autoimmunitat 

Cd14 Mm00438094_m1 Autoimmunitat 

Il22ra1 Mm01192943_m1 Autoimmunitat 

Pdl1 Mm03048248_m1 Autoimmunitat 

Btnl2 Mm01281666_m1 Autoimmunitat 

Btnl9 Mm00555612_m1 Autoimmunitat 

Pcsk1 Mm00479023_m1 Metabolisme 

Tcf7l2 Mm00501505_m1 Metabolisme 

Ptprj Mm00501277_m1 Metabolisme 

Pten Mm00477208_m1 Metabolisme 

Igf1r Mm00802831_m1 Metabolisme 

Glis3 Mm00615386_m1 Metabolisme 

Manf Mm00512511_m1 Metabolisme 

Ki67 Mm01278617_m1 Metabolisme 

 

4.18 Mostres Humanes 

4.18.1 Assaig de toxicitat en PBMCs 

Per a l’obtenció de cèl·lules mononuclears de sang perifèrica (PBMCs) humanes es 

va demanar la donació de 10mL de sang venosa a subjectes control. Tot els 
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participants van firmar el corresponent consentiment informat. Els criteris d’inclusió 

van ser tenir entre 18-40 anys i un índex de massa corporal entre 18,5 i 30 Kg/m2.  

Per determinar els efectes directes de la betametasona en cèl·lules madures del 

sistema immunitari humà es van aïllar PBMCs utilitzant un gradient de densitat 

(Ficoll Paque, GE Healthcare, Marlborough, MA, USA). Un volum de 10mL de sang 

perifèrica es va diluir amb la mateixa quantitat de PBS; en tubs de 50mL es van 

dispensar 10mL de Ficoll Paque i suaument per la paret del tub, vigilant de no 

barrejar la sang amb el Ficoll Paque, 20mL de sang diluïda amb PBS. El tub es va 

centrifugar a 754xg durant 30 minuts i amb desacceleració 0. Es va recollir amb una 

pipeta Pasteur la interfase amb les PBMCs que es formà entre el Ficoll Paque i el 

sèrum i es va dipositar en un nou tub de 50mL. Es van centrifugar el tub a 400xg 

durant 5 minuts i es va descartar el sobrenedant. El botó cel·lular es va resuspendre 

en 15mL de PBS+2%SBF i es va centrifugar a 200xg 15 minuts per tal d’eliminar les 

plaquetes. El botó cel·lular es va diluir en 2mL de PBS+2%SBF i es va realitzar un 

comptatge i determinació de la viabilitat (protocol 4.6). Per estudis de viabilitat es 

van plaquejar 106cel/mL en plaques de 96 pous amb concentracions de 

betametasona des de 0,1nM fins a 106nM durant 48h. Acabades les 48h es va 

recuperar les PBMCs de cada pou en tubs de citometria, es va centrifugar 5 min a 

400xg a TA per a eliminar el sobrenedant i es van resuspendre en el següent 

marcatge: AnnV FITC (ImmunoTools), 7-AAD (BD Bioscience), anti-CD3 APC 

(Biolegend, San Diego, CA, EUA), anti-CD14 APC-Cy7 (BioLegend) i anti-CD19 PE 

(ImmunoTools) (Taula 10), el marcatge es va incubar 20 min a TA en foscor. Les 

cèl·lules es van adquirir en un citometria de flux (FacsCanto II, BD Bioscience) i es 

van analitzar amb el programa Flowjo vX (BD Bioscience, Ashland, OR, EUA). 

Taula 10. Panell d’anticossos utilitzats per l’assaig de toxicitat en cèl·lules mononuclears 
de sang perifèrica en humans. APC: Alo ficocianina; APC-Cy7: Alo ficocianina-Cianina 7; PE: 
Ficoeritrina. 

Antigen Fluorocrom Isotip Clon [Ús] 
(μg/mL) 

Casa 
comercial 

CD3-
humà  

APC Mouse 
IgG1, κ 

UCHT1 1,6 BioLegend 

CD14-
humà 

APC-Cy7 Mouse 
IgG1, κ 

63D3 1,6 BioLegend 

CD19-
humà 

PE Mouse 
IgG1, κ 

HIB19 0,5 BioLegend 
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4.18.2 Enquestes a mares sobre tractament prenatal amb 

betametasona i fills amb DT1 

Per tal de determinar el possible efecte de la betametasona prenatal en el 

desenvolupament de la DT1 en humans es va realitzar un estudi retrospectiu en les 

famílies de nens amb DT1 del hospital Germans Trias i Pujol. Al tractar-se d’una 

malaltia amb un rang d’edat de diagnòstic tan elevat (des dels 1 anys fins l’edat 

adulta) dificulta la realització d’un seguiment prospectiu de nous naixements i a 

causa del baix nombre d’intervencions amb betametasona i baix nombre de nens 

amb DT1 es va decidir utilitzar la població de nens amb DT1 directament per l’estudi 

i els seus germans com a subjectes control. 

Per a la realització de les enquestes es van reclutar tots els pacients pediàtrics amb 

DT1 diagnosticats entre els 1-20 anys d’edat (n=62). Com a grup control es van 

analitzar els germans del pacients (n=62) amb DT1 diagnosticada. 

Es va proporcionar un qüestionari a les mares amb fills amb DT1 (annex 1). L’estudi 

va ser aprovat pel comitè d’ètica i investigació clínica (CEIC) de l’hospital Germans 

Trias i Pujol i les mares van firmar el consentiment informat corresponent. El 

qüestionari va constar de 4 preguntes curtes per tal de conèixer el nombre de fills, 

quins d’aquest fills tenen DT1, durada de la gestació, el pes del nadó en néixer i 

sobretot si la mare va ser sotmesa a un tractament amb glucocorticoides prenatals 

(betametasona). El qüestionari va ser realitzat al Servei de Pediatria de l’hospital 

Germans Trias i Pujol. 

L’estudi van ser realitzat en concordança amb la declaració d’Helsinki i es va dur a 

terme després de l’aprovació del CEIC de l’hospital Germans Trias i Pujol. Tots els 

participants van signar el consentiment informat abans d’entrar a l’estudi.  

4.19 Anàlisi estadística 
L’anàlisi estadístic es va realitzar amb el programa Graphpad Prism 7.0 (GraphPad 

software Inc, San Diego, CA, EUA). Es va utilitzar el test de Dunn (test de Friedman) 

i el test de Tukey (ANOVA de dos factors) per a la comparació entre múltiples grups 

i per a la comparació entre 2 grups es va utilitzar el test de Mann Whitney per a 

dades no aparellades i el test de Wilcoxon per a dades aparellades. Per a l’estudi 

d’incidència de la DT1 in vivo es va utilitzar el test de supervivència de Log-Rank de 

Mantel-Cox. Per l’anàlisi de les dades obtingudes en les enquestes a pacients amb 

DT1 es va utilitzar un test binomial per a comparar els resultats del grup control amb 

els resultat del grup amb DT1 en el percentatge de tractaments prenatals amb 

betametasona. Es va establir un nivell de significació del p valor menor de 0,05 

(p<0,05). 
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5. Resultats 

5.1 Efectes de la betametasona en el model 

experimental 

5.1.1 La betametasona prenatal redueix la incidència de 

DT1  

El principal objectiu d’aquesta tesi és determinar l’efecte prenatal de la 

betametasona sobre la DT1 en ratolins NOD. Amb aquesta finalitat, es van 

administrar 0,1mg de betametasona en PBS+EtOH a les mares gestants el dia 18.5E 

i PBS+EtOH sense betametasona com a control. Les cries dels 2 grups van utilitzar-

se per realitzar el seguiment metabòlic des de les 10 setmanes fins a les 25 setmanes 

d’edat. 

En femelles es va observar una reducció estadísticament significativa de la 

incidència de DT1 a les 25 setmanes d’edat en el grup tractat respecte al grup 

control. El grup tractat va finalitzar l’estudi amb un 32% d’incidència, mentre que el 

grup control va presentar un 62% d’incidència (Figura 6A). A més, es va observar un 

endarreriment del desenvolupament de DT1 en 9 dels 13 ratolins diabètics en el 

grup tractat amb betametasona prenatal, ja que van ser diagnosticades entre les 20 

i les 25 setmanes, mentre que el grup control manté un increment constant de la 

incidència des de les 12 setmanes fins a les 25 setmanes (Figura 6A). 

En mascles descendents de mares tractades prenatalment amb betametasona no 

s’aprecia una reducció estadísticament significativa de la incidència de DT1: 

s’observa un 17% d’incidència en els del grup tractat i un 23% d’incidència en els del 

grup control. En canvi, hi ha una acceleració en l’edat de diagnòstic de la DT1 en el 

grup tractat amb betametasona, començant a presentar-se la malaltia a les 15-16 

setmanes, mentre que el grup control la inicia a les 19-20 setmanes (Figura 6B). 

La incidència en femelles descendents de mares tractades prenatalment amb 

betametasona es va determinar utilitzant 2 cohorts per separat en diferents mesos. 

La incidència de DT1 en la primera cohort de femelles va ser de 75% en el grup 

control (n=16), mostrant diferencies significatives amb el grup tractat amb 

betametasona prenatal amb una incidència del 22% (n=18) (Figura 6C). En la segona 

cohort la incidència va ser del 54% (n=24) en les femelles del grup control, mentre 

que la incidència en les femelles del grup tractat amb betametasona va ser del 38% 
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(n=26) (Figura 6D). Tot i ser menor la diferència entre grups, les cries de les mares 

tractades amb betametasona presenten una menor incidència de DT1 que no pas el 

grup control. En les dues cohorts s’observa un retard en l’edat d’inici clínic de la 

malaltia, passant de les 11-12 setmanes del grup control a unes 18-20 setmanes en 

el grup tractat amb betametasona, exceptuant una femella de la segona cohort que 

va debutar a les 9 setmanes d’edat (Figura 6D).  

  

Figura 6. La betametasona prenatal redueix la incidència de diabetis tipus 1 (DT1) en les 
femelles filles de mares tractades A) incidència acumulada de DT1 en ratolins NOD femella filles 

de mares tractades amb betametasona (cercle gris, n=44) i filles de mares no tractades (cercle negre, 
n=42) B) incidència acumulada de DT1 en ratolins NOD mascles fills de mares tractades amb 
betametasona (cercle gris, n=29) i filles de mares no tractades (cercle negre, n=26) C) incidència 
acumulada de DT1 en ratolins NOD femella filles de mares tractades amb betametasona (cercle gris, 
n=18) i filles de mares no tractades (cercle negre, n=18) en el primer experiment. D) incidència 
acumulada de DT1 en ratolins NOD femella filles de mares tractades amb betametasona (cercle gris, 
n=26) i filles de mares no tractades (cercle negre, n=24) en el segon experiment (**p<0,01, test de 
supervivència de Log-Rank de Mantel-Cox). 

5.1.2 La betametasona afecta la infiltració leucocitària als 

illots pancreàtics. 

Per tal d’avaluar el nivell d’infiltració leucocitària als illots pancreàtics, es van 

analitzar crioseccions de pàncrees tenyides amb H/E procedents de ratolins no 

diabètics de 25 setmanes de l’estudi d’incidència. 

S’observa que el grau d’infiltració leucocitària (insulitis score) de les femelles del 

grup tractat (insulitis score de 1,7) tendeix a ser inferior que l’observat en femelles 
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del grup control (insulitis score de 1,9). En mascles, el grup tractat presenta una 

insulitis score (1,35) que tendeix a ser inferior que l’observada en mascles del grup 

control (insulitis score de 2,4), la reducció és molt més evident que en les femelles 

(Figura 7A). A més, la infiltració que sofreixen els mascles del grup tractat (70% illots 

sense insulitis o amb periinsulitis) tendeix a ser més benigne que la soferta pel grup 

control (37% d’illots sense insulitis o amb periinsulitis). En les femelles la infiltració 

del grup tractat tendeix a ser major que la dels mascles (50% illots sense insulitis o 

amb periinsulitis), però segueix sent més benigne que les femelles del grup control 

(37% illots sense insulitis o amb periinsulitis) (Figura 7B).  

 

Figura 7. El tractament amb betametasona prenatal tendeix a reduir la infiltració 
leucocitària al pàncrees. A) Insulitis score de ratolins NOD no diabètics al final del seguiment 
metabòlic (25 setmanes), ratolins fills de mares no tractades (barra negra, n=3-7) i fills de mares 
tractades amb betametasona (barra gris, n=3-7). Els resultats estan expressats com a mitjana + 
desviació estàndard (no significatiu (NS), test de Mann Whitney). La gràfica esquerra correspon a les 
femelles i la gràfica dreta correspon als mascles. B) Percentatge d’illots en cada categoria d’infiltració: 
blanc = 0, no infiltració; puntejat = 1, periinsulitis; rayat = 2, insulitis lleu (<25% d’infiltració); a quadres 
= 3, insulitis moderada (25-75% d’infiltració); negre = 4, insulitis severa (>75% d’infiltració). La gràfica 
esquerra correspon a les femelles i la gràfica dreta correspon als mascles. Gràfica dreta: Percentatge 
d’illots en cada categoria d’infiltració de les femelles del segon experiment. 
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Tot i no apreciar una reducció significativa en la incidència de DT1 en mascles in vivo, 

sí que s’observa un efecte biològic a nivell d’infiltrat leucocitari en el pàncrees. En 

canvi, en femelles sí que apreciem una reducció significativa de la incidència de DT1 

in vivo amb una menor tendència en el nivells d’infiltrat leucocitari entre el grup 

tractat i el grup control.  

En resum, s’observa una clara tendència amb probable efecte biologic a reduir el 

nombre de cèl·lules del sistema immunitari presents en els illots dels ratolins 

tractats prenatalment amb betametasona.  

5.1.3 La betametasona prenatal altera les subpoblacions 

leucocitàries a timus i melsa 

Per determinar l’efecte directe sobre el sistema immunitari dels ratolins nounats, 

les mares gestants es van tractar amb 0,1mg de betametasona el dia 20.5E i amb 

PBS com a control. Les cries van ser sacrificades a dia 1 post part (d1) i a dia 4 post 

part (d4) per poder analitzar les diferents subpoblacions leucocitàries a timus i 

melsa. 

5.1.3.1 Timus 
Els timus dels animals tractats amb betametasona prenatal van presentar un menor 

pes comparat amb els animals no tractats (Δincrement= -62,05%) a d1. A d4 no es van 

observar diferències entre els 2 grups (Δincrement= 0,76%). Això reflecteix la 

recuperació del timus a d4. De forma similar, a d1 es va trobar una reducció 

estadísticament significativa en el nombre de cèl·lules al timus en el grup tractat en 

comparació amb el grup no tractat. A d4, no es van apreciar diferències entre els 2 

grups (Figura 8A). 

L’efecte de la betametasona en la composició cel·lular del timus a d1 i d4 va ser 

analitzada. Respecte a la maduració dels timòcits, els percentatges de les diferents 

subpoblacions es van trobar alterades per l’administració de la betametasona 

prenatal (Figura 8B). El primer estadi dels precursors limfocitaris al timus és l’estadi 

de doble negatiu (DN) i a d1 s’observa un augment en el percentatge de DN en el 

grup tractat respecte al grup control. En canvi, a d4 es va observar major 

percentatge de DN en el grup control respecte al grup tractat. Aquestes diferències 

fan que mentre el grup control augmenti el percentatge de DN entre d1 i d4, el grup 

tractat es comporta totalment a la inversa, ja que s’observa una reducció en el 

percentatge d’aquestes cèl·lules. Abans d’arribar a l’estadi de doble positiu (DP) es 

diferencien 5 estadis intermedis depenent de l’expressió de CD8, CD25 i CD44. El 

primer estadi és el DN1 (CD44+CD25−), on es va observar un increment en el 

percentatge del grup tractat a d4 quan es compara amb els controls. El segon estadi 

és el DN2 (CD44+CD25+), on només es va observar un increment del percentatge del 
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grup tractat a d4 respecte als controls i entre d1 i d4 es va observar una forta 

reducció significativa en els percentatges dels dos grups. El tercer estadi és el DN3 

(CD44−CD25+) i en aquest cas no es va observar cap diferència entre d1 i d4, ni entre 

tractats i controls. El quart estadi és el DN4 (CD44−CD25−), on no es van trobat 

diferències significatives entre controls i tractats, però si que hi ha un augment 

estadísticament significatiu en el grup control quan es comparen els d1 i d4. Aquest 

augment també es va observar en el grup tractat encara que no sigui 

estadísticament significatiu. En l’últim estadi abans de tornar-se timòcits DP, 

caracteritzat per l’expressió de CD8 i l’absència de CD3 en la membrana. Aquest 

timòcits s’anomenen limfòcits T immadurs CD8 positius (CD8ISP); es va observar un 

increment en el percentatge de CD8ISP a d1 en el grup tractat en comparació del 

grup control i a d4 es va observar un menor percentatge en el grup tractat que en 

el grup control. A més, en el grup tractat es va observar una disminució del 

percentatge del d1 al d4. En canvi, en el grup control, es va observar un increment 

en el percentatge de CD8ISP entre el d1 i el d4. Els timòcits doble positius (DP) es 

van trobar els percentatges significativament reduïts a d1 després del tractament 

amb betametasona perquè aquesta població és una de les més sensibles als 

glucocorticoides (Figura 8B). A d4, en canvi, en el grup tractat no es va observar la 

mateixa disminució en el percentatge observat en el grup control.  

Un cop les cèl·lules han superat la fase de DP i la selecció positiva al timus 

expressaran CD4 o CD8 i ja es podran considerar limfòcits T madurs. En analitzar 

aquestes subpoblacions tímiques no es va trobar cap diferència en els limfòcits T 

CD4 entre tractats i controls, però en ambdós casos va haver-hi un augment del 

percentatge de limfòcits T CD4 a d4 comparat amb el d1. D’altra banda, es va 

observar un augment en el percentatge de limfòcits T CD8 a d1 en els ratolins 

tractats amb betametasona respecte als controls, i de forma inversa a d4, on tenim 

una disminució del percentatge de limfòcits T CD8 en els ratolins tractats respecte 

als controls. Similar als limfòcits T CD4, el percentatge de limfòcits T CD8 en els 

controls augmenta de d1 a d4 i en canvi en el grup tractat el percentatge és similar 

entre el d1 i el d4. En el cas dels limfòcits T γδ, es va observar un clar augment a d1 

en el grup tractat respecte al grup control, tot i que a d4 les diferències entre els 2 

grups es redueixen i tendeixen a igualar-se. Això és degut a l’augment de limfòcits T 

γδ en el grup control i a la reducció en el grup tractat entre d1 i d4 (Figura 8C). Per 

tal de poder determinar la composició del timus a d1 i a d4 es va realitzar una anàlisi 

t-SNE utilitzant les dades obtingudes per citometria de flux (Figura 8D). Utilitzant 

aquest tipus de gràfic s’aprecien perfectament les diferències entre les 

subpoblacions dels ratolins tractats i controls. A d1 s’observa una clara dominància 

dels timòcits DP en els controls, mentre que en els tractats no s’observa aquesta 

subpoblació, sinó que s’observa un enriquiment en els timòcits DN4. A d4 es veu la 

clara evolució del timus dels controls cap a l’increment de limfòcits T CD4 i CD8, 
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mentre que en els ratolins tractats només es visualitza un lleu augment en els 

limfòcits T CD4, però no amb la mateixa densitat que en els controls. 
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Figura 8. El tractament prenatal amb betametasona pertorba la maduració dels timòcits al 
timus. A) Pes i nombre total de cèl·lules al timus. Els símbols negres representen el grup control (Cntl) 

i els símbols grisos representen el grup tractat amb betametasona (bet), els punts representen el dia 1 
postpart (d1) i els quadrats representen el dia 4 postpart (d4). Els resultats estan expressats com a 
mitjana ± desviació estàndard (d.e.) de n≥5 ratolins (**p<0,01 i ***p<0,001, Test de Mann-Whitney). 
B) Percentatge de timòcits en maduració durant la fase doble negativa (DN, CD4−CD8−), fase 1 de DN 
(DN1, CD44+CD25−), fase 2 de DN (DN2, CD44+CD25+), fase 4 de DN (DN4, CD44−CD25−), immadures 
CD8 positives (CD8ISP, CD3−CD8+) i fase de doble positives (DP, CD4+CD8+). Els símbols negres 
representen el grup control (Cntl) i els símbols grisos representen el grup amb betametasona (bet), els 
punts representen el dia 1 postpart (d1) i els quadrats representen el dia 4 postpart (d4). Els resultats 
estan expressats com a mitjana ± d.e. de n≥5 ratolins (*p≤0,05 i **p<0,01, Test de Mann-Whitney). C) 
Percentatge de timocits CD4+, CD8+ i γδ+ dins les cèl·lules viables. Els símbols negres representen el 
grup control (Cntl) i els símbols grisos representen el grup amb betametasona (bet), els punts 
representen el dia 1 postpart (d1) i els quadrats representen el dia 4 postpart (d4). Els resultats estan 
expressats com a mitjana ± d.e. de n≥5 ratolins (**p<0,01 i ***p<0,001, test de Mann-Whitney). D) 
Representació t-SNE de densitat cel·lular per a cada població tímica analitzada per citometria de flux 
en els grups Cntl i bet a d1 i d4. Les gràfiques mostren els resultats de 2 animals representatius per 
grup. 

5.1.3.2 Melsa 
Abans de la disgregació mecànica per obtenir les cèl·lules es va determinar el pes de 

la melsa dels ratolins. No es van observar diferencies significatives entre els 2 grups. 

Tot i això, el pes a d1 va tendir a ser menor en el grup tractat (Δincrement= -16,32%), 

mentre que a d4 el pes de la melsa va tendir a ser major en el grup tractat (Δincrement= 

21,5%). De forma similar, en el nombre de cèl·lules s’observa una tendència a 

disminuir el nombre total en el grup tractat a d1 respecte al grup control. Tot i no 

ser estadísticament significatiu, es van trobar 106 cèl·lules més en controls que no 

en tractats de mitjana. A d4 aquestes diferències es redueixen i el nombre cel·lular 

és similar en els 2 grups (Figura 9A). 

Quan es van analitzar les diferents subpoblacions del sistema immune que 

conformen la melsa, es van trobar alteracions causades per la betametasona en el 

compartiment dels limfòcits B. A d1 trobem una reducció significativa en el 

percentatge d’aquests limfòcits en el grup tractat respecte al grup control, en aquest 

cas l’efecte es reverteix a d4, ja que els percentatges entre els 2 grups són similars. 

Però no només els limfòcits B es van veure afectats, com s’ha descrit anteriorment 

al timus, els limfòcits T també van presentar canvis deguts a la betametasona, 

encara que en aquest cas sigui de forma indirecta i a causa dels efectes observats al 

timus. En melsa es va trobar un menor nombre de limfòcits T αβ en el grup tractat 

respecte al grup control, tant a d1 com a d4. D’igual manera que en el timus, el 

percentatge de limfòcits T CD4 va ser igual entre els 2 grups i en canvi es va observar 

una reducció en el percentatge de limfòcits T CD8 en el grup tractat respecte al 

control. De forma similar al timus, aquesta reducció en els limfòcits T CD8 a la melsa 

va ser provocada per un augment en el percentatge de limfòcits DN. Altres 

subpoblacions alterades a la melsa són les LTIs, aquestes cèl·lules tenen la 
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peculiaritat de ser CD3−CD4+ i de poder iniciar la formació d’òrgans limfoides 

terciaris directament al teixit diana de la resposta immunitària. Es va observar una 

reducció del percentatge de les cèl·lules LTIs en el grup tractat amb betametasona 

tant a d1 com a d4 respecte al grup control (Figura 9B). Per tal de poder determinar 

la composició cel·lular de la melsa a d1 i a d4 es va realitzar una anàlisi t-SNE 

utilitzant les dades obtingudes per citometria de flux. Utilitzant aquests gràfics es va 

poder observar clarament les diferències en la composició de la melsa entre el grup 

tractat i el grup control. Per exemple, es pot observar clarament com evolucionen 

els limfòcits B en els dos grups en els dos dies analitzats o com la presència de 

limfòcits T és mínima a d1 en les 2 condicions (Figura 9C). Juntament amb l’anàlisi 

de les poblacions limfocitàries es va determinar com evolucionaven altres cèl·lules 

del sistema immunitari del ratolí després del tractament prenatal amb 

betametasona. Es va observar un important increment en el percentatge de 

neutròfils en el grup tractat a d1 respecte al control, increment que es veu revertit 

a d4, on el grup tractat presenta menor percentatge de neutròfils que el grup control 

(Figura 10A). No només neutròfils es veuen afectats per la betametasona, els 

macròfags i les DCs també mostren canvis en els percentatges. En els macròfags es 

va observar una disminució estadísticament significativa a d1 en el percentatge del 

grup tractat i aquests valors augmenten a d4 de forma significativa reduint la 

diferència amb el grup control. Les DCs convencionals es van veure augmentades 

significativament en el grup tractat, tant a d1 com a d4, respecte al grup control. A 

més a d4 es va observa una forta reducció en el percentatge d’aquestes cèl·lules en 

el grup tractat amb betametasona en comparació amb el d1, seguint la mateixa 

tendència que el grup control. Les DCs plasmacitoides es van trobar 

significativament augmentades a d4 en el grup tractat respecte al control. La 

tendència entre d1 i d4 va ser similar en ambdós grups, ja que es va observar un 

augment en el percentatge d’aquestes cèl·lules (Figura 10A). De forma similar, es va 

realitzar una anàlisi t-SNE utilitzant les dades obtingudes per citometria de flux en 

la melsa a d1 i d4 per visualitzar les poblacions mieloides. Utilitzant aquestes 

gràfiques es va poder observar clarament les diferències en la composició de la 

melsa entre el grup tractat i el grup control i s’observa clarament l’augment en la 

densitat de neutròfils a d1 en el grup tractat i com a d4 es redueixen per sota els 

nivells del grup control o les diferències en la població de macròfags a dia 4 (Figura 

10B). 
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Figura 9. Les subpoblacions limfoides es veuen alterades a la melsa degut a la 
betametasona prenatal. A) Pes i nombre total de cèl·lules a la melsa. Els símbols negres representen 

el grup control (Cntl) i els símbols grisos representen el grup tractat amb betametasona (bet), els punts 
representen el dia 1 postpart (d1) i els quadrats representen el dia 4 postpart (d4). Els resultats estan 
expressats com a mitjana ± desviació estàndard (d.e.) de n≥5 ratolins (**p<0,01 i ***p<0,001, Test de 
Mann-Whitney). B) Percentatge de limfòcits (cèl·lules B CD19+ i cèl·lules T TCRαβ+) i cèl·lules CD3−CD4+ 
dins de les cèl·lules viables. Percentatge de cèl·lules CD4+, CD8+ i DN de la població de limfòcits T 
únicament del d4. Els símbols negres representen el grup control (Cntl) i els símbols grisos representen 
el grup amb betametasona (bet), els punts representen el dia 1 postpart (d1) i els quadrats representen 
el dia 4 postpart (d4). Els resultats estan expressats com a mitjana ± d.e. de n≥5 ratolins (*p≤0,05 i 
**p<0,01, Test de Mann-Whitney). C) Representació t-SNE de densitat cel·lular per a cada població a 
la melsa analitzada per citometria de flux en els grups Cntl i bet a d1 i d4. L’asterisc (*) fa referencia a 
una població que podrien ser cèl·lules iniciadores de teixit limfoide (LTIs, CD3−CD4+), però cap 
marcador específic d’aquesta subpoblació va ser utilitzat en el panell de citometria (taula 3). Les 
gràfiques mostren resultats de 2 animals representatius per grup. 
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Figura 10. Alteracions a les subpoblacions d’esplenòcits tipus mieloide en ratolins tractats 
amb betametasona prenatal. A) Percentatge de neutròfils (Ly6G+CD11b+), macròfags 

(CD11c−CD11b+), cèl·lules dendrítiques convencionals (CD11c+CD11b+) i cèl·lules dendrítiques 
plasmacitoides (CD11c+CD11c−) dins de la població CD45+CD3− en la melsa. Els símbols negres 
representen el grup control (Cntl) i els símbols grisos representen el grup amb betametasona (bet), els 
punts representen el dia 1 postpart (d1) i els quadrats representen el dia 4 postpart (d4). Els resultats 
estan expressats com a mitjana ± desviació estàndard de n≥5 ratolins (**p<0,01 i ***p<0,001, Test de 
Mann-Whitney). B) Representació t-SNE de densitat cel·lular per a cada població mieloide a la melsa 
analitzada per citometria de flux en els grups Cntl i bet a d1 i d4. Les gràfiques mostren resultats de 2 
animals representatius per grup. 

En resum, l’administració prenatal de betametasona provoca hipotròfia del timus, 

canvis en les freqüències relatives de leucòcits innats de la melsa i una colonització 

tardana dels limfòcits T i B. Molts d’aquests canvis són reversibles en el temps, com 

la hipotròfia del timus. 
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5.1.4 La betametasona prenatal altera el repertori de TCR 

dels limfòcits T 

Per tal de determinar fins a quin punt la betametasona podria modificar de forma 

permanent el sistema immunitari a l’edat adulta es van seleccionar ratolins NOD de 

6 setmanes d’edat tractats i no tractats prenatalment amb betametasona per 

analitzar el repertori T, segons les famílies de Vβ del TCR. 

Primerament es va analitzar l’estat de les diferents subpoblacions de limfòcits T en 

la melsa i tot i no observar cap canvi estadísticament significatiu si que s’observa 

una tendència en la població de limfòcits T CD8: Es va detectar una tendència en 

reducció del percentatge en el grup tractat respecte al control. De forma similar es 

va observar una tendència a l’augment tot i no ser estadísticament significatiu en el 

percentatge de limfòcits DN en el grup tractat respecte al control (Figura 11A). 

D’aquestes subpoblacions es van analitzar els tipus de TCR tant dels limfòcits CD4 

com del CD8. En els limfòcits CD4 del grup tractat es va observar una reducció 

estadísticament significativa en les famílies Vβ8.3, 10b, 11, 12 i 14 en el grup tractat 

amb betametasona prenatal respecte al grup control. Aquesta reducció en moltes 

famílies Vβ va provocar l’augment del percentatge de les famílies Vβ no detectables 

(Figura 11B). En els limfòcits CD8 es va observar un efecte similar i es van trobar 

significativament reduïts els percentatges de les famílies Vβ6, 8.3, 10b i 11 en el grup 

tractat amb betametasona prenatal respecte al grup control. Igual que en els 

limfòcits T CD4, això va provocar l’augment del percentatge de les famílies Vβ no 

detectables (Figura 11B). 

D’aquests TCR cal destacar els resultats de la família Vβ12 dels limfòcits T CD4+ i la 

família Vβ4 i Vβ6 dels limfòcits T CD8+, on es va observar una disminució 

estadísticament significativa d’aquests TCR que estan implicats en l’infiltrat 

pancreàtic i susceptibilitat a la malaltia en el ratolí NOD (Figura 11C). 

Aquests resultats indiquen que la betametasona provoca canvis de llarga durada en 

el repertori del TCR dels limfòcits T. A més, aquests resultats suggereixen que la 

disminució en la Insulitis score anteriorment observada pot ser a causa del menor 

percentatge dels TCR típics de l’infiltrat leucocitari en els illots pancreàtics del model 

NOD. 
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Figura 11. La betametasona indueix canvis en les famílies de receptors de cèl·lula T (TCR) 
fins a 6 setmanes després del tractament. A) Percentatge de limfòcits T CD4+, CD8+ i CD4−CD8− 

dins de la població de limfòcits CD3+ del grup control (Cntl, punts negres) i del grup tractat amb 
betametasona (bet, quadrats grisos). La línia representa la mitjana de 12 ratolins independents (no 
significatiu, test de Mann-Whitney). B) Comparació de la utilització de les cadenes Vβ del TCR de les 
cèl·lules CD4+ i de les cèl·lules CD8+ en ratolins femelles de 6 setmanes de edat que van rebre 
betametasona (bet) o PBS (Cntl) prenatalment. Cada cadena Vβ esta representada per una porció 
proporcional a la freqüència de cada cadena Vβ respecte al total (de mitja la cobertura va ser d’entre 
el 55 i el 80% de tots les possibles cadenes Vβ dels limfòcits T, “altres Vβ” indica totes les cadenes Vβ 
no identificades pel panell d’anticossos utilitzat). Les porcions marcades amb un asterisc són 
significativament diferents entre les 2 condicions (Cntl contra bet). C) Resultats detallats de les cadenes 
rellevants del TCR Vβ12 en les CD4+ i Vβ4 i Vβ6 en les CD8+ del grup control (Cntl, punts negres) i del 
grup tractat amb betametasona (bet, quadrats grisos). La línia representa la mitjana de 9-12 ratolins 
independents (*p≤0,05 i **p<0,01, N-way ANOVA).  

5.2 Efectes de la betametasona en cultius cel·lulars 

5.2.1 La betametasona redueix la viabilitat dels esplenòcits 

Un cop determinats els efectes de la betametasona en el model murí NOD i la seva 

capacitat de modificar els diferents compartiments leucocitaris del nounat, es va 

avaluar la toxicitat de la betametasona in vitro en cèl·lules del sistema immunitari 

de l’adult. Esplenòcits de ratolí NOD es van cultivar en presència de betametasona 

durant 24 hores per després analitzar la seva viabilitat. 

Es va observar un clar efecte dosi-resposta en la viabilitat cel·lular arribant a la 

màxima pèrdua de viabilitat a la concentració de 50nM. Trobem una pèrdua 

estadísticament significativa de la viabilitat a partir de la dosi de 10nM de 

betametasona fins a la dosi de 1000nM respecte al control de PBS (Figura 12A). Per 

tal de calcular la concentració inhibitòria 50 (IC50) es va realitzar una regressió no 

linear sigmoïdal de l’assaig de toxicitat. L’ajustament de la corba va ser superior a 

0,95 (R2= 0,9887) i la IC50 obtinguda va ser de 2,755nM de betametasona (Figura 

12B).  

Per tal de comprovar la reversibilitat d’aquest efecte, es van cultivar esplenòcits de 

ratolí NOD amb un estímul de proliferació com la PMA+IO i diferents concentracions 

de betametasona. La viabilitat d’aquests cultius va ser determinada a les 72h. 

Sorprenentment, no es va observar cap efecte de la betametasona en la viabilitat 

dels limfòcits T (CD3+) a cap de les concentracions estudiades. En canvi, sí que es va 

observar una reducció estadísticament significativa en la viabilitat dels limfòcits B 

(CD19+) a 25nM de betametasona (Figura 12C).  

En resum, els limfòcits es veuen altament afectats per la betametasona induint la 

seva mort cel·lular. Els limfòcits, especialment els T, sota un estímul d’estimulació 

veuen reduït l’efecte nociu de la betametasona.  
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Figura 12. La betametasona afecta la viabilitat i proliferació dels esplenòcits in vitro. A) 
Percentatge de viabilitat (Annexina V PE−, 7-aad−) dels esplenòcits després de 24h en cultiu amb 
concentracions creixents de betametasona [0,1; 1; 2,5; 5; 10; 50; 100 i 1000 nM] (punts grisos) i amb 
PBS (control, punts negres). La línia representa la mitjana de n≥4 experiments independents (*p≤0,05 
i **p<0,01, test de Dunn, test de Kruskal-Wallis). B) Regressió no linear sigmoïdal de la viabilitat dels 
esplenòcits i el Log2 de la concentració de la betametasona per determinar la concentració inhibitòria 
50 (R2=0,9887 i IC50=2,755nM). C) Percentatge de viabilitat de les cèl·lules T (Annexina V PE−, 7-aad− 
dels esplenòcits CD3+) i de les cèl·lules B (Annexina V PE−, 7-aad− dels esplenòcits CD19+) després de 
72h en cultiu amb betametasona (bet). Les barres blanques corresponen a les cèl·lules T estimulades 
amb forbol 12-miristat 13-acetat e ionomicina (PMA + IO) juntament amb MC, 1nM, 5nM o 25nM bet. 
Les barres grises corresponen a les cèl·lules B estimulades amb (PMA + IO) juntament amb MC, 1nM, 
5nM o 25nM bet. Els resultats es presenten en rang i mitjana de 5 experiments independents (*p≤0,05, 
test de Tukey, Anova de dos factors). 

5.2.2 La betametasona genera cèl·lules dendrítiques 

resistents a la maduració 

Després d’analitzar l’efecte de la betametasona en els limfòcits T i B de la melsa, es 

va valorar el seu efecte sobre el fenotip en les DCs. Amb aquesta finalitat, es van 

diferenciar DCs a partir de precursors de moll d’os amb diferents concentracions de 

betametasona (10nM, 100nM i 1000nM). Per generar les mDCs es va utilitzar LPS o 

illes CpG com a estímul de maduració. 
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En primer lloc, la viabilitat de les DCs no es va veure afectada per la presència de 

betametasona en el cultiu cel·lular. Tanmateix, sí que es va observar una reducció 

significativa de la viabilitat en les mDCs sense betametasona respecte a les DCs 

immadures (iDCs) i les mDCs amb les dosis de 100nM i 1000nM de betametasona 

(p<0,05) (Figura 8A). Aquest resultat suggereix que l’estímul de maduració estaria 

induint mort cel·lular en les mDCs i que seria contrarestada per la presència de 

betametasona. En segon lloc, el rendiment del procés de diferenciació es va trobar 

afectat per la betametasona de forma significativa en la condició de 1000betDCs 

quan es compara amb les mDCs i amb les 10betDCs. A més, es va observar una 

reducció no significativa en l’expressió de CD11c+ en les iDCs i les 100betDCs 

respecte a les mDCs (Figura 13A). Les condicions que presenten millor viabilitat són 

les mateixes que presenten menor percentatge de CD11c+. 

Un cop determinada la viabilitat, es va analitzar l’expressió en membrana de 

marcadors de presentació antigènica, coestimulació i activació en DCs. En referència 

a les molècules de presentació antigènica, es va observar una tendència a 

incrementar l’expressió del MHC classe I quan comparem les condicions de mDCs i 

betDCs amb les iDCs, amb un augment estadísticament significatiu entre les 

1000betDCs i les iDCs. En l’expressió del MHC classe II es va observar una reducció 

estadísticament significativa en totes les condicions de betDCs respecte a les mDCs 

i no es van trobar diferències significatives en comparar amb les iDCs (Figura 13B). 

Els marcadors de coestimulació que es van analitzar van ser CD40 i CD86. L’expressió 

de CD40 en les 1000betDCs va ser significativament menor que l’expressió en les 

mDCs i en les 10betDCs. Les condicions de 100betDCs, 10betDCs i mDCs van induir 

una major expressió de CD40 respecte a les iDCs. Respecte a l’expressió de CD86 es 

va observar una reducció estadísticament significativa en les condicions de 

100betDCs i 1000betDCs respecte a les mDCs i a les iDCs. Alhora, les 100betDCs i les 

1000betDCs van presentar una alta expressió del marcador d’activació CD25, les 

100betDCs mostraven un augment estadísticament significatiu respecte a les iDCs, 

les mDCs i les 10betDCs, mentre que les 1000betDCs mostraven un augment 

estadísticament significatiu respecte a les iDCs i a les 10betDCs (Figura 13B).  

En resum, concentracions elevades de betametasona, (de 100nM a 1000nM) 

permeten obtenir DCs amb un fenotip semi madur, a causa de la impossibilitat de 

madurar correctament. Això provoca una reduïda capacitat de coestimulació i baixa 

expressió de molècules de MHC classe II que impedirien l’estimulació eficient dels 

limfòcits T.  
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Figura 13. Cèl·lules dendrítiques (DCs) derivades de moll d’os en la presència de 
betametasona presenten un fenotip semi madur després de maduració amb LPS. A) Panell 
superior: percentatge de viabilitat de les DCs (Annexina V PE-, 7aad- de CD11calt). Panell inferior: 
eficiència de diferenciació de les DCs des de progenitors de moll d’os (%CD11c+). B) Mediana de la 
intensitat de fluorescència (MFI) de l’expressió a la membrana de MHC I, MHC II, CD40, CD86 i CD25 
en les DCs (CD11c+). Els cercles representen les DCs immadures (iDCs) després de la diferenciació. Els 
símbols negres i grisos representen les DCs estimulades amb lipopolisacarid (LPS) durant 24h, sense 
betametasona (bet) (mDCs, quadrats negres), o amb 10nM bet (triangles grisos), 100nM bet (punts 
grisos), 1000nM bet (rombes grisos). La línia representa la mitjana de 9 experiments independents 
(*p≤0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001, test de Dunn, test de Friedman).  

Per comprovar que l’efecte observat en les betDCs després de la maduració no era 

degut al LPS, es va utilitzar un estímul de maduració diferent, les illes CpG. Els 

resultats obtinguts van ser similar en termes de viabilitat i rendiment de 

diferenciació (Figura 14A); de fet, el fenotip presenta algunes similituds amb 

l’observat amb LPS. En la presentació antigènica es va observar una disminució 

estadísticament significativa del MHC classe I en les 1000betDCs respecte a les 

mDCs, mentre que els efectes observats en la molècula MHC classe II tendeixen a 

una menor expressió en les 10betDCs respecte a les mDCs. En aquest cas no es va 

observar cap efecte sobre el CD40, però tampoc es va observar l’augment entre les 

condicions de iDCs i mDCs, com en les DCs madurades amb LPS. En l’expressió de 

CD86 sí que es va apreciar una tendència a disminuir en la condició de 10betDCs 

respecte a les mDCs. Sorprenentment, a major dosi de betametasona major va ser 
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l’expressió de CD86 després de l’estímul amb CpG fins a ser estadísticament 

significativa entre les condicions 10betDCs i 1000betDCs. La molècula CD25 segueix 

la mateixa tendència que en les DCs madurades amb LPS: es va observar una 

tendència a augmentar la seva expressió en les condicions de 100betDCs i 

1000betDCs respecte a les mDCs, tot i no observar diferencies estadísticament 

significatives (Figura 14B).  

 

Figura 14. Les cèl·lules dendrítiques (DCs) derivades de moll d’os en presència de 
betametasona després d’estimular les DCs amb illes CpG presenten una disminució en 
l’expressió de molècules de presentació antigènica. A) Panell superior: percentatge de viabilitat 
de les DCs (Annexina V PE-, 7aad- de CD11calt). Panell inferior: eficiència de diferenciació de les DCs des 
de progenitors de moll d’os (%CD11c+). B) Mediana de la intensitat de fluorescència (MFI) de 
l’expressió a la membrana de MHC I, MHC II, CD40, CD86 i CD25 en les DCs (CD11c+). Els cercles 
representen les DCs immadures (iDCs) després de la diferenciació. Els símbols negres i grisos 
representen les DCs estimulades amb illes de seqüències riques en citocines i guanines (illes CpG) 
durant 48h, sense betametasona (bet) (mDCs, quadrats negres), o amb 10nM bet (triangles grisos), 
100nM bet (punts grisos), 1000nM bet (rombes grisos). La línia representa la mitjana de 3 experiments 
independents (*p≤0,05, test de Dunn, test de Friedman). 

En conjunt, es demostra la capacitat de la betametasona per aturar el procés de 

maduració de les DCs independent de l’estímul utilitzat, reduint la seva capacitat 

d’expressió en membrana de molècules cabdals per a l’activació de la resposta 

immunitària en els limfòcits T.  



Efecte de la betametasona prenatal en la DT1 

 

 
98 

5.2.3 La betametasona altera la secreció de citocines en les 

cèl·lules dendrítiques 

Per tal de comprovar els efectes de la betametasona sobre la capacitat de les DCs 

de secretar citocines es van utilitzar els sobrenedants dels cultius per quantificar 

diverses citocines mitjançant ELISA. 

Les citocines analitzades van ser les següents: IL-6, IL-10, IL-17, TNFα i TGFβ. En la 

IL-6 es va observar un augment significatiu de la secreció quan comparem les mDCs 

amb les iDCs. En Les 10betDCs i 100betDCs també es va observar un augment 

significatiu respecte a les iDCs. Es va observar una tendència a reduir la secreció a 

mesura que s’augmenta la dosi de betametasona utilitzada per a generar les DCs. La 

màxima reducció de la secreció es va observar de forma significativa en les 

1000betDCs respecte a les mDCs i a les 10betDCs. En el TNFα, els resultats són molt 

similars als obtinguts en la IL-6, ja que es va observar un augment significatiu de la 

secreció de les mDCs respecte las iDCs, però al mateix temps les betDCs tendeixen 

a reduir la secreció d’aquesta citocina a mesura que augmenta la dosi utilitzada en 

cultiu. Es van trobar diferències estadísticament significatives en les 10betDCs i en 

les 100betDCs respecte a les iDCs. A més, es va observar una reducció 

estadísticament significativa en la secreció de TNFα en les 1000betDCs respecte a 

les mDCs i les 10betDCs. En la IL-10 també es va observar un augment significatiu en 

la secreció de les mDCs respecte a les iDCs. De la mateixa manera les betDCs 

tendeixen a tenir uns nivells de secreció menors que les mDCs, però en aquest cas 

no es va observar una disminució depenent de la dosi empleada de betametasona 

durant els cultius. La concentració de IL-10 és molt similar entre les 3 condicions de 

betDCs però només es va observar una reducció significativa en les 1000betDCs en 

comparació a les mDCs. Es va observar un augment significatiu de la secreció d’IL10 

en les 10betDCs i les 100betDCs respecte a les iDCs. En el TGFβ, es va detectar la 

secreció d’aquesta citocina, però no es van observar cap tipus de canvis en cap de 

les condicions comparades entre elles. Ni la maduració, ni la betametasona van 

afectar la secreció d’aquesta citocina (Figura 15). En la IL-17 no es va detectar la 

presència d’aquesta citocina en els sobrenedants de cultius amb únicament DCs.  

Vistes les grans diferències trobades en algunes de les citocines entre les condicions 

de iDCs i mDCs, es va analitzar el perfil que s’obtenia per a cada condició en 

percentatges (Figura 16). En les iDCs es va observar una clara predominança del 

TGFβ (75%) mentre que la IL-6 només representa un 15% del total. En aquesta 

condició tant el TNFα com la IL-10 se secreten però en poca quantitat (5%). En l’altre 

extrem trobem la condició de les mDCs, en la qual es va observar una clara i 

dominant secreció d’IL-6 (95%) amb una mínima secreció de TNFα i TGFβ i la IL-10 

pràcticament inexistent (>1%) (Figura 16). En les condicions de betDCs, tot i que la 

citocina predominant segueix sent la IL-6, es va observar que a major concentració 
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Figura 15. La secreció de IL-6, TNFα i IL-10 disminueix en les cèl·lules dendrítiques (DCs) 
tractades amb betametasona. Quantificació de la secreció de IL-6, TNFα, IL-10 i TGFβ mitjançant la 

tècnica d’ELISA en els sobrenedants de DCs immadures (iDCs) després de la diferenciació (cercles). Els 
símbols negres i grisos representen les DCs estimulades amb lipopolisacàrid (LPS) durant 24h, sense 
betametasona (bet) (mDCs, quadrats negres), o amb 10nM bet (triangles grisos), 100nM bet (punts 
grisos), 1000nM bet (rombes grisos). Els resultats estan expressats com a mitjana + desviació estàndard 
d’una N=14 (*p≤0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001, test de Dunn, test de Friedman). 

de betametasona menor percentatge d’IL-6 respecte al total de les altres citocines. 

A més, la citocina que més va augmentar respecte a la condició mDCs és el TGFβ, 

que va passar d’un 1,6% fins a un 8,4% en la condició de 1000betDCs. Tot i que la 

secreció de TNFα i d’IL-10 es veuen afectades per la betametasona, els percentatges 

augmenten aproximadament un punt percentual respecte al total (Figura 16), ja que 

la citocina més afectada per la betametasona és la IL-6 (Figura 15) (100 vegades 

menys secreció en la condició 1000betDCs respecte a les mDCs).  

En resum, la betametasona redueix la secreció de les citocines que es troben 

estimulades per la maduració de les DCs. Això recolza que la betametasona esta 

causant una resistència a la maduració, però en cap cas reverteix o evita totalment 

el pas de iDCs a mDCs. 
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Figura 16. Canvis en el perfil de secreció de citocines degut a la maduració i a la 
betametasona. Percentatge de IL-6 (Blau), IL-10 (Vermell fosc), TGFβ (Verd) i TNFα (Lila) respecte a 

la suma total de les 4 citocines secretades en les condicions de iDCs, mDCs, 10betDCs, 100betDCs i 
1000betDCs. 

5.2.4 La betametasona inhibeix la proliferació de limfòcits 

T CD3 γδ i la seva capacitat de produir IL-17 

Per tal d’avaluar la funcionalitat de les DCs generades amb betametasona es va 

realitzar un cultiu conjunt amb esplenòcits de ratolí NOD marcats amb CFSE per 

valorar la seva proliferació autòloga. Les DCs van ser prèviament estimulades amb 

pèptids d’insulina i LPS. Les cèl·lules van estar en cultiu 4 dies abans de ser 

analitzades per citometria de flux. 

Es van analitzar diferents subpoblacions limfoides. No es van trobar diferències en 

el percentatge ni en la proliferació dels limfòcits B. En els limfòcits T CD3+ es va 



Resultats 

 

 
101 

trobar una disminució estadísticament significativa del percentatge en la condició 

1000betDCs respecte a les mDCs, però no es va observar cap diferència en la 

proliferació d’aquestes cèl·lules. De forma similar, no es va observar cap diferència 

en el percentatge ni en la proliferació dels limfòcits T CD4+, però sí que es van trobar 

diferències estadísticament significatives en el percentatge dels limfòcits T CD8+, on 

es va observar una disminució en la condició de 10betDCs respecte a les iDCs i a les 

1000betDCs (Figura 17A i B). Sorprenentment, el percentatge i la proliferació dels 

limfòcits T γδ es va observar significativament reduïda en la condició 100betDCs 

respecte a les mDCs i també es va observar aquesta reducció en la condició iDCs 

respecte a les mDCs (Figura 17A i B). Aquest augment en el percentatge de limfòcits 

T γδ no es va detectar en els cultius amb PMA+IO (dades no mostrades), per tant, 

les mDCs induirien específicament la proliferació de la població de limfòcits T γδ i 

no dels altres tipus de limfòcits T o B.  
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Figura 17. Capacitat de les cèl·lules dendrítiques (DCs) diferenciades amb betametasona 
d’induir proliferació limfocitària autòloga. Les DCs van ser carregades amb insulina (20 µg/ml) i 

cultivades amb esplenòcits a una relació DCs:esplenòcits de 1:10 durant 4 dies. A) Percentatge 
d’esplenòcits, limfòcits B, limfòcits T CD4 i CD8 i limfòcits T γδ després de l’estimulació amb DCs. B) 
Percentatge de proliferació autòloga d’esplenòcits, limfòcits B, limfòcits T CD4 i CD8 i limfòcits T γδ (% 
CFSEbaix) després de l’estimulació amb les DCs. Els cercles representen les DCs immadures (iDCs) 
després de la diferenciació. Els símbols negres i grisos representen les DCs estimulades amb 
lipopolisacàrid (LPS) durant 24h, sense betametasona (bet) (mDCs, quadrats negres), o amb 10nM bet 
(triangles grisos), 100nM bet (punts grisos), 1000nM bet (rombes grisos). La línia representa la mitjana 
de 5 experiments independents (*p≤0,05, test de Dunn, test de Friedman) 

Per comprovar i validar l’efecte induït per la betametasona sobre les DCs es va 

realitzar el mateix cocultiu amb esplenòcits amb les DCs madurades amb illes CpG. 

Només es van trobar una tendència a disminuir en el percentatge de limfòcits T γδ 

entre la condició de betDCs i les mDCs i no es van observar diferències en la resta 

de poblacions limfoides. Al mateix temps, s’observa una tendència a que les betDCs 

indueixin una major proliferació en els limfòcits T en comparació amb les mDCs 

(Figura 18A i B), però quan comparem amb els percentatges obtinguts amb les DCs 

madurades amb LPS s’observa que el percentatge de proliferació general és menor 

quan s’utilitzen les illes CpG com a estímul de maduració. Es va obtenir fins a un 35% 

de proliferació dels limfòcits T CD3+ amb LPS (Figura 17B) en front a un 15% de 

proliferació dels limfòcits T CD3+ amb illes CpG (Figura 18B), indicant la menor 

potència de l’estímul (com s’ha descrit en l’apartat 5.2.2) en la capacitat d’induir 

l’expressió de CD40 i CD86 en el fenotip de les DCs madurades amb les illes CpG. 

Per determinar si les mDCs estaven activant directament els limfòcits T γδ, es va 

analitzar la secreció d’una citocina típicament produïda per aquesta subpoblació, la 

IL-17, que alhora és important per a l’inici del procés inflamatori. Tanmateix, també 

es van analitzar altres citocines proinflamatòries com IL-6 i TNFα. Es va observar una 

disminució estadísticament significativa de la secreció d’IL17 en les condicions 

100betDCs i 1000betDCs respecte a les mDCs. També es va observar clarament la 

tendència a disminuir en la condició iDCs i 10betDCs respecte a les mDCs encara que 

no es va trobar significança estadística. Respecte a la IL-6 es van observar uns 

efectes similars a la IL-17, es a dir, es va assolir una disminució estadísticament 

significativa de la secreció en les condicions 100betDCs i 1000betDCs respecte a les 

mDCs i una tendència a disminuir la secreció entre les condicions de iDCs i 10betDCs 

respecte a les mDCs. Aquests resultats segueixen en la mateixa línia de la secreció 

d’IL-6 per part de les DCs soles. Per tant, és possible que la IL-6 estigui produïda per 

les DCs del cocultiu. No es van observar diferències entre cap de les condicions en 

la secreció de TNFα (Figura 19).  

En resum, les mDCs indueixen la proliferació dels limfòcits T γδ i la secreció d’IL-17. 

Aquesta proliferació es veu disminuida quan les DCs són generades amb 



Resultats 

 

 
103 

betametasona disminuint tant el nombre de cèl·lules com la seva capacitat de 

secretar citocines.  

 

Figura 18. La maduració de les cèl·lules dendrítiques (DCs) amb illes CpG és similar però 
menys potent que la maduració amb LPS. Les DCs van ser carregades amb insulina (20 µg/ml) i 

cultivades amb esplenòcits a una relació DCs:esplenòcits de 1:10 durant 4 dies. A) Percentatge 
d’esplenòcits, limfòcits B, limfòcits T CD4 i CD8 i limfòcits T γδ després de l’estimulació amb DCs. B) 
Percentatge de proliferació autòloga d’esplenòcits, limfòcits B, limfòcits T CD4 i CD8 i limfòcits T γδ (% 
CFSEbaix) després de l’estimulació amb les DCs. Els cercles representen les DCs immadures (iDCs) 
després de la diferenciació. Els símbols negres i grisos representen les DCs estimulades amb illes de 
seqüències riques en citocines i guanines (illes CpG) durant 48h, sense betametasona (bet) (mDCs, 
quadrats negres), o amb 10nM bet (triangles grisos), 100nM bet (punts grisos), 1000nM bet (rombes 
grisos). La línia representa la mitjana de 2 experiments independents (NS, test de Dunn, test de 
Friedman). 
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Figura 19. La secreció de citocines inflamatòries disminueix en cocultius amb cèl·lules 
dendrítiques (DCs) generades amb betametasona. Quantificació de la secreció de IL-17, IL-6 i 

TNFα mitjançant la tècnica d’ELISA dels sobrenedants dels cocultius d’esplenòcits amb DCs durant 4 
dies. Els cercles representen les DCs immadures (iDCs) després de la diferenciació. Els símbols negres i 
grisos representen les DCs estimulades amb lipopolisacàrid (LPS) durant 24h, sense betametasona 
(bet) (mDCs, quadrats negres), o amb 10nM bet (triangles grisos), 100nM bet (punts grisos), 1000nM 
bet (rombes grisos). Els resultats estan expressats com a mitjana + desviació estàndard de 5 
experiments independents (*p≤0,05, test de Dunn, test de Friedman). 

5.2.5 La betametasona indueix quiescència en la línia 

cel·lular NIT-1 

Per determinar els efectes de la betametasona en la cèl·lula diana de la DT1, es va 

utilitzar una línia cel·lular β pancreàtica derivada del ratolí NOD, NIT-1, que va ser 

exposada a betametasona a concentracions creixents per valorar els efectes en la 

viabilitat. També es van cultivar aquestes cèl·lules amb betametasona de forma 

continuada durant 8 dies per observar l’efecte sobre la seva proliferació.  

Després de 48 hores de cultiu es va observar una reducció estadísticament 

significativa de la viabilitat de caràcter dosi depenent des de la concentració de 

0,1μM fins a la concentració de 10μM de betametasona respecte a la condició 

control (Figura 20A). Seguidament es va comprovar l’efecte sobre la capacitat 

d’expansió de la línia cel·lular en presència de betametasona. Les cèl·lules van ser 

exposades a 0,1μM de betametasona durant 8 dies. Durant aquests 8 dies la 

viabilitat entre el grup control i el grup tractat va ser similar (Figura 20B). Es va 

observar una disminució estadísticament significativa en la capacitat de proliferació 

d’aquestes cèl·lules i mentre que el cultiu control va doblar el nombre de cèl·lules 

cada 4 dies, les cèl·lules del cultiu tractat amb betametasona no van augmentar en 

cap moment (Figura 20C). Sorprenentment, les cèl·lules NIT-1 tractades amb 

betametasona van recuperar la seva capacitat de creixement després de 14 dies de 

cultiu sense betametasona, tornant a arribar a la fase exponencial de creixement 

(Figura 20C). 

Així doncs, la betametasona té capacitat de reduir la viabilitat i la proliferació de la 

línia cel·lular NIT-1 però de manera reversible. 
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Figura 20. La betametasona afecta la viabilitat i el creixement de la línia cel·lular NIT-1 de 
forma reversible. A) Percentatge de cèl·lules NIT-1 viables (Annexina V- i 7AAD-) després de 48h de 

cultiu amb medi complet (MC, punts negres) o amb MC i diferents concentracions de betametasona 
(bet, punts grisos). La línia mostra la mitjana de 6 experiments independents (*p≤0,05, test de Dunn, 
Kruskal-Wallis). B) Percentatge de cèl·lules NIT-1 viables (Annexina V- i 7AAD-) durant els 8 dies de 
cultiu. C) Panell esquerra: rati relatiu de creixement cel·lular de les cèl·lules NIT-1 durant 8 dies de 
cultiu amb la presència de 0,1μM bet. Panell dret: rati relatiu de creixement cel·lular de les cèl·lules 
NIT-1 durant 26 dies de cultiu amb la presència de 0,1μM bet fins a dia 8 i sense bet fins a dia 26 (MC 
bet-). Els resultats estan expressats com a mitjana + desviació estàndard del nombre relatiu de cèl·lules 
(n=6 experiments independents), sent aquest valor relatiu normalitzat amb el número de cèl·lules a 
dia 0 (+++p<0,001, ++++p<0,0001 per comparacions entre condicions; **p<0,01, ***p<0,001, 
****p<0,0001 per comparacions dins la mateixa condició)  

5.2.6 La betametasona altera el fenotip i la secreció 

d’insulina en la línia cel·lular NIT-1 

Una part important de l’autoimmunitat és la presència de certes molècules 

necessàries per al reconeixement per part dels limfòcits T autoreactius en la 

membrana de la cèl·lula β. Dues molècules importants són el CD44 i el MHC classe 

I, ambdues necessàries per a l’establiment de la sinapsi immunològica (limfòcit T 

amb la cèl·lula β) que permetrà l’atac autoimmunitari. L’expressió d’aquestes 2 

molècules de membrana va ser avaluada 48h després de tractar amb betametasona 

les cèl·lules NIT-1. 

Es va observar una reducció estadísticament significativa en l’expressió en 

membrana de CD44 en les concentracions de 0,1μM, 1μM i 10μM de betametasona 

respecte al MC. En canvi, en l’expressió de MHC classe I s’observa un increment 
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estadísticament significatiu en les concentracions d’1μM i 10μM de betametasona 

respecte al MC (Figura 21A). 

 

Figura 21. La betametasona altera l’expressió de molècules de membrana i el metabolisme 
de la línia cel·lular NIT-1. A) Mediana de la intensitat de fluorescència (MFI) de l’expressió a la 
membrana de CD44 i MHC I en la línia cel·lular NIT-1 cultivades durant 48h amb medi complet (MC, 
punts negres) o amb diferents concentracions de betametasona (bet, punts grisos), dades 
normalitzades respecte la condició de MC. La línia representa la mitjana de MFI relativa de n=6 
experiments (*p≤0,05,**p<0,01, ***p<0,001, test de Dunn, test de Friedman B) Concentració de 
pèptid C en el sobrenedant de cèl·lules NIT-1 cultivades 48h amb MC (caixa blanca) o amb 0,01uM bet 
(caixa gris). Els resultats estan representats com a ng/ml x 106 cèl·lules i són mostrats amb un diagrama 
de caixa (*p≤0,05, test de Mann-Whitney). 

Juntament amb el fenotip es va avaluar la capacitat d’aquesta línia cel·lular de 

secretar Insulina. Després de 48h de tractament amb betametasona es va recollir el 

sobrenedant per determinar la concentració de pèptid C. Es va observar una 

disminució significativa en la concentració de pèptid C en el cultiu per l’efecte de la 

betametasona (0,01μM) respecte a la condició control (Figura 21B). 

No només la viabilitat i la proliferació de la cèl·lula β es veuen afectats per la 

betametasona, sinó que a més tenim clars efectes sobre el fenotip i la seva capacitat 

de secreció d’insulina. 
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5.2.7 La betametasona modifica la transcripció gènica en la 

línia cel·lular NIT-1 

Seguint en la línia de determinar els canvis produïts per la betametasona en la línia 

cel·lular NIT-1 es va voler analitzar els efectes a nivell de transcriptoma de la 

betametasona, ja que el seu receptor pot inhibir o induir l’expressió de certs gens. 

Per tal de determinar els efectes, es va realitzar una cerca bibliogràfica de gens 

importants en la DT1 i una cerca en una base de dades de gens possiblement 

afectats pel RG. Alguns dels gens més rellevants van ser seleccionats i la seva 

expressió gènica analitzada utilitzant la tècnica de RT-PCR en temps real. 

En total es van seleccionar 13 gens diferents: Ins2, Gad1, Gad2 (autoantígens), Cd44, 

Cd14, Ccl2, Il22ra1, Cxcl2 (relacionats amb autoimmunitat) i Tcf7l2, Pcsk1, Pten, Igf1, 

Ptprj (relacionats amb metabolisme i massa de cèl·lula β a l’illot). Es va determinar 

l’efecte de la betametasona en 2 concentracions diferents. Utilitzant 0,1μM de 

betametasona es va observar que dels 13 gens, l’expressió gènica estava 

significativament sobre-expressada (Gad1, Cd14, Ccl2, Il22ra1, Cxcl2, Tcf7l2, Pcsk1 i 

Ptprj); i el Pten mostrava una tendència a la sobre-expressió respecte a la condició  

 

Figura 22. El tractament amb betametasona modifica l’expressió gènica de la línia cel·lular 
NIT-1. Expressió gènica relativa de 13 gens seleccionats en cèl·lules NIT-1 desprès del tractament amb 

diferents concentracions de betametasona (gràfica esquerra: 0,1μM betametasona; gràfica dreta: 
0,01μM betametasona, n≥8) analitzat per qRT-PCR. L’expressió gènica va ser normalitzada amb el gen 
Gapdh. Els resultats estan expressats com a mitjana + desviació estàndard del Log2 del canvi de 
l’increment (FC) respecte a la condició de MC com a valor estàndard (+p≤0,05 i ++p<0,01, test de 
Wilcoxon). 

de MC. Dels 4 gens restants, només es va trobar significativament reprimida 

l’expressió de de Cd44 respecte a la condició de MC i la resta de de gens (Ins2, Gad2 
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i Igf1r) mostraven una tendència a reprimir la seva expressió respecta a la condició 

de MC (Figura 22). Utilitzant 0,01μM de betametasona, només 5 gens van presentar 

una sobre-expressió significativament estadística respecte a la condició de MC 

(Gad1, Gad2, Ccl2, Cxcl2 i CD14), mentre que els altres 7 gens presenten una 

tendència a estar sobre-expressats (Il22ra1, Tcf7l2, Pcsk1 i Ptprj) o no presenten 

diferències respecte a la condició de MC (Cd44, Ins2 i Pten). El gen Igf1r es va trobar 

significativament reprimit respecte a la condició de MC (Figura 22). 

Aquests resultats confirmen a nivell de transcriptoma els resultats previs observats 

en el fenotip de línia cel·lular NIT-1. La disminució en el Cd44 i la Ins2 en la 

concentració més elevada de betametasona confirmen l’efecte de la betametasona 

a diferents nivells del metabolisme de les proteïnes sobre aquesta línia cel·lular. 

5.2.8 Validació de la RT-PCR en pàncrees i illots murins 

Observats els efectes de la betametasona sobre la línia cel·lular NIT-1 es van validar 

els resultats en el teixit diana de DT1. Per tal d’assolir-ho es van utilitzar tant els 

pàncrees dels nounats a d1 i d4, com illots de Langerhans aïllats de ratolins NOD 

adults i posteriorment cultivats durant 48 hores amb betametasona. Es van analitzar 

els mateixos gens que amb les cèl·lules NIT-1 i, a més, Ki67 (replicació cel·lular), 

Manf i Glis3 (relacionats amb resistència a l’apoptosi) 

Tot i que en cap cas es van observar diferències significatives, en pàncrees total, la 

tendència observada va ser de repressió de l’expressió gènica. Només Gad1 i Cxcl2 

presenten una tendència a estar sobre-expressats respecte als controls a d1. Per 

altra banda, no es van observar diferències entre control i betametasona a d1 en els 

gens Tcf7l2 i Pten. El gen Cd44 presenta una tendència de repressió de l’expressió 

gènica respecte als pàncrees controls. A d4 l’efecte de repressió és molt més clar, 

només en el gen Cxcl2 i el Cd14 es van trobar uns nivells d’expressió similars entre 

les dues condicions. La resta de gens en la condició de betametasona, tendeixen a 

tenir una menor expressió respecte als controls. Gad2 no va ser detectat ni a d1 ni 

a d4 en el pàncrees total, però en pàncrees, el fet de tenir menor expressió d’un gen 

pot ser degut a una repressió per part del tractament o a un menor nombre de 

cèl·lules β (Figura 23). 

Per confirmar-ho es van purificar illots pancreàtics de ratolins NOD sans, que 

contenen aproximadament un 80% de cèl·lula β. Si comparem el perfil trobat en la 

línia cel·lular NIT-1 amb l’obtingut als illots es veu que segueix predominant la sobre-

expressió de la majoria de gens de forma similar a la línia cel·lular NIT-1. En total, 

dels 13 gens anteriorment analitzats en les cèl·lules NIT-1 es van trobar en tendència 

a sobre-expressar els gens de l’Ins2, Cxcl2, Cd14, Tcf7l2, Pcsk1 i Ptprj respecte a la 



Resultats 

 

 
109 

 

Figura 23. El tractament amb betametasona tendeix a modificar l’expressió gènica en els 
pàncrees de les cries a d1 i d4. Expressió gènica relativa de 12 gens seleccionats en pàncrees de les 
cries de ratolí a d1 i d4 desprès del tractament prenatal amb 0,1mg de betametasona (barres grises) o 
amb PBS (barres negres) a ratolins femella gestants. Analitzat per qRT-PCR. L’expressió gènica va ser 
normalitzada amb el gen Gapdh. Els resultats estan expressats com a mitjana + desviació estàndard de 
la expressió gènica relativa (Test de Mann-Whitney). 

condició de MC. A més, es van trobar sobre-expressats significativament els gens 

Gad1, Il22ra1 i Pten. Tot i ser el mateix nombre de gens sobre-expressats que en la 

línia cel·lular, trobem 2 canvis importants respecte a les cèl·lules NIT-1, la Ins2 es va 

trobar que tendeix a estar sobre-expressada i el Ccl2 es va trobar significativament 

reprimit en els illots (Figura 24). El gen Igf1r va mostrar una tendència a reprimir 
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l’expressió gènica de manera similar a les cèl·lules NIT-1 però sense arribar a una 

diferència significativament estadística. En els illots, el gen Cd44 no sembla que es 

vegi afectat per la betametasona, ja que les diferències amb la condició de MC són 

pràcticament nul·les. Sobre el Gad2 l’expressió en l’illot era tan reduïda que la seva 

detecció no va ser possible (n.d. Figura 24). Per avaluar el possible efecte de la 

betametasona en la proliferació de les cèl·lules β de l’illot es va determinar 

l’expressió gènica del Ki67 i aquest gen va mostrar una tendència a estar sobre-

expressat en la condició amb betametasona respecte a la condició de MC. De forma 

similar, es va avaluar l’expressió gènica de Glis3 i Manf, gens implicats en l’apoptosi 

cel·lular. Els dos gens es van mostrar una tendència a estar sobre-expressats en el 

grup tractat respecte al grup de MC (Figura 24).  

 

Figura 24. El tractament amb betametasona modifica l’expressió gènica en els illots 
pancreàtics del ratolí NOD. Expressió gènica relativa de 16 gens seleccionats en illots aïllats de ratolí 

NOD tractats in vitro amb 0,1μM de betametasona durant 48h. Analitzat per qRT-PCR. L’expressió 
gènica va ser normalitzada amb el gen Gapdh. Els resultats estan expressats com a mitjana + desviació 
estàndard del Log2 del canvi de l’increment (FC) respecte a la condició de MC com a valor estàndard 
(no detectable (n.d.); +p≤0,05, test de Wilcoxon). 
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En resum, la majoria de gens seleccionats es comporten de manera similar entre les 

cèl·lules NIT-1 i les cèl·lules β dels illots. Les diferències en l’expressió d’alguns gens 

poden ser degudes a l’origen tumoral de la línia cel·lular respecte a les cèl·lules de 

l’illot. 

5.2.9 La betametasona altera l’expressió de gens que 

codifiquen per molècules immunomoduladores en 

illots murins 

Tenint en compte els efectes de la betametasona en l’expressió de diferents gens 

relacionats amb el sistema immune i l’autoimmunitat es va voler comprovar si 

l’efecte protector podia ser degut a la sobre-expressió d’alguna molècula amb 

capacitat immunomoduladora. Els gens seleccionats van ser el Pdl1, Btnl2 i Btnl9. 

Tot i que les diferencies no són estadísticament significatives, es va observar una 

clara tendència a reprimir l’expressió dels gens Pdl1 i Btnl2 respecte a la condició de 

MC, mentre que el gen Btnl9 va mostrar una tendència a la sobre-expressió (Figura 

25).  

 

Figura 25. El tractament amb betametasona tendeix a alterar l’expressió de gens 
immunomoduladors en els illots pancreàtics del ratolí NOD. Expressió gènica relativa de 3 gens 

seleccionats en illots aïllats de ratolí NOD tractats in vitro amb 0,1μM de betametasona durant 48h. 
Analitzat per qRT-PCR. L’expressió gènica va ser normalitzada amb el gen Gapdh. Els resultats estan 
expressats com a mitjana + desviació estàndard del Log2 del canvi de l’increment (FC) respecte a la 
condició de MC com a valor estàndard (test de Wilcoxon). 
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L’efecte protector de la betametasona no està mediat per cap d’aquestes dues 

molècules però el Btnl9 podria ser rellevant en el control dels limfòcits T gd. 

5.3 Aproximació indirecta dels efectes de la 

betametasona en humans  

5.3.1 La betametasona redueix la viabilitat de les cèl·lules 

mononuclears humanes de sang perifèrica  

Per validar alguns dels resultats obtinguts en el model animal, es van aïllar PBMCs 

humanes per a valorar la viabilitat després de ser cultivades durant 48h amb 

betametasona. 

Es va determinar la viabilitat de les PBMCs i de les poblacions de limfòcits T i B i 

monòcits. En les PBMCs es va observar una reducció significativa de la viabilitat a 

partir de la concentració de 105nM de betametasona, encara que la tendència a 

disminuir s’observa a menor concentració (Figura 26). La concentració utilitzada 

supera vàries vegades la necessària per induir un efecte similar en els esplenòcits de 

ratolins. En la població de limfòcits T (CD3+) no trobem una disminució 

estadísticament significativa ni amb la concentració més elevada del fàrmac. En 

canvi, en els limfòcits B (CD19+) si que es va observar una reducció estadísticament 

significativa amb la concentració més elevada. De forma similar a les PBMCs, els 

monòcits (CD14+) també s’observen afectats significativament per la betametasona 

a partir de la concentració de 105nM 
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Figura 26. La viabilitat de les cèl·lules mononuclears de sang perifèrica humanes també 
es veu afectada per la betametasona. Percentatge de viabilitat (Annexina V PE−, 7-aad−) de les 

cèl·lules mononuclears de sang perifèrica humanes després de 48h en cultiu amb concentracions 
creixents de betametasona [0,1; 1; 10; 102; 103; 104; 105 i 106 nM] (punts grisos) i amb PBS (punts 
negres). La línia representa la mitjana de n≥4 experiments independents (*p≤0,05 i **p<0,01, test de 
Dunn, test de Kruskal-Wallis) 

En resum, l’efecte tòxic de la betametasona en cèl·lules del sistema immunitari 

humà només es va observar en els limfòcits B i monòcits i a altes concentracions, 

mentre que els limfòcits T madurs no es van veure afectats. 

5.3.2 Avaluació epidemiologica preliminar de l’efecte de la 

betametasona prenatal en la incidència de DT1 a 

l’HUGTiP 

Finalment es va optar per realitzar un estudi preliminar i prospectiu per determinar 

el possible efecte de la betametasona prenatal en la incidència de la DT1 en humans 

i validar els resultats obtinguts en el model animal de la malaltia. Per a l’estudi es 

van obtenir dades clíniques relacionades amb l’etapa perinatal dels pacients amb 

DT1 i dels seus germans com a subjectes control que van néixer entre els anys 2000 

i 2017. A traves del Servei de Pediatria de l’hospital Germans Trias i Pujol, es va 

realitzar una enquesta breu (annex 1) als pares i mares dels pacients per tal de 

conèixer la durada de la gestació, el pes al néixer i si la mare havia rebut 

betametasona durant l’embaràs. També, si algun dels fills havia desenvolupat DT1 i 

a quina edat.  

Taula 11. Resum de les enquestes a pacients de l’HUGTiP. NA = no aplicable. Dades sobre la 

durada de la gestació, l’edat de diagnòstic i el pes presentades com a mitjana ± desviació estàndard 
(*p≤0,05, test de Mann-Whitney). Dades sobre el tractament amb betametasona prenatal i parts 
prematurs presentades com a nombre de pacients tractats (percentatge respecte el total d’enquestes) 
(*p≤0,05, test binomial).  

Paràmetre Pacients amb DT1 Controls 

n 62 62 

Durada gestació (setmanes) 39,87 ± 2,51 39,28 ± 2,06 

Edat diagnòstic (anys) 8 ± 4,35 NA 

Pes (kg) 3,30 ± 0,48* 3,09 ± 0,59 

Betametasona prenatal 2 (3,23%)* 8 (12,90%) 

Naixement prematur 4 (6,46%) 3 (4,84%) 

Betametasona i prematur 2  3  

 

El nombre total d’enquestes recollides va ser de 124. Es van recollir les dades d’un 

total de 62 pacients amb DT1 i 62 controls (Taula 11). Es va determinar la distribució 
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normal d’aquest grups utilitzant una regressió no lineal gaussiana. El grup control 

s’apropa més a la distribució normal (R2=0,8575) que el grup de pacients amb DT1 

(R2=0,7814) el qual presenta una corba menys pronunciada a les 39 setmanes de 

gestació (Figura 27A). La durada de la gestació dels pacients i els controls no va 

mostrar diferències significatives entre els 2 grups (39,87 ± 2,51 setmanes en el grup 

de pacients amb DT1 i 39,28 ±2,06 setmanes en el grup control).  

També es va determinar l’edat de diagnòstic dels pacients amb DT1 (Figura 27B), 

essent el rang entre els 1 anys i els 19 anys. L’edat mitjana de debut va ser 8 ± 4,35 

anys. Curiosament, no es va observar cap nen diagnosticat de DT1 als 11 anys. 

Es va voler determinar la mitjana de pes al naixement en els dos grups. En el grup 

de pacient amb DT1 es va observar un pes mitja de 3,30 ± 0,48 kg (n=55) mentre 

que el grup control el pes mitja va ser de 3,09 ± 0,59 kg (n=56). Per tant, el grup de 

pacients amb DT1 presentaven un pes estadísticament superior al néixer respecte 

al grup control (Figura 27C) 

Finalment es va voler determinar la utilització de betametasona prenatal en els 

pacients amb DT1 respecte als controls. Dins els pacients amb DT1 2 de 62 nens 

(3,23%) van rebre betametasona prenatal (Figura 27D, cercle interior). En els 

controls 8 de 62 nens (12,90%) van rebre betametasona prenatal (Figura 27D, cercle 

exterior). Per tal de comparar els dos grups es va realitzar un test binomial, es va 

utilitzar el grup control com a hipòtesis nul·la (resultats esperables) i es va comparar 

amb el grup de pacients amb DT1 (resultats observats) per veure si diferien respecte 

al grup control. Es va observar que el grup de pacients amb DT1 presentaven una 

diferencia estadísticament significativa en el percentatge de nadons tractats 

prenatalment amb betametasona respecte al grup control (Figura 27D). 

Generalment, la betametasona és un fàrmac que s’utilitza en mares que presenten 

un risc elevat de sofrir un part prematur (abans de les 37 SG). Es va determinar el 

nombre de pacients amb DT1 i de controls que van néixer prematurament, 

juntament amb si van ser tractats prenatalment amb betametasona. Es va observar 

4 (6,46%) parts prematurs en els pacients amb DT1 i 3 (4,84%) parts prematurs en 

els controls. Dins el grup de pacients prematurs amb DT1 2 nens van ser tractats 

prenatalment amb betametasona mentre que 2 nens no van rebre betametasona. 

En els controls, tots els parts prematurs van ser tractats prenatalment amb 

betametasona. 

En resum, els pacients amb DT1 tenien un pes superior al néixer que els controls i 

presenten un menor percentatge de tractament prenatal amb betametasona 

respecte el grup control. Sembla doncs, que la betametasona reduirà el risc de 

desenvolupar DT1 en aquesta mostra. 
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Figura 27. Anàlisis dels factors perinatals en el desenvolupament de DT1 en humans. A) 

distribució de les setmanes de gestació dels pacients amb DT1 (DT1, quadrat blau), dels controls (No 
DT1, cercle vermells) i de la suma dels 2 grups anteriors (Total, triangle negre). Les línies representen 
la regressió no lineal gaussiana de cada grup: DT1 (blau), No DT1 (vermell) i Total (negre). Aquestes 
línies representen la distribució normal de les dades. La zona ombrejada classifica els parts segons la 
setmana de gestació: preterme (≤36 setmanes, vermell), a terme primerenc (37 setmanes, blau), a 
terme (38-42 setmanes, verd) i postterme (≥43 setmanes, rosa). B) edat de diagnòstic dels pacients 
amb DT1 que van realitzar l’estudi (n=62). C) Distribució del pes al naixement dels pacients amb DT1 
(cercle gris, n=55) i dels controls (cercle negre, n=56) que van realitzar l’estudi. La línia representa la 
mitjana de 55-56 pacients independents (*p≤0,05, test de Mann-Whitney). D) Percentatge de pacients 
que van ser tractats prenatalment amb betametasona (negre) o no van ser tractes prenatalment amb 
betametasona (gris) abans del naixements. El cercle interior correspon al pacients amb DT1 i el cercle 
exterior correspon als controls. Es va realitzar un test binomial utilitzant els controls com a resultats 
esperables i els pacients amb DT1 com a resultats observats per valorar si els pacients amb DT1 
presentaven un percentatge similar de betametasona prenatal que els controls (*p≤0,05, test 
binomial). 
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6. Discussió 

Els factors ambientals són un factor de risc decisiu en el desenvolupament de la DT1. 

A més, en els últims anys, el nombre de factors de risc per la DT1 va en augment. 

Molts d’ells estan sent estudiat en grans estudis de cohorts que analitzen els hàbits 

de vida de nens des del naixement fins a l’edat adulta (Soltesz et al., 2007; Uusitalo 

et al., 2018; Ziegler et al., 2003). Altres són identificats per estudis epidemiològics 

(Kostic et al., 2015; Perrett et al., 2019) o directament al laboratori utilitzant models 

experimentals (García-Arévalo et al., 2016). Fins ara la gran majoria de factors 

ambientals s’havien relacionat directament amb l’etapa infantil, deixant de banda 

una fase de gran interès com és el desenvolupament fetal. De fet, l’addició dels 

factors prenatals encara complica més la comprensió de l’etiologia de la DT1. Ara 

bé, conèixer aquests factors pot ser clau per a la prevenció de la DT1 i de moltes 

altres malalties autoimmunitàries d’etiologia desconeguda. Per tant, cada cop més 

estudis se centren en l’etapa fetal (Greene et al., 2013; Sheen et al., 2016; Stene and 

Gale, 2013; Størdal et al., 2018) i en els efectes que poden produir-se en l’edat 

adulta a causa dels canvis i pertorbacions soferts en aquest període. Un altre punt 

d’estudi se centra en com els fàrmacs administrats a la dona gestant poden afectar 

el fetus (Andrade et al., 2004; Oei, 2018).  

Alguns factors com la dieta de la mare o infeccions víriques durant l’embaràs 

augmenten el risc de DT1 a la descendència (Craig et al., 2019). Aquest estudi es 

centra en els fàrmacs com a possible factor ambiental. Un dels fàrmacs sovint 

administrats durant l’etapa final de la gestació són els glucocorticoides sintètics, 

fàrmacs molt utilitzats per les seves propietats immunosupressores i 

antiinflamatòries. A més, les molècules d’aquesta família tenen un provat efecte 

sobre la maduració pulmonar en el fetus (Liggins and Howie, 1972), imitant 

l’increment de glucocorticoides que es produeix de forma natural unes setmanes 

abans del part i que permet el correcte desenvolupament de tots els òrgans. 

Evidentment, un increment sobtat de la concentració de glucocorticoides abans del 

necessari introduirà canvis en el fetus que podran influir en la incidència de malalties 

en edat adulta. Totes aquestes evidències suggereixen que els glucocorticoides, 

administrats prenatalment, podrien alterar el sistema immunitari i els òrgans diana 

de l’autoimmunitat i per tant la predisposició a desenvolupar una malaltia 

autoimmunitària. Però, pocs estudis han avaluat aquest possible risc en la salut del 

nadó. Valorar l’efecte dels fàrmacs administrats prenatalment en la susceptibilitat 

de desenvolupar una DT1 podria obrir noves portes a la investigació i ajudar a la 

prevenció de la malaltia. Un dels glucocorticoides més utilitzat en la etapa prenatal 
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com a estímul de maduració pulmonar és la betametasona. La utilització d’aquest 

fàrmac va molt lligada al nombre de parts prematurs. Per desgràcia, la tendència 

observada en els últims anys respecte als parts prematurs es que van en augment 

(Blencowe et al., 2012; Xu et al., 2015). Per tant, com a conseqüència la utilització 

de betametasona augmentarà al mateix ritme que els parts prematurs. Per aquest 

motiu, valorar els efectes de la betametasona com a factor ambiental pot ser de 

gran interès en el desenvolupament de la DT1. 

En aquest estudi es determinen els efectes de la betametasona, un glucocorticoide 

sintètic utilitzat per la maduració dels pulmons del fetus, en la incidència i 

desenvolupament de la DT1, utilitzant un model murí que desenvolupa DT1 

espontàniament. Els resultats van mostrar una disminució en la incidència de DT1 a 

causa de l’administració prenatal de betametasona. També es va observar una 

reducció en la infiltració de cèl·lules immunitàries a l’illot, així com canvis en el 

repertori de les cadenes Vβ del TCR i en les subpoblacions immunitàries desprès del 

naixement. També es va observar un efecte citotòxic contra els limfòcits T i B del 

ratolí adult. En canvi, en DCs, la betametasona va induir un estat de resistència a la 

maduració que va provocar una disminució en la secreció de citocines i en la 

capacitat d’estimular la proliferació de limfòcits T γδ. També es van determinar els 

efectes del fàrmac sobre la cèl·lula diana de la DT1, la cèl·lula β pancreàtica. Es va 

utilitzar la línia cel·lular NIT-1, sobre la que la betametasona va induir canvis en la 

capacitat de creixement, el fenotip, la secreció d’insulina i l’expressió gènica. Els 

canvis en la transcripció de determinats gens van ser similar en pàncrees i en illots 

del model experimental NOD. A més, es van determinar els possibles efectes de la 

betametasona en els leucòcits humans en els que també es va observar una 

reducció en la viabilitat. Finalment, en un intent de determinar l’efecte sobre el 

desenvolupament de DT1 en humans, es van realitzar enquestes a pacients amb 

DT1. Es va observar que el grup de pacients amb DT1 tenia un menor percentatge 

de nens tractats amb betametasona prenatal que el grup control. Per tant, la 

betametasona podria tenir un efecte protector sobre la DT1. Tot i això, calen més 

estudis sobre aquests fàrmac en humans per poder discernir l’efecte real en el 

desenvolupament de DT1. 

Els glucocorticoides són fàrmacs immunosupressors i els seus efectes prenatals 

reflectits a l’edat adulta són cada cop més coneguts (Diepenbruck et al., 2013; Seckl, 

2004), tot i que els seus efectes en la DT1 són encara poc estudiats. En el cas de la 

betametasona, hi ha clares evidències del seu efecte en el sistema respiratori fetal 

(Liggins and Howie, 1972; Miracle et al., 2008), però els seus efectes secundaris han 

sigut poc valorats. Un estudi retrospectiu en una població danesa indica que 

l’administració de glucocorticoides sistèmics en l’etapa fetal augmenta el risc de 

desenvolupar una DT1 (Greene et al., 2013). En aquesta tesi s’ha observat un efecte 

oposat al que proposa Greene en el seu article. En el model experimental NOD la 
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betametasona administrada a mares gestants redueix clarament la incidència de 

DT1 en la descendència femella. Aquest resultat es pot explicar per les diferències 

entre espècies i grups d’estudi, ja que el model experimental NOD té una alta 

predisposició a desenvolupar un DT1. Presenta un sistema immunitari amb 

marcades diferencies respecte al sistema immunitari humà (Mestas and Hughes, 

2004), treballem amb unes condicions estandarditzades (estabulació lliure de 

patògens) i amb una població homogènia mentre que en humans no es poden 

controlar cap d’aquests dos últims factors. De fet, la comparació ideal amb el ratolí 

NOD serien dones tractades amb betametasona i amb descendència que presenti 

marcadors genètics d’alt risc de desenvolupar DT1, com podria ser HLA-DR3. A més, 

Greene et. al. no tenien en compte ni el tipus concret de glucocorticoide utilitzat de 

forma prenatal, ni la predisposició a desenvolupar una DT1 en la descendència, i per 

tant l’efecte observat en l’estudi pot ser degut a la betametasona o a altres 

glucocorticoides i no queda clar si afecta més a la població amb baix risc o a la 

població amb alt risc de desenvolupar DT1. 

En aquest estudi es demostra que la betametasona prenatal disminueix la incidència 

de DT1 en la descendència femella, mentre que en mascles no s’observa una 

disminució en la incidència de DT1. Aquesta diferència entre mascles i femelles no 

s’explica pels nivells d’infiltració leucocitària dels illots, ja que la betametasona 

redueix la infiltració leucocitària en mascles i en femelles tractades prenatalment 

amb betametasona. Els mascles tendeixen a tenir menor infiltració leucocitària que 

les femelles tractades. Una possible explicació seria que l’infiltrat present en les 

femelles tingués un caràcter més regulador que en mascles i per això s’observés una 

disminució en la incidència de DT1 només en les femelles. D’altra banda, la 

utilització d’H&E no permet diferenciar entre els diferents tipus de cèl·lules del 

sistema immunitari infiltrants en el pàncrees. Tot i no poder valorar el tipus 

d’infiltrat leucocitari, sí que s’observa com la betametasona afecta el sistema 

immunitari independentment del sexe del ratolí. Aquest fet sobre el sistema 

immunitari queda evidenciat en la hipotròfia del timus observada en les cries 48 

hores després del tractament amb betametasona. Aquesta disminució en el nombre 

de timòcits estarà causada per l’efecte tòxic de la betametasona contra els timòcits 

(Wyllie, 1980) i sobretot contra els limfòcits DP, que són la subpoblació més sensible 

a la apoptosis induïda pels glucocorticoides (Konkel et al., 2014). A més, la 

betametasona bloquejarà el pas de les CD8ISP cap a limfòcits DP, exacerbant més la 

depleció d’aquests limfòcits (Majumdar et al., 2017). D’aquesta manera, la 

betametasona estarà alterant el correcte desenvolupament dels limfòcits al timus i 

retardant la seva arribada als diferents òrgans limfoides (Zaharie et al., 2016). Tal i 

com s’observa clarament a d4 en la melsa de les cries de ratolí NOD, on el nombre 

de limfòcits T és menor en el grup tractat que en el grup control. A més, la reducció 

en la subpoblació de LTIs dificultarà la formació d’òrgans limfoides terciaris en el 
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pàncrees (Kendall et al., 2007; van de Pavert and Mebius, 2010). Un altre efecte 

descrit dels glucocorticoides és que indueixen canvis en l’hematopoesi afavorint la 

generació de llinatge mieloide (Solano et al., 2016), fet que concorda amb la 

disminució de limfòcits B observada a d1 en la melsa. A més, les subpoblacions 

mieloides també es veuen afectades per la betametasona prenatal: L’efecte més 

evident és l’observat en neutròfils, ja que la betametasona provoca un gran 

increment d’aquestes cèl·lules a d1 perquè evita que s’adhereixin a la paret dels 

vasos sanguinis (Fay et al., 2016; Weber, 2003), fet que dificulta l’extravasació dels 

neutròfils. Això podria ser un mecanisme de protecció contra la DT1, ja que els 

neutròfils estan implicats en l’atac inicial contra la cèl·lula β i ajuden a organitzar la 

resposta dels limfòcits T (Diana et al., 2013). Una altra cèl·lula implicada en la 

destrucció inicial són els macròfags (Carrero et al., 2017). Aquestes cèl·lules són 

importants per al correcte desenvolupament del pàncrees (Van Gassen et al., 2015), 

a part de ser les primeres cèl·lules del sistema immunitari innat presents en el 

pàncrees. Tot i que en aquest estudi no s’ha pogut analitzar aquesta població 

cel·lular, altres estudis demostren que la dexametasona prenatal pot induir el canvi 

fenotípic dels macròfags cap a M2 (Teixeira et al., 2019), fenotip que es caracteritza 

per la baixa producció de citocines proinflamatòries com l’IL-1β, el TNF-α i l’IL-6 

(Mantovani et al., 2004). Al pàncrees, aquests macròfags promouran la proliferació 

cel·lular i la inhibició de l’apoptosi (Teixeira et al., 2019) reduint el risc d’inici de 

l’atac autoimmunitari. En aquest context, la betametasona podria estar exercint un 

efecte similar a la dexametasona sobre els macròfags induint la transició a l’estadi 

tolerogènic M2. En resum, aquestes dades recolzen l’efecte agut de la 

betametasona sobre el sistema immunitari en la fase prenatal i com pot afectar en 

la incidència de la DT1. 

Tanmateix, un altre punt important en el desenvolupament de la DT1 és que els 

limfòcits T autoreactius tinguin l’afinitat suficient per a reconèixer i ser estimulats 

per antígens propis. En el model NOD es coneixen les famílies de Vβ dins el TCR que 

reaccionen als autoantígens de la DT1. Els limfòcits T infiltrants del pàncrees de 

ratolins NOD tenen un repertori esbiaixat a un nombre limitat de Vβ, que inclouen 

la Vβ2, Vβ4, Vβ6, Vβ8.1 i Vβ12 (Diz et al., 2012; Marrero et al., 2013, 2016; Quinn et 

al., 2006; Sarukhanu et al., 1994; Toivonen et al., 2015). Els resultats d’aquesta tesi 

demostren que la betametasona distorsiona la correcta maduració limfocitària al 

timus, provocant que al cap de 6 setmanes trobem algunes d’aquestes Vβ menys 

representades en la melsa dels ratolins que van ser tractats prenatalment amb 

betametasona. Aquesta reducció en les Vβ que més influencien el desenvolupament 

de la DT1, però no la seva total eliminació, podria explicar la reducció en la 

incidència i perquè no arribem a la prevenció total de la malaltia. Per exemple, es 

va trobar un menor percentatge de limfòcits T amb la Vβ4 en els ratolins tractats 

prenatalment amb betametasona respecte als controls. Aquesta família Vβ reconeix 
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un dels epítops dominants de GAD65 i s’ha observat, en les melses de ratolins 

prediabètics, una resposta de limfòcits T contra aquest antigen (Quinn et al., 2006). 

Per tant, aquest epítop és important en la resposta primària contra l’illot pancreàtic. 

En el model NOD la resposta antigènica està restringida a un nombre limitat de 

clonotips (Marrero et al., 2016; Toivonen et al., 2015), així que canvis subtils en la 

composició del repertori TCR, si afecta a les famílies Vβ específics de la malaltia, 

podrien influenciar el desenvolupament de la DT1. Aquestes dades indiquen que la 

reducció de la incidència de DT1 en el model experimental podria ser per l’efecte de 

la betametasona prenatal sobre el sistema immunitari, ja que hem observat tant 

canvis just després del naixement, com canvis al cap de 25 setmanes en diferents 

aspectes del sistema immunitari que influeixen en el desenvolupament de la DT1. 

Tot i que els experiments in vivo donen una gran quantitat d’informació és més 

complicat observar els efectes específics de la betametasona contra les diverses 

cèl·lules del sistema immunitari. La betametasona pot afectar de manera diferent 

depenent del tipus cel·lular amb que estigui reaccionant, ja que l’expressió del RG 

pot varia depenent de teixit o del cicle cel·lular (Oakley and Cidlowski, 2011b) i de 

diferents processos de “splicing” en el exó 1 del mRNA (Turner et al., 2006). Per tal 

d’aprofundir més en els efectes de la betametasona es van realitzar estudis in vitro 

amb diferents tipus cel·lular aïllats, tant del sistema immunitari com les cèl·lules 

diana de l’atac autoimmunitari en la DT1, per determinar l’efecte específic del 

fàrmac. Com ja s’ha mencionat en aquesta tesi, els timòcits i limfòcits s’observen 

alterats per efecte de la betametasona en les cries. Aquest efecte es reprodueix 

perfectament en cultius in vitro d’esplenòcits provinents del ratolí NOD, on també 

veiem un efecte tòxic del fàrmac sobre aquestes cèl·lules utilitzant una concentració 

baixa de betametasona. En altres models experimentals ja s’havia observat un 

efecte similar en la viabilitat dels timòcits in vitro utilitzant una concentració similar 

de betametasona (Diepenbruck et al., 2013). De forma similar, en una línia cel·lular 

de limfoblasts sensibles als glucocorticoides s’observa el mateix efecte tòxic de la 

betametasona i d’altres glucocorticoides a una concentració similar a la utilitzada 

en aquesta tesi (Longui et al., 2005). Així que els limfòcits T de ratolí són sensibles a 

la mort cel·lular induïda pels glucocorticoides. En canvi, en PBMCs humanes, tot i 

que la betametasona també demostra un efecte tòxic sobre aquestes cèl·lules, la 

concentració necessària és més elevada que en el ratolí, necessitem 10000 vegades 

més concentració de betametasona per a observar una disminució estadísticament 

significativa. En la mateixa línia, dosis elevades de betametasona (de l’ordre de μM) 

afecten la viabilitat de línies cel·lulars humanes de queratinòcits (Guichard et al., 

2015). Per tant, en general, les cèl·lules humanes de l’adult són menys susceptibles 

a la mort cel·lular induïda pels glucocorticoides, de manera que una dosi puntual de 

glucocorticoides no arribarà a causar un efecte tòxic sobre el sistema immunitari 

madur en humans. 
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Per seguir aprofundint en l’efecte de la betametasona sobre els limfòcits es va 

realitzar un cultiu en presència de mitògens per valorar l’efecte sobre la divisió 

cel·lular. En aquest cas, la viabilitat utilitzant la mateixa concentració de 

betametasona va ser molt superior en els grups estimulats amb mitògens. Per tant, 

l’estímul de proliferació que aporta el mitogen contraresta l’efecte de la 

betametasona en les cèl·lules del sistema immunitari del ratolí, així que 

possiblement l’efecte tòxic de la betametasona està lligat a la proliferació cel·lular. 

La betametasona té la capacitat d’induir una aturada del cicle cel·lular en la fase 

G1/G0, reduint el nombre de cèl·lules que arriben a fase S (Guichard et al., 2015; Jin 

et al., 2015b). Sembla doncs, que l’estímul del mitogen decantarà la balança 

metabòlica cap a la proliferació i la supervivència. Els limfòcits, al poder continuar 

el cicle cel·lular, no entraran en processos de mort cel·lular associats a aquest 

bloqueig. S’ha vist que la betametasona a altes concentracions té la capacitat 

d’aturar la proliferació dels limfòcits T en humans (Hirano et al., 1998). Així que la 

dosi utilitzada en el ratolí és insuficient per evitar la proliferació dels limfòcits que 

han sigut estimulats i per això la viabilitat d’aquestes cèl·lules augmenta. La potència 

de l’estímul inhibeix la capacitat d’aturar la proliferació de la betametasona, això 

queda present en els limfòcits B, on la seva viabilitat sí que es veu afectada amb la 

concentració més elevada de betametasona, possiblement perquè l’estímul de 

PMA+IO és menys específic per a aquestes cèl·lules o perquè són una població més 

sensible als efectes de la betametasona. En definitiva, la betametasona atura el cicle 

cel·lular dels limfòcits i això provocarà la mort cel·lular degut a la falta d’estímuls de 

supervivència. 

Tot i que els limfòcits són importants en el desenvolupament de la DT1, les CPA fan 

un paper crucial en l’inici de l’atac autoimmunitari. Per aquest motiu es va 

determinar l’efecte de la betametasona en la generació de cèl·lules dendrítiques. 

Altres glucocorticoides, com la dexametasona, tenen la capacitat d’alterar la 

generació de DCs i transformar-les en DCs tolerogèniques (Lee et al., 2017; Naranjo-

Gómez et al., 2011; Qiu et al., 2006; Zhao et al., 2018). Es va voler verificar que la 

betametasona induïa el mateix efecte que la dexametasona sobre les DCs. 

Primerament es va valorar l’expressió de molècules de membrana en les DCs 

estimulades amb betametasona durant la seva diferenciació des de precursors de 

moll d’os després d’induir la seva maduració amb LPS. Aquestes cèl·lules van 

presentar un perfil similar a les DCs generades amb dexametasona (García-González 

et al., 2013), es va observar una baixada de l’expressió de CD86, CD40 i MHC classe 

II. Aquest fenotip també s’observa en DCs tolerogèniques induïdes amb altres 

estímuls (Navarro-Barriuso et al., 2018; Pujol-Autonell et al., 2015). A més, tant 

l’expressió de MHC classe I com de CD25 van ser més elevades en les condicions 

amb una concentració elevada de betametasona. El CD25 en DCs està relacionat 

amb l’estat de maduració, activació (Menges et al., 2002) i es considera un marcador 
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de tolerogènia en les DCs (Driesen et al., 2008). Aquest increment en l’expressió de 

MHC classe I i CD25, juntament amb la disminució de les molècules de coestimulació 

farà que les DCs presentin majoritàriament als limfòcits T CD8, però no induiran la 

seva expansió clonal. Aquestes DCs tindran capacitat per a presentar antígens, però 

no per a iniciar un atac autoimmunitari, sinó que induiran un estat d’anergia en els 

limfòcits T CD8 autoreactius degut a aquesta falta d’estimulació de la molècula CD28 

i a la reducció d’interleucina-2 (IL-2) disponible en el medi (Chappert and Schwartz, 

2010). Quant s’utilitza com a estímul de maduració illes CpG, s’observa una 

disminució en l’expressió de MHC classe I, aquesta disminució seria equivalent a la 

produïda en l’expressió de MHC classe II amb la maduració per LPS, ja que les illes 

CpG estimulen la maduració a través del TLR9 que detecta la presència de DNA 

microbià intracel·lular (Ashkar and Rosenthal, 2002). Per tant promou l’expressió de 

MHC classe I per a presentar l’antigen als limfòcits T CD8 i induir una resposta contra 

patògens intracel·lulars. L’expressió de les altres molècules és molt similar entre 

iDCs, mDCs i betDCs possiblement per falta de concentració en l’estímul de 

maduració utilitzat en aquest estudi, ja que està demostrat que les illes CpG també 

estimulen l’expressió de CD40 CD80 i MHC classe II en les DCs (Behboudi et al., 

2000). Possiblement, una estimulació més eficient de les mDCs amb illes CpG 

replicaria els resultats obtinguts utilitzant LPS com a estímul de maduració. Encara 

que no veiem canvis tan dràstics com els induïts amb la maduració de les DCs amb 

LPS, la betametasona també afecta la maduració amb illes CpG. Per tant, la 

betametasona evita la total maduració de les DCs independentment de l’estímul 

utilitzat. 

Les citocines són un element clau en la funcionalitat de les DCs. Per aquest motiu es 

va valorar la capacitat de secreció de citocines d’aquestes DCs. Ja que l’expressió de 

diferents citocines poden dirigir la resposta dels limfòcits T contra un antigen. Les 

iDCs produeixen de forma basal diferents tipus de citocines pro i antiinflamatòries, 

aquesta producció de citocines pot augmentar quan les iDCs reben un estímul de 

maduració com el LPS. Citocines com la IL-6, el TNFα (Morelli et al., 2001) i la IL-10 

(Fujita et al., 2006) estan regulades per aquest estímul, mentre que el TGFβ no es 

veu afectada per la maduració de les DCs induïda pel LPS. Tant IL-6 com TNFα són 

citocines proinflamatòries molt importants en la generació de respostes 

autoimmunitàries (Blanco et al., 2008; Kimura and Kishimoto, 2010). A més, la IL-6 i 

el TNFα promouen la secreció d’IL-17 per part dels limfòcits Th17 en artritis 

reumatoide (Zheng et al., 2014). En canvi, IL-10 i TGFβ són citocines 

antiinflamatòries que poden actuar de forma autocrina, com la IL-10, per aturar la 

maduració de les DCs (Corinti et al., 2001) o directament induint limfòcits T 

reguladors en el cas del TGFβ (Esebanmen and Langridge, 2017; Peng et al., 2004). 

L’efecte del LPS en la inducció de la secreció de citocines s’observa perfectament en 

els resultats obtinguts en aquesta tesi, on veiem l’increment en la secreció d’IL-6, 
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TNFα i IL-10 en la condició de mDCs, mentre que la concentració de TFGβ és similar 

entre iDCs i mDCs. Això provoca un marcat canvi en el perfil de secreció quan 

comparem les iDCs amb les mDCs. En les iDCs predomina la secreció de TGFβ, 

mentre que en les mDCs predomina la secreció d’IL-6, conferint una major capacitat 

d’estimular la proliferació dels limfòcits T autoreactius. En les betDCs el perfil de 

citocines és més similar a les mDCs que a les iDCs, ja que segueix predominant la 

secreció d’IL-6, però es va observar una reducció en la secreció d’IL-6, TNFα i IL-10 

respecte a les mDCs. Sembla doncs, que la betametasona bloqueja la capacitat 

d’estimular la secreció de citocines del LPS en DCs, evitant la completa maduració 

d’aquestes cèl·lules, juntament amb la reducció observada en l’expressió de CD40 i 

CD86 recolza un estat semi-madur de les DCs que induiria l’anergia dels possibles 

limfòcits T autoreactius (Jonuleit et al., 2001). 

Per tal de comprovar que les betDCs tenen un fenotip semi-madur es van realitzar 

experiments funcionals per valorar la seva capacitat d’induir una proliferació clonal 

contra la insulina en limfòcits de ratolí NOD. Tal com s’esperava no es van observar 

diferencies en la proliferació dels limfòcits B entre les 5 condicions. Tot i que si 

trobem una proliferació basal d’aquesta població possiblement induïda per 

l’alliberament de citocines per part de les DCs en el medi. En canvi, en els limfòcits 

T si que s’esperava observar un increment de la proliferació de les subpoblacions 

CD4 i CD8 (Marin-Gallen et al., 2010; Pujol-Autonell et al., 2015). Sorprenentment, 

no es van observar diferencies entre la capacitat d’induir proliferació de les iDCs, de 

les mDCs i de les betDCs en aquestes subpoblacions limfocitàries. Malgrat això, les 

mDCs indueixen la proliferació dels limfòcits T γδ mentre que les iDCs i betDCs no. 

A més, s’observa una clara disminució de la concentració d’IL-17, citocina produïda 

pels limfòcits T γδ, en les condicions de betDCs respecte a les mDCs. Els limfòcits T 

γδ són una població minoritària entre les cèl·lules del sistema immunitari, en ratolí 

aquests limfòcits representen entre un 1-2% del total de leucòcits en melsa (Funda 

et al., 1995). Tot i això en DT1 tenen un paper important en l’inici de l’atac 

autoimmunitari ja que potencien l’atac dels limfòcits T contra les cèl·lules β 

mitjançant la producció d’IL-17 sense l’ajuda d’una CPA per començar a produir 

aquesta citocina proinflamatòries (Markle et al., 2013). A més el ratolí NOD te una 

major predisposició a la producció d’aquest tipus cel·lular en comparació a altres 

soques (Feng et al., 2011). La proliferació observada induïda per les mDCs es 

tradueix en un augment del percentatge dels limfòcits T γδ i en un augment en la 

secreció d’IL-17. Aquest percentatge és 3 vegades superior al percentatge observat 

en les iDCs i les betDCs. Així que, les mDCs estan induint una proliferació especifica 

d’aquesta població, mentre que les betDCs, que presenten un perfil semi madur, 

inhibeixen aquesta proliferació i la secreció d’IL-17. A més, reduir el nombre de 

limfòcits T γδ evitarà processos de retroalimentació amb les DCs (Casetti and 

Martino, 2008) inhibint la creació d’una resposta autoimmunitària i per tant reduint 
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la incidència de DT1 en el ratolí NOD. Tanmateix hi ha un estudi que postula sobre 

el rol protector dels limfòcits T γδ en el ratolí NOD (Han et al., 2010), però els 

resultats obtinguts en aquesta tesi recolzen el rol patogènic dels limfòcits T γδ, ja 

que la betametasona redueix la incidència de DT1 en el model murí i les betDCs 

inhibeixen la proliferació dels limfòcits T γδ i la secreció d’IL-17 i altres citocines 

proinflamatòries que indueixen l’inici de la DT1 en el model experimental.  

Aquest impediment en l’inici de la resposta autoimmunitària a causa dels dèficits de 

maduració de les DCs i la menor capacitat d’extravasació dels neutròfils al pàncrees 

observada al naixement, juntament amb la menor disponibilitat de limfòcits T amb 

TCR autoreactius contra els antígens de la cèl·lula β, podrien explicar la reducció de 

la incidència observada directament en el model experimental després del 

tractament prenatal amb betametasona. 

Queda clar que la betametasona prenatal té la capacitat d’influenciar en el sistema 

immunitari del model experimental. En la DT1, no només és important el sistema 

immunitari, sinó que la cèl·lula diana té un rol actiu en la seva pròpia destrucció 

(Atkinson et al., 2011; Soleimanpour et al., 2014), en la seva protecció (Colli et al., 

2018) o en la seva regeneració (Meier et al., 2005). Canvis funcionals i fenotípics en 

les cèl·lules β productores d’insulina poden ser crucials en la pèrdua de la tolerància 

als antígens propis. De forma similar al que s’observa en el sistema immunitari, la 

betametasona prenatal podria afectar a la cèl·lula β a causa de la seva inespecificitat 

d’acció. La principal limitació per a estudiar els efectes de la betametasona sobre les 

cèl·lules β pancreàtiques va ser l’obtenció de cèl·lules β. Per aquest motiu, tot i saber 

les diferències entre cèl·lules β primàries i línies cel·lulars es va utilitzar la línia 

cel·lular NIT-1 que prové d’un insulinoma de ratolí NOD (Hamaguchi et al., 1991) i 

per tant manté una expressió de proteïnes similar a la del NOD. 

Es va determinar la toxicitat directa de la betametasona sobre aquesta línia cel·lular. 

De forma similar als resultats obtinguts amb els limfòcits de ratolí es va observar 

una disminució de la viabilitat d’aquestes cèl·lules després d’una dosi puntual de 

betametasona, com ja ha sigut descrit en altres línies cel·lulars que tenen un origen 

tumorogènic (Guichard et al., 2015; Jin et al., 2015b). Quant aquestes cèl·lules es 

van mantenir en presencia de betametasona de forma continuada durant 8 dies, el 

creixement exponencial normal de la línia cel·lular va quedar inhibit. Això confirma 

la capacitat de la betametasona d’aturar el cicle cel·lular evitant la duplicació de les 

cèl·lules (Guichard et al., 2015). La viabilitat durant els 8 dies de cultiu amb 

betametasona va ser similar a la viabilitat del cultiu control, per tant la reducció en 

la proliferació no va ser degut a la inducció de l’apoptosi de les cèl·lules NIT-1, de 

forma similar al que s’observa en cèl·lules del cervell tractades amb betametasona 

prenatal (Scheepens et al., 2003). Un cop eliminada la betametasona del cultiu, la 

recuperació de la proliferació no va ser immediata i no es va observar l’entrada a la 
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fase de creixement exponencial fins a dues setmanes després. Aquesta duració 

observada concorda perfectament al efecte descrit en humans, on l’efecte protector 

de la betametasona prenatal en el fetus es de dues setmanes i passat aquest temps 

el risc de síndrome de dificultat respiratòria aguda augmenta considerablement 

(Ring et al., 2007). Es probable doncs, que la senyalització de la betametasona es 

mantingui fins a 2 setmanes o que les proteïnes induïdes per el receptor durin 

aquest temps.  

Una única dosi de betametasona va ser suficient per a reduir la capacitat de secreció 

de pèptid C en les cèl·lules NIT-1, augmentar els nivells en membrana de MHC classe 

I i reprimir l’expressió en membrana de la proteïna CD44. La disminució en la 

secreció de pèptid C és una mesura indirecta de la secreció d’insulina. Els 

glucocorticoides com la dexametasona inhibeixen de forma reversible la secreció 

d’insulina sense alterar la síntesis proteica (Lambillotte et al., 1997). Sembla que la 

betametasona té un efecte similar a la dexametasona, ja que no s’observa una 

disminució en l’expressió del gen Ins2 en la línia cel·lular després del tractament 

amb betametasona. Encara que no tenim evidencies directes de la recuperació de 

la secreció d’insulina, es possible que recuperi els nivells normals com s’ha observat 

en la capacitat de proliferació d’aquestes cèl·lules. Sorprenentment, l’efecte de la 

betametasona sobre l’expressió de MHC classe I és el mateix que l’observat en les 

betDCs. Aquest increment podria amplificar la presentació d’antígens endògens 

però juntament amb la reducció de l’expressió de CD44 suggereix un mecanisme 

d’evasió immunològica. El CD44 va ser estudiat per la seva funció en la regulació de 

l’adhesió cel·lular i la migració, tant en la infiltració limfocitària (Savinov and 

Strongin, 2007) com en el desenvolupament de la DT1 experimental (Weiss et al., 

2000). A més, el tractament amb anti-CD44 millora la producció d’insulina en illots 

pancreàtics trasplantats perquè redueix el nombre de limfòcits T que infiltraran 

l’illot pancreàtic (Peng et al., 2011). En humans, aquesta molècula es troba sobre-

expressada en pacients amb DT1, sobretot a l’inici clínic de la malaltia (Planas et al., 

2010). Per tant, la sobre-expressió de CD44 pot incrementar la susceptibilitat a la 

destrucció immune de les cèl·lules β (Assayag-Asherie et al., 2015) i la disminució 

contribuirà a la protecció de la cèl·lula β en el context de la autoimmunitat. Aquesta 

disminució en l’expressió del gen Cd44 també es va observar en la línia cel·lular 

confirmant l’efecte en l’expressió de membrana d’aquesta proteïna. Aquesta 

disminució dificultarà la correcta formació de la sinapsis immunològica, ja que el 

CD44 està implicat en la formació de l’anell exterior d’aquest mecanisme de 

contacte entre les cèl·lules del sistema immunitari i les cèl·lules del teixit (Hegde et 

al., 2008). En el cas dels limfòcits T CD8 la formació d’aquesta unió es indispensable 

per a poder realitzar el seu efecte citotòxic de manera eficient i dirigida 

(Stinchcombe et al., 2001), per tant, la reducció de l’expressió d’aquesta molècula 

en la superfície de la cèl·lula β pot dificultar l’efecte citotòxic dels limfòcits T CD8 
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autoreactius. Aquesta disminució del Cd44 també s’observa en els pàncrees de les 

cries de ratolí NOD, però no en illots provinents de ratolins NOD no diabètics on 

podria ser que les cèl·lules infiltrants del sistema immunitari emmascarin l’efecte de 

la betametasona sobre aquest gen.  

Els canvis fenotípics i funcionals induïts per la betametasona en la cèl·lula diana de 

la DT1 van estar acompanyats per canvis en l’expressió de gens relacionats amb els 

autoantígens, l’autoimmunitat, el metabolisme i la massa de cèl·lula β a l’illot. 

Aquests canvis demostren la capacitat de la betametasona d’alterar processos 

intrínsecs del metabolisme de la cèl·lula β, per exemple la repressió del gen Igf1r i 

la sobre-expressió del gen Ptprj que indiquen com la betametasona pot alterar la 

sensibilitat a la insulina (Krüger et al., 2015), incrementant la resistència contra 

aquesta hormona com ja està descrit utilitzant altres glucocorticoides com la 

dexametasona (Sheen et al., 2016). Sobretot, la repressió en el gen Igf1r pot influir 

en el desenvolupament embrionari (Liu et al., 1993). Alhora, la sobre-expressió del 

gen Pten explicaria la inhibició del creixement cel·lular in vitro observada en la línia 

cel·lular NIT-1 (Stiles et al., 2006). Per altra banda, trobem una sobre-expressió del 

gen Cd14, un receptor de reconeixement de patrons, que podria ser a causa d’un 

mecanisme homeostàtic de regulació de la secreció d’insulina induïda per un estrès 

cel·lular (Vives-Pi et al., 2003). Tot i això, no es va observar cap efecte en les cèl·lules 

NIT-1 per l’absència del lligand d’aquest receptor (LPS) en el medi de cultiu. La 

betametasona també podria afectar la massa de cèl·lula β degut a la sobre-expressió 

del gen Il22ra1, receptor que indueix la expressió dels gens Regenerating (Reg) 

després de l’estimulació amb interleucina-22 (Hill et al., 2013). De nou, l’absencia 

del lligand en les condicions de cultiu va prevenir l’efecte en la línia cel·lular. 

Curiosament, en els illots tractats es va observar una sobre-expressió del gen Ki67, 

marcador de proliferació cel·lular que s’expressa quan la cèl·lula abandona la fase 

G0 del cicle cel·lular (Scholzen and Gerdes, 2000). Tot i ser sorprenent, altres estudis 

arriben a resultats similar en la proliferació de la cèl·lula β després de la utilització 

puntual de glucocorticoides (Protzek et al., 2014) o potenciant la concentració de 

glucocorticoides endògens (Liu et al., 2014). Sembla doncs, que la betametasona 

només afectaria la proliferació cel·lular quan tenim una proliferació exagerada com 

en el cas de línies tumorals immortalitzades (Guichard et al., 2015; Jin et al., 2015b) 

o en dermatitis atòpica i psoriasis (Jensen et al., 2009; Vissers et al., 2004). 

L’expressió del gen Ccl2 també es veu modificada per la betametasona en el teixit 

diana de la DT1. Aquesta quimiocina intervé en el reclutament de monòcits, 

macròfags, DCs i limfòcits T activats al pàncrees provocant la destrucció de l’illot 

(Martin et al., 2008) o la protecció d’aquest (Kriegel et al., 2012). L’expressió 

d’aquest gen es va observar reprimida en els illots tractats amb betametasona i en 

els pàncrees de les cries de ratolí NOD que havien rebut betametasona prenatal. 
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Això correlaciona amb la disminució de la infiltració pancreàtica destructiva. Per 

altra banda, el gen Ccl2 en les cèl·lules NIT-1 està sobre-expressat, però això podria 

ser per el origen tumoral de la línia cel·lular. Una altra quimiocina important en la 

DT1 és la Cxcl2. El gen que codifica aquesta proteïna es va observar sobre-expressat 

en les cèl·lules NIT-1, en els pàncrees i en els illots pancreàtics. Aquesta quimiocina 

senyalitza principalment l’arribada de neutròfils al teixit diana, aquestes cèl·lules 

tenen un rol important en la destrucció de la cèl·lula β en presencia de limfòcits T 

(Diana and Lehuen, 2014). Tanmateix, l’arribada de limfòcits T al teixit diana es 

veure afectada per la repressió del gen Ccl2 i per la reducció en el nombre total de 

limfòcits T circulants després del tractament amb betametasona. En aquest cas els 

neutròfils que arribin al pàncrees podran eliminar els cossos apoptòtics sense 

generar una resposta immunitària contra la cèl·lula β i per tant contribuirà a reduir 

la inflamació del teixit (Esmann et al., 2010). Aquest podria ser un dels motius pels 

quals veiem una infiltració leucocitària menor en els ratolins tractats amb 

betametasona a edat adulta i de l’augment de neutròfils en les cries de ratolí NOD. 

Pel que fa als autoantígens, el gen Gad1, que genera l’autoantigen GAD67 (Choi et 

al., 2002), es va observar altament sobre-expressat per el tractament amb 

betametasona. Els glucocorticoides indueixen la sobre-expressió d’aquest gen (Kim 

et al., 2002). L’altra isoforma, codificada pel gen Gad2, el GAD65 és un dels 

autoantígens claus en l’inici de l’atac autoimmunitari en el ratolí NOD (Kash et al., 

1999). La betametasona no indueix canvis en l’expressió d’aquest gen. A diferencia 

del GAD65, el GAD67 no té un rol definit en l’inici de l’atac autoimmunitari contra 

les cèl·lules β pancreàtiques. A més, s’ha demostrat que la immunització amb 

aquesta proteïna protegeix en front de la DT1 en el model experimental NOD (Elliott 

et al., 1994). Justament una de les famílies Vβ més afectades per la betametasona 

és la que reconeix el GAD65. Els efectes protectors de la sobre-expressió en el gen 

Gad1 estaran reforçats per la disminució del reconeixement de l’autoantigen més 

agressiu contra les cèl·lules β pancreàtiques. 

Un altre punt important és la susceptibilitat a la apoptosis de les cèl·lules β. Un dels 

gens identificats en aquest procés són el Glis3 i Manf, la repressió d’aquests gens 

provocarà problemes en el plegament de proteïnes i crearà noves proteïnes pro-

apoptòtiques (Lindahl et al., 2014; Nogueira et al., 2013). A més, Glis3 és important 

en el desenvolupament dels illots pancreàtics en l’etapa neonatal i controla 

l’expressió gènica de l’insulina (Wen and Yang, 2017). En el cas del ratolí NOD, 

aquest gen es troba reprimit respecte a altres soques. Això provoca que el ratolí 

NOD presenti una major susceptibilitat a la apoptosis de la cèl·lula β i per tant major 

possibilitat de desenvolupar una DT1 (Dooley et al., 2016). Per tant, un increment 

en l’expressió de Glis3 i Manf reduiran la susceptibilitat a la apoptosis de les cèl·lules 

β en els illots de les cries de ratolí NOD tractades prenatalment amb betametasona. 

Això reduirà el nombre d’autoantígens alliberats al medi i protegirà les cèl·lules β de 
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la apoptosis induïda per citocines proinflamatories. A més, un altre efecte beneficiós 

d’aquesta sobre-expressió del Glis3 és que ajudarà a la diferenciació des dels 

precursors pancreàtics fins a cèl·lula β per la transactivació del gen Ngn3 (Shih et al., 

2013; Wen and Yang, 2017). 

Per finalitzar amb els estudis de les alteracions en el transcriptoma de la cèl·lula β 

induïts per la betametasona es va voler determinar l’efecte sobre l’expressió de 

molècules immunomoduladores com Pdl1, Btnl2 i Btnl9. Esta descrit que una sobre-

expressió de Pdl1 en les cèl·lules β té un efecte protector ja que evita l’activació dels 

limfòcits T autoreactius a l’illot (Wang et al., 2008). Sorprenentment, es va observar 

una repressió del gen Pdl1 a causa del tractament amb betametasona. S’ha observat 

que PDL1 està sobre-expressat en illots com a resposta a l’atac autoimmunitari i a 

la inflamació (Colli et al., 2018). Per tant, la betametasona al bloquejar les senyals 

proinflamatories podria estar bloquejant l’expressió del gen Pdl1 en les cèl·lules β 

pancreàtiques. Els gens Btnl són una família de gens que transcriuen molècules amb 

capacitat d’atenuar de processos inflamatoris associats a teixit (Abeler-Dörner et al., 

2012), també estan relacionades amb el control de les poblacions de limfòcits T γδ 

en l’intestí (Melandri et al., 2018). A més, el BTNL2 fa una funció similar a PDL1, ja 

que inhibeix l’activació dels limfòcits T (Nguyen et al., 2006) i pot prevenir la DT1 

experimental (Tian et al., 2019). En aquest gen es va observar el mateix efecte de 

repressió de l’expressió gènica que en el gen Pdl1 i per tant la betametasona estaria 

induint un efecte similar. Per altra banda, es va trobar que el gen Btnl9 estava sobre-

expressat desprès del tractament amb betametasona. La funció d’aquest gen no 

esta definida i seria necessari ampliar estudis sobre la funcionalitat d’aquesta 

molècula. Tot i això, sabem que Btnl9 és ortòleg al gen humà BTNL9 (Abeler-Dörner 

et al., 2012) i per això és possible que les seves funcions siguin similars. En humans 

s’ha observat que l’expressió d’aquest gen redueix la capacitat de metàstasis del 

melanoma uveal (Jiang and Liu, 2019), però el mecanisme d’acció segueix sent 

desconegut. 

En resum, la betametasona té efectes directes sobre la cèl·lula β pancreàtica influint 

tant amb el seu metabolisme com amb la interacció enfront del sistema immunitari. 

Aquests efectes protegirien la cèl·lula β en 2 aspectes claus: Primer, la possible 

reducció de la susceptibilitat a l’apoptosi, la menor quantitat d’autoantígens 

alliberats i el reclutament del sistema immunitari innat però no del sistema 

immunitari adaptatiu dificultaran l’activació de limfòcits autoreactius. Segon, la 

reducció en molècules d’adhesió possiblement dificultarà el reconeixement 

d’aquestes cèl·lules β per part dels limfòcits T activats. Tot i això sembla que la 

betametasona té un efecte perjudicial en la proliferació de les cèl·lules β, però 

només de forma puntual. Això podria ser beneficiós, ja que estem reduint la 

possibilitat que s’alliberin més autoantígens degut a l’increment de la massa β. 
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Per validar els resultats dels efectes de la betametasona en la incidència de DT1 en 

el model experimental es va realitzar un estudi epidemiològic preliminar dels 

pacients pediàtrics amb DT1 de l’HUGTiP. Aquest estudi va consistir en una enquesta 

per recollir dades sobre la fase perinatal com la durada de la gestació, el pes al 

naixement i la utilització de betametasona durant la gestació. Aquest estudi 

presenta dues clares limitacions. La primera és el baix nombre d’enquestes 

realitzades, tot i que cobreix més del 50% dels pacients pediàtrics amb DT1 actuals 

de l’hospital, pot presentar una desviació important respecte a la població general. 

Aquest efecte queda patent en la distribució normal de la durada de la gestació, ja 

que tant en el grup de pacients amb DT1 com el grup control, tendeixen a allunyar-

se de la normalitat encara que la mitjana de la durada de gestació ronda les 39 

setmanes. Augmentant el nombre d’enquestes en els 2 grup podria eliminar 

fàcilment aquesta limitació. La segona limitació és que el grup control no és 

representatiu de la població general ja que són els germans dels pacients amb DT1, 

encara que en DT1 pot ser un grup molt interessant d’estudi, ja que tenen major risc 

de desenvolupar DT1 que la població general. No obstant això, necessitaríem un 

tercer grup de nens sense DT1 i sense relació consanguínia amb els pacients amb 

DT1. D’altra banda, un factor prenatal de risc associat a la DT1 és el pes elevat al 

naixement (Dahlquist et al., 2005; Goldacre, 2018). La nostra població d’estudi 

presenta un major pes al naixement en el grup de pacients amb DT1 respecte al grup 

control. Tot i les clares limitacions de l’estudi epidemiològic el fet d’observar efectes 

ja descrits en altres estudis aporta credibilitat als resultats observats. Coneixent les 

limitacions i les similituds amb altres estudis es va valorar la correlació de la 

betametasona prenatal i el desenvolupament de la DT1 en edat pediàtrica. Les 

dades recollides, de nens nascuts entre el 2000 i el 2017, reflecteixen un major 

nombre de tractaments amb betametasona en el grup control (12,9%) respecte al 

grup de pacients amb DT1 (3,23%). Això indica que aquells nens que han sigut 

tractats prenatalment amb betametasona tenen menys possibilitats de 

desenvolupar una DT1, a diferència de l’estudi en població danesa (Greene et al., 

2013). En l’estudi danès no diferencien entre els diferents glucocorticoides 

administrats. En canvi, les dades preliminars presentades en aquesta tesi només 

tenen en compte la utilització de betametasona prenatal, per tant, encara que el 

nombre d’enquestes realitzades sigui petit, ens permet observar la tendència de 

l’efecte de la betametasona sobre la DT1. Un altre problema és que la betametasona 

és un fàrmac que s’utilitza quan hi ha risc de part prematur. Aproximadament un 

75% dels parts prematurs són tractats amb betametasona a la fase final de la 

gestació (Meadow et al., 2003) i la incidència mundial de parts prematurs varia entre 

el 6 i el 12% depenen de l’àrea geogràfica (Beck et al., 2010). A Catalunya, l’any 2017, 

un 6,2% dels naixements van ser prematurs (Ideescat). Però, aquest risc de part 

prematur no sempre es compleix i hi ha casos on el naixement del nadó és a partir 

de les 37 setmanes. Això fa difícil estimar el percentatge real de tractaments 
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prenatals amb betametasona en la població general a causa de la manca de registres 

en aquest aspecte, però com a mínim la utilització de betametasona serà superior 

al 4,5% dels naixements total, valor superior al que s’ha observat en el grup de 

pacients amb DT1. En resum, les dades preliminars obtingudes suggereixen que la 

betametasona protegiria enfront del risc de desenvolupament de la DT1 també en 

humans. Però es necessitarien més dades per tal d’augmentar la solidesa d’aquests 

resultats trobats en humans. 

Encara que la betametasona prenatal protegeixi contra la DT1, els seus efectes en 

humans no estan perfectament caracteritzats. Les importants diferències entre 

ratolí i humà (Mestas and Hughes, 2004) fa necessari validar els resultats observats 

en el model experimental. La necessitat d’ampliar els estudis és cabdal per a poder 

definir els efectes reals de la betametasona durant l’estat fetal en els humans. En 

aquest sentit, poder observar com la betametasona interacciona amb el 

desenvolupament del sistema immunitari humà a partir de precursors 

hematopoètics seria de gran interès. A més, la betametasona prenatal pot 

influenciar a augmentar el risc a desenvolupar altres malalties autoimmunitàries 

(Gieras et al., 2017). Per tant, s’hauria de valorar el possible risc i benefici de la 

utilització d’aquest fàrmac com a prevenció de la DT1.  

En conclusió, els resultats obtinguts en aquesta tesi demostren els efectes de la 

betametasona en el desenvolupament de la DT1 experimental, bloquejant la 

resposta autoimmunitària contra la cèl·lula β a causa de la reducció de limfòcits 

autoreactius i del manteniment de la tolerància perifèrica gràcies a la generació de 

DCs semi-madures. A més, la betametasona afectarà la cèl·lula β modificant 

l’expressió gènica i el metabolisme de forma que ajudarà a mantenir l’homeòstasi 

contribuint a evitar l’inici d’un procés inflamatori. En humans, dades preliminars 

suggereixen que la betametasona exercirà un efecte similar en el desenvolupament 

de la DT1 a l’observat en el model experimental. Elucidar els efectes de la 

betametasona sobre la DT1 i l’autoimmunitat obrirà noves vies a la regulació del 

sistema immunitari i a la utilització de fàrmacs durant la gestació. 
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7. Conclusions 

1. L’administració prenatal de betametasona redueix la incidència de DT1 en 

el model murí de diabetis autoimmune espontània, el ratolí NOD. Aquesta 

protecció és a causa de les alteracions en poblacions leucocitàries al 

naixement i a la disminució de les famílies de Vβ del TCR que tenen major 

afinitat pels autoantígens de la DT1.  

2. La betametasona té un efecte tòxic sobre els limfòcits no activats del ratolí 

NOD. En DCs, la betametasona evita la plena maduració d’aquestes cèl·lules 

inhibint parcialment la secreció de citocines proinflamatòries i la 

proliferació de limfòcits T γδ. Per tant, la betametasona contribueix a 

mantenir la tolerància perifèrica i a evitar l’autoimmunitat contra la cèl·lula 

β. 

3. La betametasona indueix canvis en l’expressió gènica de la cèl·lula β, que la 

protegirien contra l’apoptosi i l’autoimmunitat en dificultar la interacció 

amb els limfòcits autoreactius. A més, la betametasona atura la proliferació 

i redueix la secreció d’insulina de forma puntual, alterant l’expressió dels 

autoantígens. Aquest efecte de la betametasona ajudaria a mantenir 

l’homeòstasi al teixit diana. 

4. Dades epidemiològiques preliminars de DT1 pediàtrica a l’HUGTiP recolzen 

les evidencies trobades en el ratolí NOD sobre la betametasona com a factor 

prenatal protector en el desenvolupament de la DT1 humana. 
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Prenatal glucocorticoids are routinely administered to pregnant women at risk of 

preterm delivery in order to improve survival of the newborn. However, in half of the 

cases, birth occurs outside the beneficial period for lung development. Glucocorticoids 

are potent immune modulators and cause apoptotic death of immature T cells, and 

we have previously shown that prenatal betamethasone treatment at doses eliciting 

lung maturation induce profound thymocyte apoptosis in the offspring. Here, we asked 

if there are long-term consequences on the offspring’s immunity after this treatment. 

In the non-obese diabetic mouse model, prenatal betamethasone clearly decreased 

the frequency of pathogenic T  cells and the incidence of type 1 diabetes (T1D). In 

contrast, in the lupus-prone MRL/lpr strain, prenatal glucocorticoids induced changes 

in the T  cell repertoire that resulted in more autoreactive cells. Even though gluco-

corticoids transiently enhanced regulatory T  cell (Treg) development, these cells did 

not have a protective effect in a model for multiple sclerosis which relies on a limited 

repertoire of pathogenic T cells for disease induction that were not affected by prenatal 

betamethasone. We conclude that prenatal steroid treatment, by inducing changes 

in the T cell receptor repertoire, has unforeseeable consequences on development of 

autoimmune disease. Our data should encourage further research to fully understand 

the consequences of this widely used treatment.

Keywords: glucocorticoids, prenatal betamethasone, T cell repertoire, autoimmunity, type 1 diabetes, non-obese 

diabetic mice, experimental autoimmune encephalomyelitis mice, Mrl/lpr

inTrODUcTiOn

Non communicable diseases (NCDs), such as cardiovascular diseases, diabetes, chronic respira-
tory diseases, and others, result from a combination of risk factors and are the leading cause for 
almost 70% of all deaths worldwide (1). Among these, autoimmune diseases are responsible for 
more than 5% deaths every year (2), and their incidence is steadily increasing (3, 4). Emerging 
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evidence suggests that prenatal and early life conditions, such 
as environmental exposure to pollutants, poor nutrition, stress, 
or medical interventions during pregnancy might act as pivotal 
determinants of NCD risk in later life (5). Fetal exposure to 
synthetic glucocorticoids, as consequence of antenatal corti-
costeroid (ACS) administration to the mother, constitutes a 
potentially amendable risk factor. ACS is the most important 
obstetric intervention available to reduce the occurrence and 
severity of respiratory distress syndrome and to improve the 
survival chances in premature infants (6). According to WHO 
recommendations, glucocorticoids (either betamethasone or 
dexamethasone) are given to mothers at risk of preterm birth 
between 24 and 34 weeks of gestation (7). The synthetic gluco-
corticoids cross the placenta and accelerate fetal lung maturation, 
achieving maximum benefit from 24 h to 7 days after administra-
tion (8). After injection, glucocorticoid bioactivity in the fetus 
lasts for several days (9) and can exert long-lasting effects upon 
the hypothalamic–pituitary–adrenal (HPA) axis and cognition 
in children (10, 11). Of note, 30–80% of women with symptoms 
of preterm birth have not delivered 14 days later (12), and more 
than half of the women who received ACS delivered later than 
one week after treatment or after 34  weeks of gestation (13), 
among them one third after gestation week 37 (14). Especially 
this population of neonates is likely to encounter more harm 
than benefits from the prenatal treatment with glucocorticoids.

Known as strong immune modulators, glucocorticoids act 
on a great variety of immune cells and have potent effects on 
the development of T  lymphocytes. Exposure of developing 
thymocytes to glucocorticoids results in apoptotic death of the 
immature CD4+CD8+ double-positive (DP) subset (15), and we 
have previously shown that antenatal betamethasone treatment 
leads to a drastic decrease in the thymus volume and thymocyte 
numbers in the offspring (16). In order to sustain T cell output, 
the thymic niche is promptly replenished by newly imported 
hematogenous early thymic progenitors (17, 18), which will then 
proceed to the rearrangement of their T  cell receptor (TCR) 
creating a highly diverse TCR repertoire and undergo positive 
and negative selection processes: thymocytes bearing non-
functional TCRs or TCR with high affinity for self-peptide:MHC 
are deleted, while T  cells with lower affinity TCRs mature and 
populate the periphery [reviewed in Ref. (19)]. However, even 
in healthy individuals, a number of autoreactive T cells escape 
this central tolerance checkpoint and migrate to the periphery, 
where peripheral tolerance mechanisms are engaged to prevent 
overt autoimmunity. Among these, thymic-derived Foxp3+ Treg 
cells and, in particular, a highly efficient population of Treg cells 
generated perinatally, are essential in preventing multiorgan 
autoimmune disease (20–23).

The delicate process of T  cell repertoire selection may be 
compromised under altered glucocorticoid signaling (24–29), 
and as a consequence may have detrimental long-lasting effects 
on immunopathology and susceptibility to diseases. Therefore, 
we sought to investigate the influence of ACS treatment on the 
development of autoimmunity later in life. Using two mouse 
strains that spontaneously develop autoimmunity, namely 
the lupus-prone MRL/lpr strain and the non-obese diabetic 
(NOD) mouse, and the myelin oligodendrocyte glycoprotein 

(MOG)-induced mouse model for multiple sclerosis [experi-
mental autoimmune encephalomyelitis (EAE)], we provide 
evidence that prenatal betamethasone treatment, by inducing 
changes in the T cell repertoire, can alter the course of autoim-
mune disease.

MaTerials anD MeThODs

Mice and Treatment
C57BL/6J, MRL/MpJ-Faslpr/J, NOD mice (The Jackson Laboratory, 
Bar Harbor, ME, USA), and Foxp3RFP reporter mice (30), kindly 
provided by S. Huber, were housed and maintained under specific 
pathogen-free conditions. Mice were mated and the presence of a 
vaginal plug was considered day 0.5 of pregnancy (E0.5). On day 
18.5 (E18.5) mice were treated by i.p. injection of 0.1 mg beta-
methasone (Sigma-Aldrich, Germany) in PBS or vehicle control 
(PBS). When indicated, 4- to 5-week-old animals were given 
0.1  mg betamethasone i.p. or vehicle control (PBS) 24  h prior 
to organ harvesting. All animal experiments were performed in 
accordance with national and institutional guidelines on animal 
care and ethics.

Flow cytometry
Thymi, lymph nodes and spleens were harvested and single-cell 
suspensions prepared by mechanical disruption and filtering 
through a 70 µm nylon mesh. Red blood cells were lysed when 
necessary and Fc receptors were blocked using anti-CD16/32 Abs 
prior to staining. Anti-mouse Abs used in this study were: anti-
CD3e eFluor 450 (500A2), anti-CD4 APC-eFluor 780 (RM4-5) 
and anti-CD8α PE-Cy7 (53-6.7) from eBioscience (San Diego, 
CA, USA); anti-CD4 FITC (RM4-5), anti-CD4 BV421 (GK1.5), 
anti-CD8α PerCP-Cy5.5 (53–6.7), anti-CD25 PE (3C7), and 
anti-TCRβ chain PerCPCy5.5 (H57-597) from BioLegend (San 
Diego, CA, USA), and anti-CD3ε FITC (145-2C11) from BD 
Biosciences (San Jose, CA, USA).

Analysis of TCR Vβ usage was performed using 15 FITC-
conjugated monoclonal antibodies recognizing the TCR chains 
Vβ2, 3, 4, 5.1/5.2, 6, 7, 8.1/8.2, 8.3, 9, 10b, 11, 12, 13, 14, and 17a 
TCRs (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). The percentage of 
Vβ+ cells was determined in each subset after gating on CD4+, 
CD8+, and DN cells.

Data were collected on a Flow Cytometer (FacsCanto II, BD 
Biosciences, San Jose, CA, USA) and analyzed using FlowJo 
Software (Tree Star, Ashland, OR, USA). Cell sorting of thymocyte 
populations was performed on a FACS Aria IIIu (BD Biosciences, 
San Jose, CA, USA) carried out by the FACS sorting Core Unit of 
the University Medical Center Hamburg-Eppendorf.

Thymocyte sensitivity to Betamethasone
One million thymocytes from 5-weeks-old untreated C57B1/6J 
mice were cultured in RPMI-1640 (Gibco, CA, USA) in a 96-well 
round bottom plate (Thermo Fisher Scientific, Germany) and 
incubated with increasing concentrations of betamethasone 
(0.1–100  nM) with or without the addition of 1  µg/ml mife-
pristone (RU486, Sigma-Aldrich). After 16 h at 37°C, cells were 
harvested, washed with 1 × Annexin V Binding Buffer (Exbio, 
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Czech Republic) and subsequently stained for linage markers 
(CD3, CD4, CD8, CD25). For detection of dead and apoptotic 
cells, Dead Cell Stain-Pacific Orange (Invitrogen, CA, USA) and 
Annexin V FITC (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) were used 
according to the manufacturer’s instructions.

autologous Mixed lymphocyte  

reaction (aMlr)
Pooled single-cell suspensions from inguinal, axillary, brachial, 
lumbar, and superficial cervical lymph nodes were stained 
with the cell proliferation dye eFluor 670® (eBioscience, San 
Diego, CA, USA) in order to differentiate proliferating and 
non-proliferating cells. Shortly, lymph node cells were washed 
with PBS and resuspended in 2 µM eFluor 670® dye in PBS for 
10  min at 37°C in the dark. Labeling was stopped by adding 
4–5 volumes of cold complete medium (RPMI 1640, 10% 
FCS, 1% penicillin/streptomycin, 2  mM l-glutamine, 50  µM 
2-Mercaptoethanol) and incubated on ice for 5  min. Labeled 
cells were then cultured in complete medium in the presence 
or absence of IL-2 (100  U/ml). Cells were plated at 1  ×  105/
well in a 96-well plate (Thermo Fisher Scientific, Germany) 
for up to 5 days at 37°C in 5% CO2. After 3, 4, and 5 days of 
culture, lymph node cells were collected, washed with PBS and 
stained with Dead Cell Stain-Pacific Orange and anti-TCRβ 
chain PerCPCy5.5, anti-CD4 APC-eFluor 780, and anti-CD8α 
PE-Cy7 antibodies. The proliferation of CD4+, CD8+, and DN 
cells was evaluated according to eFluor dilution measured by 
flow cytometry (FacsCanto II, BD Biosciences).

Disease scoring
MRL/lpr Mice
Organ weights were measured and weight index (mg/g body 
weight) of lymphoid organs (spleen and lymph nodes) was calcu-
lated as follows: organ weight/body weight × 1,000.

Measurement of Double-Stranded (ds) DNA Autoantibodies
Blood samples were collected every 2 weeks starting at 6 weeks of 
age and serum autoantibodies specific for dsDNA were measured 
by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). 96-well plates 
were coated with 5 µg/ml calf thymus dsDNA (Sigma-Aldrich) at 
4°C overnight. Plates were blocked for 2 h with 1% BSA in PBS 
followed by incubation with diluted mouse serum for 2 h at RT. 
Bound anti-dsDNA autoantibodies were detected with a 1:2,000 
diluted sheep anti-mouse IgG-HRP (Amersham, UK) (2 h, RT), 
and peroxidase reaction was developed using 2,2′-Azino-bis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt (Sigma-
Aldrich, Germany). Absorbance was measured at 405 nm using 
a multilabel plate reader (Victor3, PerkinElmer, MA, USA), data 
were analyzed using Prism software (GraphPad Software, La Jolla, 
CA, USA).

Measurement of Proteinuria
Mice were housed in metabolic cages for urine collection for 
2 h every 2 weeks starting at 6 weeks of age. Albuminuria was 
determined by ELISA (Mouse Albumin ELISA Quantitation Set; 
Bethyl Laboratories, Inc.).

Non-Obese Diabetic (NOD) Mice
Starting at 10  weeks of age, adult mice were monitored daily 
for urine glucose using Glucocard strips (Menarini, Barcelona, 
Spain), until 25 weeks of age. Mice with glycosuria were confirmed 
diabetic when the blood glucose level was >300 mg/dl. The degree 
of immune cell infiltration in the islets (insulitis score) was deter-
mined at the end of the study in all non-diabetic mice. Briefly, 
pancreata were snap frozen in an isopentane/cold acetone bath. 
Cryosections of 5 µm were obtained at non-overlapping levels, 
stained with hematoxylin and eosin (H&E), and analyzed by two 
independent investigators in a blind fashion. A minimum of 40 
islets per animal was analyzed. Insulitis was scored as described 
elsewhere (31): 0 = no insulitis; 1 = peri-insular inflammation; 
2 = infiltration below 25%; 3 = infiltration 25–75%; 4 = infiltra-
tion above 75%.

EAE Mouse Model
For induction of EAE, C57BL/6J mice were immunized s.c. with 
200  µg MOG35–55 peptide (Schafer-N, Copenhagen, Denmark) 
in complete Freund’s adjuvant (Difco Laboratories, LI, USA) 
containing 4  mg/mL Mycobacterium tuberculosis (Difco). In 
addition, 200  ng pertussis toxin (Calbiochem, San Diego, CA, 
USA) was injected i.v. on the day of immunization and 48  h 
later. Animals were scored daily for clinical signs by the follow-
ing system: 0 = no clinical deficits; 1 = tail weakness; 2 = hind 
limb paresis; 3 = partial hind limb paralysis; 3.5 = full hind limb 
paralysis; 4 = full hind limb paralysis and forelimb paresis; and 
5 = premorbid or dead. Animals reaching a clinical score ≥ 4 had 
to be killed according to the regulations of the Animal Welfare 
Act. Investigators were blinded for prenatal treatment during the 
experiments.

gene expression analysis
RNA was extracted from sorted T cell subsets or from thymocytes 
after in vivo or in vitro treatment using the RNeasy Mini Plus kit 
(QIAGEN, Hilden, Germany) and cDNA was synthesized with 
the M-MLV Reverse Transkriptase kit (Invitrogen). TaqMan 
gene expression assay (LifeTechnologies, CA, USA) was used 
to detect GAPDH (Hs02758991_g1) expression. 18S and FoxP3 
expression were determined using SYBR® green and following 
primers: 18S forward: 5′-CGGCTACCACATCCAAGGAA-3′ 
18S reverse: 5′-GCTGGAATTACCGCGGCT-3′; FoxP3 forward:  
5′-GGCCCTTCTCCAGGACAGA-3′ FoxP3 reverse: 5′-GCTG 
ATCATGGCTGGGTTGT-3′.

statistics
Statistical analysis of TCR Vβ chain usage was performed with 
Matlab R2016b (The Mathworks). The fractions of positive cells 
for each Vβ chain, as well as the remaining fraction of cells that was 
not positive for any of the measured Vβ chains (other Vβ), were 
log or square-root transformed to obtain normally distributed 
data. Using N-way ANOVA, the Vβ chain fractions for each cell 
type were correlated to treatment and possible interaction terms, 
with correction for litter size and subject nested within treatment. 
Upon reaching statistical significance, pairwise comparison with 
Fisher’s least significant difference correction was performed 
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to identify which Vβ chain(s) were differently expressed upon 
treatment. For calling statistical significance, alpha of 0.05 was 
applied in all analyses.

Additional statistical analysis, including unpaired Student’s 
t-test, Gehan–Breslow–Wilcoxon test, and Mantel–Cox test were 
performed with GraphPad Prism Software (La Jolla, CA, USA) 
and are indicated in the corresponding figure legends. *P < 0.05, 
**P < 0.01, ***P < 0.001, and ****P < 0.0001.

study approval
This study was carried out in accordance with the recommen-
dations of the Declaration of Helsinki for animal experimental 
investigation and the Principles of Laboratory Animal Care (NIH 
pub.85–23 revised 1985). The protocol was approved by the local 
animal ethics committees (ethical approval 119/13 and 122/12 
obtained from the state authority of Hamburg, and DMAH8948 
obtained from the Generalitat de Catalunya).

resUlTs

Prenatal glucocorticoid Treatment results 

in apoptosis of DP Thymocytes in the 

Mrl/lpr Offspring
We have previously shown in C57BL/6J mice that prenatal 
betamethasone treatment causes a profound reduction in the 
thymic volume and cell numbers in the offspring (16). The 
question that arises is if the massive death and subsequent 
accelerated replenishment of the thymus has consequences 
upon T  cell repertoire selection and immunity later in life. 
To explore this, we took advantage of the MRL/MpJ-Faslpr 
(hereafter referred to as MRL/lpr) autoimmunity-prone mouse 
strain, which spontaneously develops lupus-like glomerulo-
nephritis and vasculitis as result of autoantibody production 
and immune complex deposition (32). In this strain, we first 
sought to confirm the effects of prenatal glucocorticoid treat-
ment on the thymus. After treating the pregnant dams (E18.5) 
with betamethasone (Figure  1A), at postnatal day 1 (PND1) 
we did not observe any difference in the weight of the pups 
(Figure  1B), but a drastic reduction in the number of living 
thymocytes (Figure 1C). Not surprisingly, thymocyte loss was 
caused by a massive reduction in the CD4+CD8+ DP compart-
ment and, as a consequence, a compensational increase in the 
frequency of DN cells (Figures 1D,E) could be observed. This 
effect was transient, since in the adult offspring the percentage 
of DP thymocytes was similar in both groups (not shown). 
Figure  1E shows a direct comparison of the composition of 
the thymocyte compartment in a sham- (upper row) vs. a 
betamethasone-treated (lower row) animal. The density plot in 
the right panels demonstrates the shift from maximal represen-
tation of DP cells in the untreated animals to a maximum of DN 
cells in the animals treated with betamethasone. Importantly, 
the range of DP cell loss within a litter was highly variable, with 
some animals displaying marginal effects while others have 
nearly lost the DP compartment (Figure 1D). This variation is 
likely the result of different exposure of each individual fetus 
to betamethasone (16). The frequencies of CD4SP and CD8SP 

cells remained similar, although we could notice a reduction in 
absolute cell counts (not shown).

Prenatal Betamethasone Treatment leads 

to changes in the T cell repertoire of 

Mrl/lpr Offspring
We next asked if the massive perinatal thymocyte death had 
long lasting consequences on the peripheral T cell compartment. 
While the MRL strain is prone to autoreactivity, the defect in fas 
(lpr, lymphoproliferation) leads to uncontrolled expansion and 
accumulation of autoreactive cells in the peripheral lymphoid 
organs, and accelerates, rather than initiates, disease (33). These 
autoreactive cells harbor the phenotype CD3+B220+CD4−CD8− 
(DN T  cells), and steadily increase with disease progression to 
become the most abundant subset in spleen and lymph nodes. 
Importantly, the TCR Vβ usage of public clones in the enlarged 
lymph nodes and in T cells infiltrating the kidneys of diseased 
animals is limited to a few families, including Vβ2, Vβ6, Vβ8.2, 
Vβ8.3, and Vβ10, underlining their pathogenic relevance (34–36). 
To assess if prenatal glucocorticoid treatment had an effect on the 
autoimmune repertoire, we performed flow cytometric analysis 
of TCR Vβ chain usage in peripheral CD4+, CD8+ and DN T cells 
of young (5- to 7-week old) and aged (15- to 17-week old) off-
spring of mothers treated with vehicle or betamethasone. While 
the frequencies of CD4+, CD8+, and DN T  cells at 5–7  weeks 
of age, before appearance of disease symptoms, were similar in 
both groups, accumulation of DN T  cells in the older animals 
was clearly more prominent in the group that had received beta-
methasone prenatally (Figures 2A,B). Moreover, analysis of Vβ 
chain usage on the different T cell subsets indicated a bias in TCR 
receptor Vβ expression in these mice, with higher representation 
of the potentially autoreactive Vβ2- (7.97 vs 8.95%, P = 0.0564), 
Vβ8.1/8.2- (10.91 vs 12.85%, P =  0.0379), and Vβ10b- (1.97 vs 
2.85%, P  =  0.0113) expressing DN T-cells in young animals 
(5–7  weeks) (Figures  2C,E) and further differences in the fre-
quency of Vβ5.1 CD4+ and CD8+ cells, Vβ11 in CD4+ T  cells, 
and Vβ12 in CD4+ T and DN T cells (Table S1 in Supplementary 
Material). Similarly, the TCR Vβ usage in MRL/lpr animals with 
advanced disease (at 15–17 weeks of age) was also biased, with 
differences in the frequency of Vβ14 (7.46 vs 8.46%, P = 0.0114) 
CD8+ T  cells and, as in young animals, in the disease-relevant 
Vβ10b (4.78 vs 6.18%, P = 0.0389) bearing DN cells (Figures 2D,F; 
Table S2 in Supplementary Material).

We next sought to determine whether the changes observed in 
the TCR Vβ repertoire resulted in a higher proliferation, which 
would reflect the presence of more autoreactive cells. For this, 
we performed AMLR to measure proliferation of autoreactive 
T  cells in response to endogenous antigens. While no external 
TCR stimulus was given, IL-2 was added to the cultures to sup-
port the incipient proliferation of the few autoreactive precursors. 
Although not significant, our data show higher proliferation rates 
of both CD4+ and CD8+ cells in the betamethasone-exposed 
animals (Figure  2G). As expected, DN cells showed maximal 
proliferation, and no differences were found between the treated 
and non-treated groups, since the accumulating DN cells are 
chronically activated in both groups.



FigUre 1 | Loss of double-positive (DP) thymocytes in the offspring of MRL/lpr mice after prenatal betamethasone treatment. (a) Schematic representation of the 

MRL/lpr mouse model. (B) Body weight from prenatally betamethasone (Bet) and vehicle-treated (PBS) MRL/lpr mice (n = 42–44 per group, male and female). (c) 

Total number of thymocytes (n = 10–11 per group, male). (D) Frequency of CD4−CD8− double-negative (DN), CD4+CD8+ DP, and mature CD4+ and CD8+ 

single-positive (SP) thymocytes (n = 8–10 per group, male). (e) t-SNE representation of the surviving cells in the thymic compartment after prenatal betamethasone 

treatment according to the expression of CD3, CD4, and CD8. Each dot represents a cell, and the colors show levels of expression of the indicated markers. The 

plots show one representative animal per group. The rightmost plots display the cell abundance (density) for each population. All analyses were performed at 

postnatal day 1 (PND1). Unpaired Student’s t-test was used for statistical analysis, **P < 0.01 and ***P < 0.001.

5

Gieras et al. Prenatal Steroids Change T Cell Repertoire

Frontiers in Immunology | www.frontiersin.org November 2017 | Volume 8 | Article 1505

The lpr defect in this mouse strain leads to a progressive 
enlargement of the lymphoid organs, enhancing the disease phe-
notype of the MRL strain (33). Therefore, we would expect that a 
T cell repertoire biased toward more autoreactivity would result 
in larger lymphoid organs. In agreement with increased amounts 
of pathogenic TCR Vβ families and enhanced T  cell prolifera-
tion, the spleens and lymph nodes were considerably larger in the 
animals whose mothers had been treated with betamethasone 

(Figures  2H,I), supporting the concept of a more autoreactive 
T  cell repertoire. However, a higher frequency of autoreactive 
T cells and enlarged lymphoid organs did not translate in acceler-
ated course of disease, as assessed by the levels of dsDNA autoan-
tibodies (Figure 2J) and proteinuria (Figure S1 in Supplementary 
Material) from 6 to 16 weeks of age, which were similar in both 
groups. Of note, prenatal betamethasone treatment resulted in a 
transiently lower body weight (Figure 2K) and higher production 
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Long-term effects of prenatal steroid treatment in MRL/lpr offspring. Frequencies of spleen T cell subsets CD4+, Treg cells, CD8+, and DN cells at (a) 5–7 weeks and 

(B) 15–17 weeks of age (n = 11–13 per group, male and female). (c,D) T cell receptor (TCR) Vβ chain usage among CD4+, CD8+, and DN splenocytes at  

(c) 5–7 (n = 11–12 per group, male and female) and (D) 15–17 weeks of age (n = 13 per group, male and female) was assessed by flow cytometry. Each of the 15 

analyzed TCR Vβ chain families is represented by a segment proportional in size to its frequency (which on average cover between 61 and 91% of all cells within the 

subsets, the segment “other Vβ” indicates Vβ chain expression not covered by our panel of TCR Vβ chain-specific Abs). Segments marked with an asterisk differ 

statistically significant between the groups (PBS or Bet), framed segments indicate TCR Vβ chains important for autoimmune disease in MRL/lpr mice. (e) Detailed 

results for the relevant TCR Vβ2, Vβ8.1/8.2, and Vβ10b in DN spleen cells at 5–7 weeks of age. (F) Detailed results for the relevant TCR Vβ10b in DN spleen cells at 

15–17 weeks of age. N-way ANOVA was used for statistical analysis of TCR Vβ chain usage. (g) Proliferation of autoreactive CD4+, CD8+, and DN cells from female 

MRL/lpr mice (n = 3–4 per group at 6–8 weeks). Pooled lymph node cells (1 × 105) were cultured in the presence of IL-2 (100 U/ml) without the addition of 

exogenous TCR stimulation for 3–5 days. Extent of cell proliferation was analyzed by flow cytometry based on eFluor 670 dilution. Values are expressed as 

mean ± SEM. (h–K) Disease parameters in MRL/lpr mice: (h) Size of spleen at 15 weeks of age. Effect of prenatal betamethasone treatment on (i) spleen 

(n = 16–19 per group) and lymph node (i = inguinal, n = 10–14 or a&b = axillary and brachial, n = 10–11 per group) weights and indices (mg/g body weight), (J) 

serum levels of dsDNA autoantibodies (n = 7–28 per group and time point), and (K) body weight (n = 9–29 per group and time point). Unpaired Student’s t-test was 

used for statistical analysis; *P < 0.05 and **P < 0.01.
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of ds-DNA specific IgG autoantibodies (Figure 2J) at 6 weeks of 
age, but this difference disappeared soon after. Thus, prenatal 
treatment of the pregnant females with betamethasone elicits 
drastic thymocyte death in the postnatal thymus, which results 
in persistent changes in the TCR repertoire promoting the expan-
sion of autoreactive Vβ families.

Prenatal Betamethasone Protects from 

T1D Development in nOD Mice
Despite the critical role of T cells in the initiation of autoimmun-
ity in MRL/lpr mice, other mechanisms such as the production 
of pathogenic autoantibodies and renal immune-complex 
deposition leading to complement activation, contribute fun-
damentally to disease progression. Therefore, we turned to a 
second model of autoimmunity with a more direct involvement 
of T cells in the immune pathogenesis, the NOD mouse model 
for T1D to assess persisting effects of prenatal betamethasone 
treatment. This spontaneous model of autoimmune diabetes is 
characterized by the activation of autoreactive T  cells and the 
destruction of insulin producing beta-cells in the pancreas. 
After prenatal administration of vehicle or betamethasone to 
non-diabetic females (E 18.5), glucose levels were measured in 
the female offspring for the occurrence of T1D until 25 weeks of 
age (Figure 3A). Surprisingly, we found that fetal glucocorticoid 
exposure was protective against the development of T1D in 
females (Figure 3B). At 25 weeks of age, only 25% of the NOD 
females in the control group were disease-free, while in the 
betamethasone treatment group it was 78%. Moreover, T1D onset 
was delayed in the treated group (from 14 weeks of age) when 
compared to control mice (from 11 weeks of age), consistently 
with the protective effect of the drug. There were no differences 
between the two groups in the frequencies of CD4+, Treg cells, 
CD8+, or CD3+ DN spleen cells at 6 weeks of age (Figure 3C). We 
next investigated whether the different incidence of disease could 
be traced to changes in the TCR Vβ repertoire. In the NOD mice, 
the most commonly found TCR Vβ chains in T cells infiltrating 
the pancreas are Vβ4 (37), and Vβ12 (38, 39), followed by Vβ8.1, 
Vβ2, and Vβ6 (40, 41). Our TCR Vβ usage analysis revealed that 
Vβ12 (6.71 vs. 5.45%, P = 0.0077) CD4+ T cells, and Vβ4 (2.66 vs. 
2.14%, P = 0.0683) and Vβ6 (9.28 vs. 7.39%, P = 0.0124) CD8+ 

T cells were underrepresented in the spleen of the female NOD 
mice whose mothers received betamethasone (Figures  3D,E; 
Table S3 in Supplementary Material). This lower frequency of 
pathogenic TCRs was reflected in the lower degree of immune cell 
infiltration in the pancreas of animals that had not yet developed 
T1D at 25 weeks of age, determined in a second mouse cohort 
(Figures 3F–H). Here, the incidence was somewhat lower in both 
groups, but still 46% of sham-treated females were disease-free at 
25 weeks, while 62% of the betamethasone-treated had normal 
glucose levels (P = 0.0847, Figure S2 in Supplementary Material). 
Therefore, we conclude that a bias in the T cell repertoire caused 
by prenatal glucocorticoid treatment contributes to protection 
from T1D in the NOD mice.

Prenatal Betamethasone Does not induce 

long lasting changes in the Treg cell 

compartment
In addition to changes in TCR Vβ usage, another possibility that 
could affect development of autoimmunity is the quantity or 
quality of Treg cells. Treg cells are less sensitive to glucocorticoid 
challenge than conventional CD4+ cells (42, 43). However, it is 
not known if prenatal treatment with betamethasone results in 
enrichment of Treg cells in the newborn and, more importantly, if 
there are consequences for the peripheral Treg cell compartment 
later in life. In a first set of experiments we exposed thymocytes 
from 6  weeks old (not prenatally treated) C57BL/6J mice to 
increasing concentrations (0.1–100 nM) of betamethasone in vitro 
and measured the survival of Treg cells compared to conventional 
CD4+ T cells. We used mifepristone (RU486), a synthetic steroid 
with potent anti-glucocorticoid properties, to confirm the speci-
ficity of the betamethasone effects. We found that the relative 
frequency of surviving CD4+CD25+ SP thymocytes (which in the 
naïve mice are considered Treg cells) increased in response to 
betamethasone in a dose-dependent manner, and this effect was 
completely inhibited by the addition of RU486 (Figure 4A). More 
than a threefold increase in the frequency of Treg cells compared 
to the untreated controls was achieved at 10 nM (Figure 4A). In 
contrast, conventional CD4+ single-positive thymocytes did not 
significantly change in proportion with increasing concentra-
tions of betamethasone (Figure 4B). To confirm that it is indeed 



FigUre 3 | Prenatal steroid treatment reduces insulitis and the incidence of T1D in NOD mice. (a) Schematic representation of the NOD mouse model.  

(B) Percentage of T1D-free NOD mice during 25 weeks of follow-up (n = 16–18 females per group). Gehan–Breslow–Wilcoxon test was used for statistical analysis. 

(c) Frequency of CD4+, Treg cells, CD8+, and DN splenocytes from female NOD mice at 6 weeks (n = 9–12 per group). (D) Comparison of Vβ chain usage between 

NOD offspring from betamethasone- (Bet) and sham-treated (PBS) dams at 6 weeks of age (n = 9–12 per group, female). Each T cell receptor (TCR) Vβ chain 

among CD4+ and CD8+ T cells is represented by a segment proportional in size to its frequency (which on average cover between 55 and 78% of all cells within the 

T cell subsets, the segment “other Vβ” indicates Vβ chain expression not covered by our panel of TCR Vβ chain-specific Abs). Segments marked with a star differ 

statistically significant between the groups (PBS or Bet), framed segments indicate TCR Vβ chains important for autoimmune disease in NOD mice. (e) Detailed 

results for the relevant TCR Vβ12 in CD4+ and TCR Vβ4 and Vβ6 in CD8+ spleen cells. N-way ANOVA was used for statistical analysis of TCR Vβ chain usage.  

(F) Representative H&E stained sections of pancreata from male and female T1D-free mice at sacrifice (25 weeks). (g) Insulitis score and (h) percentage of islets 

(presented as degree of infiltration: 0 = no insulitis, 1 = peri-insular inflammation, 2 = infiltration < 25%, 3 = infiltration 25–75%, 4 = infiltration > 75%) from 

non-diabetic male and female (n = 3 per group) NOD mice. Unpaired Student’s t-test was used for statistical analysis, *P < 0.05 and **P < 0.01.
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FigUre 4 | Treg precursor cells are less sensitive to betamethasone than conventional CD4+ cells. (a) Percentage of Treg cells after in vitro treatment of thymocytes 

(C57BL/6J) with increasing concentrations of betamethasone (0.1–100 nM) in the presence or absence of mifepristone (RU486) for 16 h. (B) Cell viability of Treg 

cells and conventional CD4 single-positive T cells is displayed as fold change in comparison to the negative control (no betamethasone). (c) Expression levels of 

Foxp3 mRNA in thymocytes after in vitro treatment with betamethasone (0–100 nM) for 16 h. Untreated thymocytes were used as calibrator. (D) Frequency of 

surviving Treg cells in thymocytes of 5-week-old female C57BL/6J mice (n = 5 per group) 24 h after injection of 0.1 mg betamethasone or PBS. (e) Frequency of 

Treg precursor cells in double-positive or (F) Treg cells in CD4SP thymocytes from the offspring of prenatally treated dams (n = 5–7 per group) at postnatal day 0 

(PND0). (g) Frequency of Treg (n = 15 per group), and (h) frequency of Neuropilin-1 positive (tTreg cells) and negative (pTreg cells) cells (n = 7–11 per group) in 

splenocytes at 5–7 weeks of age after prenatal betamethasone or vehicle treatment. Unpaired Student’s t-test was used for statistical analysis, *P < 0.05, 

**P < 0.01, and ****P < 0.0001.
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the Treg cell subset the one increasing, we performed RT-PCR 
on the cultured cells and found increased Foxp3 expression at 
higher betamethasone concentration (Figure 4C). We obtained 
similar results when thymocytes derived from untreated Foxp3RFP 
reporter mice were treated with betamethasone and Foxp3 
expression could be monitored by flow cytometry (Figure S3 in 
Supplementary Material). To test the effects of glucocorticoids on 
the frequency of Treg cells in vivo, we treated 6 weeks old mice 
i.p. with 0.1 mg betamethasone. Analysis of the thymus 24 h post-
treatment revealed a net increase in CD4+CD25+ in the surviving 
cells (Figure 4D). Finally, to find out if prenatal betamethasone 
exposure has an effect on the frequency of neonatal Treg cells, 
we treated pregnant females and analyzed Treg precursor cells 
in the DP thymocytes and in the CD4SP subpopulations in the 
offspring at postnatal day 0. As shown in Figure 4E, we could 
detect an increased frequency of DP CD25+ Treg precursor cells 
and a slightly elevated proportion of CD4+CD25+ thymic-derived 
Treg cells 24  h post-treatment (Figure  4F). This neonatal bias, 
however, did not persist until adulthood, since the percentage 
of Treg cells in the spleen of animals at 5–7  weeks of age was 
similar in both groups (Figure  4G). Moreover, no differences 
were observed in the expression of neuropilin-1 (Figure 4H) or 
CD62L (not shown), indicating similar percentages of thymic and 
peripherally induced Treg cells (44), and similar levels of activa-
tion in both groups. Proliferation and inflammatory cytokine 
production of spleen T  cells at this age was also comparable 
in both groups (not shown). Our data demonstrate that Treg 

thymocyte precursor cells are less sensitive than conventional 
CD4+ precursors to prenatal administration of betamethasone, 
resulting in a transient increase in the frequency of Treg precur-
sor cells after birth. However, these differences are not persisting, 
and do not elicit changes in the future Treg cell compartment.

Prenatal Betamethasone has no effect  

on Disease in the context of a highly 

restricted Pathogenic repertoire
In the two models of autoimmune disease that we have analyzed, 
disease develops spontaneously, and the TCR repertoire of the 
pathogenic cells is oligoclonal. In both cases, we have shown 
that antenatal betamethasone treatment elicits changes in the 
TCR Vβ usage affecting the autoreactive T  cell repertoire. To 
address if indeed glucocorticoid-induced changes in the TCR 
repertoire are responsible for this effect, we took advantage of 
a model in which only few TCRs are engaged in the pathogenic 
response, namely EAE induced by MOG35–55 peptide. In contrast 
to the more polyclonal response in the lupus-prone MRL/lpr 
mouse and in the NOD mouse model, in this induced model of 
autoimmunity, half of the CNS infiltrating cells bear Vβ8.1 or 
Vβ8.2 (45–47). We therefore treated pregnant C57BL/6J females 
with betamethasone at E18.5, and let the offspring develop 
normally, until injection of the MOG peptide at 6  weeks of 
age (Figure 5A). After disease induction, mice were examined 
daily and scored for clinical symptoms of disease for 30 days. 



FigUre 5 | Prenatal betamethasone does not alter the onset or the course of experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) despite changes in the T cell 

receptor (TCR) Vβ repertoire. (a) Schematic representation of the EAE mouse model. (B) EAE clinical scores and (c) survival of C57BL/6J mice (n = 9–11 per 

group, male and female) after MOG35–55 EAE induction in offspring of dams prenatally treated with betamethasone or PBS. Statistical analysis of survival was 

performed with Mantel–Cox test. (D) Comparison of Vβ chain usage between C57BL/6J offspring from betamethasone- or sham-treated mothers. Each TCR Vβ 

chain among CD4+ and CD8+ splenocytes is represented by a segment proportional in size to its frequency (which on average cover between 74 and 84% of all 

cells within the T cell subsets, the segment “other Vβ” indicates Vβ chain expression not covered by our panel of TCR Vβ chain-specific Abs). Segments marked with 

a star differ statistically significant between the groups (PBS or Bet), framed segments indicate TCR Vβ chains important for autoimmune disease in EAE mice. Data 

obtained at 5–7 weeks (n = 15 per group, male and female). (e) TCR Vβ chain usage represented as percent of change to negative control (PBS) ± SEM. N-way 

ANOVA was used for statistical analysis of TCR Vβ chain usage, *P < 0.05, **P < 0.01, and ***P < 0.001.
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No differences could be seen in disease onset, clinical score or 
survival between the animals whose mothers had been treated 
with betamethasone or with vehicle (Figures  5B,C). Analysis 
of the TCR repertoire revealed significant changes in Vβ chain 
usage between the two groups, namely affecting Vβ5.1/5.2 (2.73 
vs. 3.27%, P = 0.0004) and Vβ7 (2.24 vs. 1.99%, P = 0.0315) in 
CD4+ and Vβ7 (5.79 vs. 5.22%, P  =  0.0040) in CD8+ T  cells. 
However, the frequency of the disease-relevant Vβ8.1/8.2 chains 
remained unchanged (Figures 5D,E; Table S4 in Supplementary 
Material). Our data show that prenatal betamethasone is not 
altering the highly restricted pathogenic TCR repertoire in EAE, 
and—consequently—the disease course is similar in both groups 
of mice.

DiscUssiOn

Glucocorticoids are administered to pregnant women at risk 
of preterm delivery. A single course of betamethasone reduces 
morbidity related to acute respiratory distress in the neonate, 
without apparent short-term side effects (6). However, a com-
plete absence of a thymic shadow in X-ray images has been 
reported for all newborns that received prenatal dexamethasone 
treatment, while in the majority of healthy gestation-week 
matched untreated controls the thymus was visible (48). This 
condition is transient, since control X-rays over the first 4 weeks 
of life showed a progressive enlargement of the thymic gland 
(48). To explore possible long-term consequences of prenatal 
glucocorticoids in humans is a challenge, since women are 
treated upon symptoms of pre-term birth, which may happen 
at different time points of pregnancy, and the time span between 
treatment and birth can also be highly variable. It is therefore 
not surprising that analysis of cord blood parameters has not 
yielded conclusive results [reviewed in Ref. (49)]. Interestingly, 
epidemiological studies in much larger cohorts indicate an 
increased risk for infection in the neonate (50), and for asthma 
(51) and T1D (52) in young children that received prenatal 
steroid treatment.

For the reasons mentioned above in relation to human studies, 
we decided to use mouse models to explore possible long-term 
consequences of prenatal steroids upon the immune system. One 
dose of betamethasone equivalent to what is given in human 
pregnancy was injected to the dams before delivery. This dose 
is the minimum dose that showed improved lung maturation 
compared to vehicle in mice (53). Our experiments showed a 
drastic reduction in thymic size and cell numbers after prenatal 
betamethasone in the three mouse strains tested. The thymus 
plays an essential role for the development of a functional and 
self-tolerant TCR repertoire. Positive and negative selection 
events based on TCR avidity for self pMHC, ensure the elimina-
tion of non-functional or autoreactive T cells. Glucocorticoids 
have been shown to regulate the avidity threshold between 
positive and negative selection, and altered glucocorticoid sign-
aling results in a biased T cell repertoire (26–28, 54, 55). Thus, 
it is plausible that an excess of glucocorticoids in a moment of 
active immune development, like the perinatal period, causes 
changes in the T  cell repertoire influencing development of 
autoimmunity.

Autoreactive T  cell clones bearing distinct TCR Vβ chains 
expand in the target organs of autoimmune disease. For instance, 
T cells of the Vβ8.2 family recognizing MOG35–55 are predomi-
nant in the brain of C57BL/6 mice (47), and the repertoire of 
T cells infiltrating the pancreas of the NOD mouse is skewed to 
a limited set of families, including Vβ2, Vβ4, Vβ6, Vβ8.1, and 
Vβ12 (37–41, 56). Interestingly, injection of dexamethasone 
in the first 3  days of life has been shown to exert long-lasting 
effects on the expression of several Vβ genes in rats (57). We thus 
sought to assess the effect of prenatal corticosteroid treatment 
on the TCR Vβ repertoire in two spontaneous mouse models 
of autoimmunity. We decided to use flow cytometry to assess 
TCR Vβ family usage because it allows efficient measurement 
on the different T  cell subsets in individual mice simultane-
ously, without previous cell sorting. Exploiting this strategy, we 
observed that Vβ chains that are relevant for the development of 
T1D in the NOD mouse are underrepresented in the offspring 
of mothers that were treated with betamethasone. For instance, 
we found decreased frequencies of peripheral T  cells bearing 
the Vβ4 in mice whose mothers received betamethasone. Vβ4 
is utilized by all NOD mice in response to a dominant epitope 
on glutamic acid decarboxylase 65, and T cell responses to this 
antigen are already detected in the spleens of young pre-diabetic 
NOD mice (37), suggesting that this is an important epitope of 
the primary response. The oligoclonal pattern of islet infiltrating 
T cells in the NOD model in pre-diabetic mice (40, 41) is a strong 
indication of local antigen-driven expansion of a limited number 
of clonotypes, at least at the start of the disease, before epitope 
spreading. Thus, even subtle changes in the composition of the 
TCR repertoire, if affecting the relevant specificities, are likely to 
influence disease development. Not surprisingly, disease severity 
remained unchanged after prenatal betamethasone treatment 
in MOG-induced EAE, where T cells from the TCR Vβ8.1/8.2 
families, which account for half of the cells infiltrating the cen-
tral nervous system (46), were not affected by prenatal steroid 
treatment.

In contrast to the NOD model, we found that Vβ chains 
known to be expanded in the lymph nodes of MRL/lpr mice 
are more prominent in the offspring of betamethasone-treated 
mothers. In this particular mouse strain, the defect in Faslpr gene 
promotes the accumulation of activated autoreactive cells with 
the CD3+CD4−CD8− DN phenotype in peripheral lymphoid 
organs (33, 58). The expanded population of the abnormally 
proliferating lymph node T cells in MRL/lpr mice is heterogene-
ous, but Vβ gene expression is skewed toward members of the 
Vβ2 and Vβ8 families in the DN population (35, 36, 59, 60). The 
pathogenic nature of Vβ8-bearing T cells is underpinned by the 
lack of disease in animals that have been treated with anti-TCR 
Vβ8 antibodies (61). Our data show that Vβ2, Vβ8.1/8.2 and 
Vβ10b are overrepresented in the DN population in the offspring 
of betamethasone-treated mothers, indicating a larger contingent 
of autoreactive cells in these animals. This is further supported by 
the higher proliferation of CD4+ and CD8+ T cells in the AMLR, 
and the larger size of lymphoid organs. Still, we did not observe 
more severe disease in the treated animals, which is probably due 
to the fact that although autoreactive T  cells contribute to the 
initiation of disease, the underlying causes for the pathogenesis 
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in the MRL/lpr lupus model lie in the activation of complement 
by immune complex deposition in the kidney and blood vessels, 
and inflammatory responses triggered by defects in the clearance 
of dying cells (62, 63).

How do prenatal glucocorticoids exert their effect on the T cell 
repertoire? Using different strategies of glucocorticoid-receptor 
deficiency it has already been shown that diminished glucocorti-
coid signaling can alter the positive and negative selection avid-
ity thresholds, or create “holes” in the TCR repertoire (26–28). 
Indeed, lymph nodes and spleen were smaller and the TCR 
repertoire was less autoreactive in MRL/lpr animals with deficient 
glucocorticoid receptor expression in thymocytes (26), which is 
the opposite effect of what we have observed after prenatal excess 
of glucocorticoids. Mechanistically, this could be due to the ability 
of glucocorticoids to regulate T cell activation-related processes, 
thus influencing the outcome of thymic selection. Another pos-
sibility is that glucocorticoids alter the TCR repertoire by modu-
lating the transcription of endogenous retroviruses encoding for 
superantigens (64). Steroid hormones stimulate the expression of 
HERV-K in human cell lines (65), and a recent study has shown 
that all endogenous retroviral promoters tested responded to 
dexamethasone treatment with changes in activity in more than 
20 mouse strains (66). Since in the process of developing toler-
ance to superantigens the TCR-reactive Vβ chains are partially or 
completely deleted in the thymus (67), glucocorticoid-induced 
changes in the transcription of endogenous retroviruses could be 
the underlying cause for the differences that we find in the periph-
eral TCR repertoire. Indeed, endogenous retroviral sequences 
induced autoreactive T cells when injected into neonate NOD, 
but not C57BL/6 mice (68), highlighting the importance of this 
pathway for the modulation of the T cell repertoire, but also the 
strain-specific effects (66, 69). In humans, reactivation of endog-
enous retroviruses has been associated to several autoimmune 
diseases, including T1D, multiple sclerosis and systemic lupus 
erythematosus [reviewed in Ref. (70)]. For instance, viral particles 
of the human endogenous retrovirus HERV-K have been isolated 
from pancreatic islets of T1D patients, suggesting a possible role 
in the disease (71). HERV-K encodes for a superantigen that can 
efficiently stimulate Vβ7 CD4+ T cells, which are expanded in the 
pancreas of patients with T1D (72, 73). Notably, TCR Vβ7 CD4+ 
precursors were deleted by HERV-K18 in an in  vitro model of 
human negative selection (74), altogether linking glucocorticoid-
induced transcription of endogenous retroviruses, TCR Vβ 
repertoire selection and autoimmunity also in the human system.

The observed disease protection in the NOD model is intrigu-
ing. Obviously, prenatal exposure to glucocorticoids can alter the 
epigenome of the offspring, affecting multiple organs and pathways 
(75). Therefore, in addition to the observed effects on TCR reper-
toire, we cannot discard epigenetic effects on glucose metabolism 
or pancreatic beta cell development as disease modifiers (76), and 
research on this topic is ongoing. Moreover, changes in the micro-
biome are likely to influence immune system development in the 
offspring (77). In this context, prenatal dexamethasone was found 
to induce epigenetic changes affecting genes involved in intestinal 
barrier function, subsequently influencing bacterial colonization 
at two weeks after birth (78). Interestingly, changes in the intestinal 
microbiota or a diet rich in the microbial metabolites acetate and 

butyrate have a profound influence on the development of T1D 
in the NOD mouse by decreasing the frequency of autoreactive 
T cells or boosting regulatory function (79, 80).

Foxp3+ Treg cells constitute another plausible player in disease 
protection. Naturally occurring Treg cells develop in the thymus, 
originating from thymocytes with high affinity for self pMHC 
complexes (81), and are also subjected to the effects of prenatal 
glucocorticoids. In line with published data (42), our results 
obtained from different in  vitro and in  vivo settings show that 
Treg precursor cells are less sensitive to glucocorticoid-induced 
cell death than their non-Treg cell counterparts, and this has 
also been shown for mature Treg cells (43). This could be due to 
several reasons, including an enhancer effect of glucocorticoid 
signaling on foxp3 gene expression (82, 83), or Treg cell genera-
tion driven by intrathymic TGF-β production upon thymocyte 
apoptosis (84). Thus, either by preventing apoptosis of Treg cells 
or by directly inducing Treg cell differentiation, glucocorticoids 
support enhanced Treg cell development, noticeable shortly 
after birth. This effect, however, does not persist into adulthood, 
since we do not see any difference in Treg cell frequencies or 
function (not shown). In line with our data, adult GR-deficient 
animals had normal frequencies of Treg cells in the periphery 
(28). A particular population of Treg cells generated perinatally 
are crucial for the maintenance of tolerance to self-antigens, and 
the presence of these cells prevented insulitis in the NOD mice 
(22). We do not favor the notion that the perinatally generated 
Treg cells are responsible for protection in our model, because if 
prenatal steroids would specifically enhance development of this 
highly protective population, their influence would be noticeable 
not only in the NOD model, but also in the EAE model, which is 
susceptible to even small variations in the Treg cell compartment 
(43). Altogether, we conclude that it is the changes in the TCR 
repertoire and not the effect on Treg cell development what influ-
ences disease susceptibility in the NOD model. Interestingly, a 
recent study showed a beta cell antigen-specific pro-inflammatory 
T-helper cell signature in 6-month-old children who years later 
developed T1D, suggesting early T cell priming in the perinatal 
period (85).

A limitation of our prenatal betamethasone treatment model 
is that not all fetuses are equally affected by prenatal steroid treat-
ment [Figure 1D (16)]. At the time point PND1, the relative fre-
quencies of CD4+CD8+ thymocytes or of granulocytes in spleen 
can be taken as a proxy for the amount of betamethasone that 
the fetus received. At 6 weeks of life, however, it is not possible to 
identify the animals that were only minimally affected by prenatal 
steroids, and therefore they are also included in the analysis. In 
this regard, we believe that the long-term effects of prenatal 
betamethasone might be more prominent than what our results 
show, since they include animals that were very little affected, 
and this will not be the case in human singleton pregnancies. A 
possibility to overcome this problem in the mouse model could 
be to inject betamethasone postnatally, however, the influence 
of the incoming microbiome will probably mask the effects of 
betamethasone. Finally, while our data clearly demonstrate that 
changes in the TCR repertoire alter the course of autoimmun-
ity, additional T  cell-independent mechanisms influencing the 
outcome of disease are not ruled out.
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In this study, we asked whether prenatal exposure to glucocorti-
coids influences the development of autoimmunity later in life. By 
analyzing TCR Vβ usage in two mouse strains that spontaneously 
develop autoimmunity and in the MOG-EAE model, we provide 
evidence that prenatal betamethasone treatment, by changing the 
peripheral T cell repertoire, modifies the autoreactive T cell pool, 
and this may lead to unpredictable variations in the course of 
autoimmune disease, depending on which T cell clonotypes are 
affected. Thus, in spite of the undisputable benefits of prenatal 
glucocorticoids for infants born prematurely, this treatment may 
be associated with long-term effects on immunity, and it should 
be used with caution in cases where the risk of preterm birth is 
only marginal.
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Prenatal Betamethasone 
interferes with immune system 
development and alters target cells 
in autoimmune diabetes
David Perna-Barrull1, Silvia Rodriguez-Fernandez1, Irma Pujol-Autonell1, Anna Gieras2, 

Rosa M. Ampudia-Carrasco1, Adrian Villalba1, Laura Glau2, Eva Tolosa2 & Marta Vives-Pi  1,3

Non-genetic factors are crucial in the pathogenesis of type 1 diabetes (T1D), a disease caused by 
autoimmunity against insulin-producing β-cells. Exposure to medications in the prenatal period may 

influence the immune system maturation, thus altering self-tolerance. Prenatal administration of 
betamethasone –a synthetic glucocorticoid given to women at risk of preterm delivery– may affect the 
development of T1D. It has been previously demonstrated that prenatal betamethasone administration 
protects offspring from T1D development in nonobese diabetic (NOD) mice. The direct effect of 
betamethasone on the immature and mature immune system of NOD mice and on target β-cells is 

analysed in this paper. In vitro, betamethasone decreased lymphocyte viability and induced maturation-

resistant dendritic cells, which in turn impaired γδ T cell proliferation and decreased IL-17 production. 
Prenatal betamethasone exposure caused thymus hypotrophy in newborn mice as well as alterations 

in immune cells subsets. Furthermore, betamethasone decreased β-cell growth, reduced C-peptide 

secretion and altered the expression of genes related to autoimmunity, metabolism and islet mass in T1D 
target tissue. These results support the protection against T1D in the betamethasone-treated offspring 
and demonstrate that this drug alters the developing immune system and β-cells. Understanding how 

betamethasone generates self-tolerance could have potential clinical relevance in T1D.

Type 1 diabetes mellitus (T1D) is a metabolic disease caused by the destruction of pancreatic β-cells by autore-
active T lymphocytes1. T1D is usually diagnosed during childhood or adolescence, and its incidence is steadily 
increasing an average of 4% per year2. Many autoimmune diseases display a similar increase in incidence, but so 
far, there is no explanation for this trend. The challenge in finding a cure is based on the heterogeneity of mecha-
nisms that ultimately lead to the development of autoimmune reactions. For this reason, a better understanding 
of the influence of non-genetic factors in T1D susceptibility is needed.

Predisposition to this disease relies mainly on genetic and environmental factors. Changes in the environment 
in the last decades have critically contributed to the increase in T1D incidence3 and other autoimmune diseases. 
Recently, special attention has been focused on pre- and perinatal factors. An indirect evidence of their contri-
bution in this matter is that dizygotic twins show greater incidence of T1D (15–25%)4,5 than non-twin siblings 
(5–10%)4,6. The age of the mother is also relevant to the increasing incidence of T1D7. Moreover, the greater 
number of alloreactive microchimeric maternal cells in autoimmune diseases8 and specifically in the pancreas 
from patients with T1D can be related to the pathogenesis of the disease9. More recently, a preprimed CD4+ T cell 
population with capacity to respond immunologically to β-cell antigens was found in newborns, and these cells 
seem to be generated by an inefficient antigen presentation in the first months of life10.

Considering the pivotal relevance of the prenatal time window and how extrinsic factors can determine the 
development of autoimmunity/T1D in later life, the use of medical interventions during this period can alter the 
immune response in adult life. In a spontaneous T1D experimental model, the non-obese diabetic (NOD) mouse, 
we have recently shown that prenatal administration of betamethasone reduced T1D incidence in the offspring 
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and changed the TCR repertoire11. Betamethasone –a synthetic glucocorticoid widely used in obstetrics– induced 
foetal lung maturation, and significantly reduced mortality and morbidity in preterm newborns12. This drug 
easily reaches the foetus because it is not affected by inactivation by the placental enzyme 11β-hydroxysteroid 
dehydrogenase 213. Moreover, betamethasone also targets the ubiquitous glucocorticoid receptor, which is present 
in almost all cell types, including leukocytes, and may therefore affect the development of the immune system13.

One of the effects of betamethasone on T lymphocytes is the alteration of the T cell-receptor (TCR) repertoire. 
It has been previously demonstrated that prenatal betamethasone treatment results in a biased TCR repertoire, 
affecting the TCR (Vβ) relevant for T1D antigen recognition. In this scenario, the lower frequency of pathogenic 
TCRs (Vβ12 in CD4+ T cells and Vβ6 in CD8+ T cells) was reflected in the reduced immune cell infiltration in the 
pancreas and contributed to protection from T1D in the NOD mice11. These results encouraged us to analyse in 
depth the effects of prenatal betamethasone.

The effects of betamethasone on the immune system in NOD mice and in the insulin-producing β-cells, the 
target cells of T1D, are reported in this study. The results provide an explanation for the reduced incidence of T1D 
in NOD offspring after prenatal betamethasone treatment, enlightening possible immunological mechanisms, 
and adding knowledge in the complex puzzle that shapes the development of the immune system.

Results
Betamethasone deteriorates splenocytes’ viability. Treatment with betamethasone causes apoptosis 
of immature thymocytes11,14. The direct effect of betamethasone on splenocytes was evaluated in this study. A 
dose-dependent reduction of splenocytes’ viability was observed after 24 h of culture, with a significant decrease 
starting at 10 nM betamethasone (Fig. 1A), reaching a plateau at 50 nM. Sigmoidal non-linear regression of the 
toxicity assay showed an inhibitory concentration 50 (IC50) of 2.755 nM betamethasone with an adjustment of 
the sigmoidal regression (R2) of 0.9887 (Fig. 1B). Moreover, after Phorbol 12-Myristate 13-Acetate (PMA) and 
ionomycin stimulation for 72 h, splenocytes viability was determined (Fig. 1C). No effect was observed in T 
lymphocytes viability. In contrast, a reduction in the viability of B cells was observed when 25 nM betamethasone 
was used.

Figure 1. Betamethasone affects splenocytes’ viability and proliferation in vitro. (A) Percentage of viable 
splenocytes (annexinV PE−, 7aad−) after 24 h of culture with increasing betamethasone concentrations [0.1; 
1; 2.5; 5; 10; 50; 100 and 1000 nM] (grey dots), and control condition (white circles). Lines show the mean 
of n ≥ 4 independent experiments (*p ≤ 0.05 and **p < 0.01, Dunn’s test, Kruskal-Wallis). (B) Sigmoidal 
non-linear regression of the splenocytes’ viability and the Log2 of the betamethasone concentration to 
determine the inhibitory concentration 50 (R2 = 0.9887 and IC50 = 2.755 nM). (C) Percentage of viable T cells 
(annexinV-PE−, 7aad− of CD3+ splenocytes) and B cells (annexinV-PE−, 7aad− of CD19+ splenocytes) after 
72 h of culture with betamethasone (bet). White bars correspond to T cells with phorbol 12-miristate 13-acetate 
and ionomicine (PMA + IO) cultured with complete media (CM), 1 nM, 5 nM or 25 nM bet. Grey bars 
correspond to B cells with PMA + IO cultured with CM, 1 nM, 5 nM or 25 nM bet. Results presented as range 
and mean of 5 independent experiments (*p ≤ 0.05, Tukey’s test, Two-Way Anova).
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To assess if this drug affects human leukocytes viability, we tested the in vitro effect of betamethasone in 
human peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from healthy donors. The results show that betamethasone 
affects leukocyte viability in vitro starting at 105 nM (Suppl. Fig. 1). The effect was due to the decrease in viability 
of monocytes (CD14+) and B cells (CD19+).

In summary, betamethasone has a toxic effect on murine lymphocytes, and in human leukocytes, but at higher 
concentrations.

Betamethasone treatment prevents full maturation of dendritic cells (DCs). Antigen present-
ing cells are crucial for the outcome of adaptive immune responses, either orchestrating an inflammatory or a 
tolerogenic response. To assess the effect of betamethasone on DCs maturation, bone marrow precursor cells 
were cultured with increasing betamethasone concentrations during the differentiation process. The viability and 
phenotype were assessed after maturation with lipopolysaccharide (LPS). Betamethasone improved DCs viability 
after LPS maturation in comparison to untreated mature DCs (mDCs) (Fig. 2A, upper panel), but decreased 
the percentage of CD11c+ cells (Fig. 2A lower panel). Surface expression of MHC class I, MHC class II, CD40, 
CD86 and CD25 was determined by flow cytometry (Fig. 2B). Betamethasone treatment did not alter MHC class 
I expression in mDCs. In contrast, a significant reduction in MHC class II expression was found in all the beta-
methasone mDCs (betDCs) conditions when compared to mDCs. CD40 expression was downmodulated in the 
1000betDCs condition when compared to mDCs, reaching levels of immature DCs (iDCs). Regarding the CD86 
expression, a significant downmodulation in 100betDCs and 1000betDCs conditions was also observed. Finally, 
the expression of CD25 –a marker of immunoregulation15– was upregulated in the 100betDCs when compared 
to mDCs. In summary, these data show that betamethasone prevents full maturation of DCs.

Figure 2. Dendritic cells (DCs) derived from bone marrow precursors in the presence of betamethasone show 
a semi-mature phenotype after LPS stimuli. (A) Upper panel: percentage of viability of DCs (annexinV PE−, 
7aad− of CD11chi). Lower panel: differentiation yield of DCs from bone marrow progenitors (% CD11c+). 
(B) Median of fluorescence intensity (MFI) of MHC class I, MHC class II, CD40, CD86 and CD25 surface 
expression on DCs (CD11c+). White circles represent immature DCs (iDCs) after differentiation. Black and 
grey symbols represent DCs stimulated with lipopolysaccharide (LPS) for 24 h, without betamethasone (bet) 
(mDCs, black squares), or with 10 nM bet (grey triangles), 100 nM bet (grey dots), 1000 nM bet (grey rhombus). 
Lines show the mean of 9 independent experiments (*p ≤ 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001, 
Dunn’s test, Friedman test).
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To validate the effect of betamethasone in DCs matured with other innate immune ligands, CpG was used as 
maturation stimuli. The results show that betamethasone affects similarly both DCs matured with LPS or CpG 
in terms of viability, yield, and phenotype (Suppl. Fig. 2), and that it still points to a semi-mature or tolerogenic 
phenotype. Taken together, these results demonstrate that both maturation stimuli are not as powerful in the 
presence of betamethasone.

Betamethasone-generated DCs impaired proliferation of γδ+ T lymphocytes and decreased 
IL-17 production. Since betamethasone inhibits DCs maturation, the ability of these DCs to induce lympho-
cyte proliferation was analysed. To that end, DCs exposed to betamethasone and LPS or CpG were co-cultured 
with Carboxyflourescein Diacetate Succinimidyl Ester (CFSE) stained splenocytes from NOD mice. Although 
no differences were found in the percentage of B lymphocytes, the percentage of CD3+ T lymphocytes was lower 
when DCs were exposed to betamethasone (1000betDCs) when compared to mDCs (Suppl. Fig. 3A). No differ-
ences were found in T and B lymphocyte proliferation induced by DCs (Suppl. Fig. 3A). Regarding DCs matured 
with CpG, we observed a similar T cell proliferation pattern in comparison to those matured with LPS (Suppl. 
Fig. 3B). Surprisingly, the percentage of γδ+ double negative (DN) CD3+ T cells was lower in 100betDCs condi-
tion when compared to mDCs condition (Fig. 3A and Suppl. Fig. 3B), even though the same trend was observed 
at concentrations of 10 and 1000 nM. Moreover, a significant inhibition of γδ+ DN CD3+ T cell proliferation was 
observed at 100 nM (Fig. 3B), demonstrating the biological effect of betamethasone. The secretion of IL-17 was 
determined in the supernatant of the co-culture of splenocytes with DCs. The results show a decrease in IL-17 
secretion by betamethasone effect in proliferation experiments (Fig. 3C). In summary, proliferation of γδ+ T cells, 
but not of CD4+ and CD8+ T cells, is impaired after exposure to DCs generated with betamethasone and this 
effect is accompanied by a reduction of IL-17.

Prenatal betamethasone causes thymus hypotrophy and alters the peripheral immune com-
partment in newborn NOD mice. To assess the in vivo effect of betamethasone in primary and secondary 
lymphoid organs, the weight of the thymus and spleen after birth, at day 1 (d1) and day 4 (d4), were determined. 
As expected, the weight of the thymus was lower in the betamethasone treated group when compared to the sham 
group (∆increase = −62.05%) at d1 (Fig. 4A). At d4, thymus weight was similar in both groups (∆increase = 0.76%), 
reflecting a recovery, as reported14. According to these data, the number of thymocytes obtained after mechanical 
disruption was significantly lower in the betamethasone group at d1 when compared to the sham group. At d4, 
the number of thymocytes was similar in both groups.

Figure 3. Dendritic cells (DCs) differentiated with betamethasone impair autologous γδ+ T lymphocyte 
proliferation. DCs were loaded with insulin (20 µg/ml) and cultured with splenocytes in a ratio 1:10 for 4 days. 
White circles represent immature DCs (iDCs), black squares represent mature DCs (mDCs) generated in basal 
conditions and stimulated with lipopolysaccharide (LPS), grey symbols represent mDCs with 10 nM (triangles), 
100 nM (dots) and 1000 nM (rhombus) betamethasone (bet) during differentiation and stimulated with LPS. 
(A) Percentage of γδ+ T cells within CD3+ population after co-culture with DCs. (B) Percentage of autologous 
proliferation of γδ+ T cells (% CFSElow) after co-culture with DCs. (C) IL-17A production in T cell proliferation 
experiments measured in supernatants after 4 days of co-culture of DCs and splenocytes. Lines show the mean 
of 5 independent experiments (*p ≤ 0.05, **p < 0.01, Dunn’s test, Kruskal-Wallis test).
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Figure 4. Prenatal betamethasone alters thymocyte maturation in the thymus. (A) Weight and total number of 
cells in the thymus. White symbols represent the control group and grey symbols represent the betamethasone (bet) 
group, circles or dots and squares were used for postnatal day 1 (d1) and postnatal day 4 (d4) after birth, respectively. 
Bars and symbols show the mean ± s.d. of n ≥ 5 mice (*p ≤ 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, Mann-Whitney test). 
(B) Percentage of maturing thymocytes in the double negative (DN) stage (CD4− CD8−), DN stage 1 (DN1, CD44+ 
CD25−), DN stage 2 (DN2, CD44+ CD25+), DN stage 4 (DN4, CD44− CD25−) from the DN population, CD8 
immature single positive (CD8ISP, CD3− CD8+) and double positive (DP) stage (CD4+ CD8+). White symbols 
represent the sham group and grey symbols represent the bet group; circles or dots and squares were used for d1 
and d4, respectively. Bars and symbols show the mean ± s.d. of n ≥ 5 mice (*p ≤ 0.05, **p < 0.01, Mann-Whitney 
test). (C) Percentage of viable CD4+ thymocytes, CD8+ thymocytes and γδ+ thymocytes. White symbols represent 
the sham group and grey symbols represent the bet group; circles or dots and squares were used for d1 and d4, 
respectively. Bars and symbols show the mean ± s.d. of n ≥ 5 mice (*p ≤ 0.05, **p < 0.01, Mann-Whitney test). (D) 
t-SNE representation of the cell abundance (density) for each thymic population analysed by flow cytometry at d1 and 
d4 after birth in control and bet groups. The plots show two representative animals per group.
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Figure 5. Immune cell subsets in the spleen are altered after betamethasone treatment. (A) Weight and 
total number of cells in the spleen. White symbols represent the PBS group and grey symbols represent the 
betamethasone (bet) group, circles or dots and squares were used for postnatal day 1 (d1) and postnatal day 4 
(d4), respectively. Bars and symbols show the mean ± s.d. of n ≥ 5 mice (*p ≤ 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, 
Mann-Whitney test). (B) Percentage of neutrophils (Ly6G+CD11b+), macrophages (CD11c−CD11b+), 
conventional dendritic cells (CD11c+CD11b+) and plasmacytoid dendritic cells (CD11c+CD11b−) from the 
CD45+ CD3− population in the spleen. White symbols represent the sham group and grey symbols represent 
the bet group; circles or dots and squares were used for d1 and d4, respectively. Bars and symbols show the 
mean ± s.d. of n ≥ 5 mice (*p ≤ 0.05, **p < 0.01, Mann-Whitney test). (C) Percentage of viable lymphocytes 
(CD19+ B cells and TCRαβ+ T cells) and viable CD3− CD4+. Percentages of CD4+ cells, CD8+ cells and 
DN cells from the T cell population are only available at d4. White symbols represent the sham group and 
grey symbols represent the bet group; circles or dots and squares were used for d1 and d4, respectively. Bars 
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The effect of betamethasone in the cellular composition of the thymus after birth, at d1 and d4, was then ana-
lysed. Regarding thymocyte maturation, the percentages of thymocyte subsets were altered by prenatal betameth-
asone administration (Fig. 4B). As expected, double positive (DP) thymocytes, the most glucocorticoid-sensitive 
subset, were significantly reduced at d1 after treatment. This effect, however, was reversed at d4. A compensatory 
increase in the frequency of DN thymocytes was also observed at d1, but not at d4. Within the DN subpopula-
tions, the first stages (DN1 and DN2) and the CD8 immature single positive (CD3−CD8+, CD8ISP) were the ones 
overrepresented in the betamethasone-treated samples at d1, while DN3 and DN4 percentages were maintained. 
At d4 after birth, the DN subpopulations were similar in treated and non-treated mice, except for the CD8ISP 
subset, which was significantly reduced in the betamethasone group.

Then, mature thymocytes subsets (single positive, SP) were examined (Fig. 4C). No effect of betamethasone 
was observed in the CD3+CD4+ T cell subset. As expected, the percentage of this subset increased at d4 when 
compared to d1, both in treated and control mice. In contrast, betamethasone hindered the increase in the per-
centage of CD3+CD8+ T cell subset observed at d4 in the control group. Finally, betamethasone increased the 
percentage of γδ+ T lymphocytes at d1, recovering normal values at d4. A t-SNE analysis, performed with the data 
obtained from flow cytometry, show the composition of the thymocyte compartment at d1 and d4 in treated and 
sham mice (Fig. 4D and Suppl. Fig. 4). The density plots confirm the above mentioned differences (Fig. 4B,C) in 
the betamethasone group when compared with the control group at both checkpoints.

The weight of the spleen was not affected by betamethasone (∆increase = −16.32% at d1 and ∆increase = 21.5% at 
d4) (Fig. 5A, upper panel). The cellular composition was also altered after prenatal treatment: neutrophils were 
markedly increased at d1 after betamethasone treatment (Fig. 5B) while the frequency of macrophages was clearly 
reduced. Conventional DCs showed higher frequencies at d1 and d4 after treatment, and and the frequencies of 
plasmacytoid DCs tended to the same increase.

Splenic lymphocyte subsets were then analysed (Fig. 5C). A decrease in the percentage of B lymphocytes 
(CD19+) was detected in the betamethasone group at d1 when compared to the sham group, but it subsequently 
normalised at d4. The TCRαβ+ T cell subset was reduced in percentage in the treated group at both time points. 
Likewise, the percentage of putative lymphoid tissue inducer cells (CD4+CD3−, LTIs) was reduced in the treated 
group at d1 and d4 when compared to the sham group. Due to the very low amount of T cells in spleen at d1, 
the T cell compartment was no further differentiated. At d4, no differences were found when comparing the 
CD4+ subset between the two groups, CD8+ cells were significantly decreased, and a compensatory increase in 
CD4−CD8− in the betamethasone-treated group was observed. Similarly to the previous thymus analysis, a t-SNE 
analysis of the spleen was performed, including lymphoid (Fig. 5D and Suppl. Fig. 5) and myeloid (Fig. 5E and 
Suppl. Fig. 6) population density. A clear shift in the population density was observed in lymphoid and myeloid 
populations by the effect of betamethasone at both checkpoints.

In summary, betamethasone causes transient thymic hypotrophy, changes in the relative frequencies of splenic 
innate leukocytes and delayed seeding of T and B lymphocytes.

Betamethasone induces a quiescent state in β-cells. To determine the effect of betamethasone in the target 
cells of T1D, a NOD-derived β-cell line, NIT-1, was exposed to increasing concentrations of this drug. After 48 h of cul-
ture, a dose-dependent reduction in the viability of NIT-1 was observed (Fig. 6A). To assess the effect of betamethasone 
in β-cell growth, NIT-1 cells were exposed to 0.1 µM betamethasone for 8 days (Fig. 6B, upper panel). NIT-1 cells dou-
bled every 4 days in basal culture conditions but, in contrast, they completely lost their growth potential when exposed 
to betamethasone (Fig. 6B, upper panel). This effect was not due to a loss of viability (Fig. 6B, lower panel), but rather to 
cellular quiescence, since the effect was reversible after the removal of betamethasone (data not shown).

Betamethasone impairs insulin secretion and induces phenotypical changes in β-cells. Insulin 
secretion was indirectly determined by measuring C-peptide concentration in culture media. In this sense, meta-
bolic changes were observed in NIT-1 cells after 48 h culture with betamethasone at 0.01 µM. This concentration 
was chosen due to the high preservation of cell viability. Analysis of cell culture supernatants revealed a significant 
reduction in C-peptide concentration upon betamethasone treatment (Fig. 6C).

Because of their critical role in endogenous antigen presentation and autoimmunity in T1D16,17, cell surface 
expression of CD44 and MHC class I was determined in NIT-1 cells. CD44 expression was reduced when cells 
were exposed to betamethasone concentrations from 0.1 µM (Fig. 6D). In contrast, MHC class I was significantly 
overexpressed by the effect of betamethasone (1 µM) in comparison to control condition. In summary, betameth-
asone alters NIT-1 cell metabolism and phenotype.

Betamethasone alters the transcription of genes related to autoimmunity, metabolism and islet 
mass in T1D target tissue. To determine putative changes in gene expression induced by betamethasone, 13 
genes known to be related to T1D were selected: Ins2, Gad1, Gad2 (autoantigens), Cd44, Cd14, Ccl2, Il22ra1, Cxcl2 
(related to autoimmunity), and Tcf7l2, Pcsk1, Pten, Igfr1, Ptprj (related to metabolism and islet cell mass).

and symbols show the mean ± s.d. of n ≥ 5 mice (*p ≤ 0.05, **p < 0.01, Mann-Whitney test). (D) t-SNE 
representation of the cell abundance (density) for each spleen lymphoid population analysed by flow cytometry 
at d1 and d4 after birth in control and bet groups. Asterisk (*) refers to a population that is probably lymphoid 
tissue inducer cells (LTIs), but no positive marker in the cytometry panel was used. The plots show two 
representative animals per group. (E) t-SNE representation of the cell abundance (density) for each spleen 
myeloid population analysed by flow cytometry at d1 and d4 after birth in control and bet groups. The plots 
show two representative animals per group.
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After exposure to betamethasone, a significant upregulation of Gad1, Ccl2, Cxcl2, Cd14, Il22ra1, Tcf7l2, Pcsk1, 
and Ptprj and a significant downregulation of Cd44 were observed in NIT-1 cells (Fig. 7A). No significant changes 
were found in the expression of Ins2 and Gad2. As expected, a lower concentration of betamethasone (0.01 µM) 
caused fewer gene expression changes (Suppl. Fig. 7).

Given the differences between NIT-1 insulinoma cell line and islets in composition and function, we deter-
mined the effect of betamethasone in isolated islets from NOD mice (Fig. 7B). Betamethasone alters the tran-
scription of the above mentioned genes. A similar gene expression profile was observed in treated islets when 

Figure 6. Betamethasone alters NIT-1 cells proliferation and C-peptide secretion. (A) Percentage of viable 
NIT-1 cells (annexinV PE−, 7aad−) after 48 h of culture with increasing betamethasone (bet) concentrations 
[0.01; 0.1; 1 and 10 µM] (grey dots). Basal medium conditions (white circles) were included. Lines show 
the mean of 6 independent experiments (*p ≤ 0.05, Dunn’s test, Kruskal-Wallis). (B) Upper panel: relative 
ratio of NIT-1 cell growth after 8 days of culture with 0.1 µM bet (grey squares) or without bet (white 
circles). Data presented as mean ± s.d. of relative cell number (n = 5 independent experiments), this being 
relative cell number of each day referred to their respective day 0 cell number (+p ≤ 0.05, ++++p < 0.0001 
for betamethasone-control comparison; *p ≤ 0.05, ****p < 0.0001 for intragroup comparison, Tukey’s test, 
Two-way Anova). Lower panel: percentage of viable NIT-1 cell line (annexinV PE−, 7aad−) during the 8 days 
of culture. (C) C-peptide concentration in NIT-1 cells’ supernatant after 48 h without bet (white box) or with 
0.01 µM bet (grey box). Data are represented as ng/ml × 106cells/ml. Data shown as box and whisker plots 
(*p ≤ 0.05, Mann-Whitney test). (D) Relative median of fluorescence intensity (MFI) of CD44 and MHC class 
I in NIT-1 cells after 48 h of culture with bet at different concentrations [0.01; 0.1; 1 and 10 µM] (grey symbols) 
or without bet (white circles). Lines show the mean of n = 6 of relative MFI, this being MFI of each culture 
condition referred to their respective CM control (*p ≤ 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 Dunn’s test).
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compared to NIT-1 cells. Remarkably, 10 out of 13 genes follow the same expression alteration that those observed 
in NIT-1 cells, and only Ins2 and Ccl2 were expressed in the opposite sense. These results, although non signifi-
cant, show a biological effect of betamethasone in pancreatic islets.

Figure 7. Betamethasone exposure alters gene expression in NIT-1 cells, islets of Langerhans and whole 
pancreas. (A) Relative gene expression of 13 selected genes in NIT-1 cells after betamethasone treatment 
(0.1 µM betamethasone, n ≥ 8) analysed by qRT-PCR. Gene expression was normalized to Gapdh. Bars show 
the mean ± s.d. of the Log2 of Fold Change (FC) using basal (complete medium-cultured NIT-1) transcription 
as standard value (+p ≤ 0.05 and ++p < 0.01, Wilcoxon test). (B) Relative gene expression of 13 selected genes 
in purified islets of Langerhans from 4 mice after culture with betamethasone (0.1 µM betamethasone, n = 4) 
analysed by qRT-PCR. Gene expression was normalized to Gapdh. Bars show the mean ± s.d. of the Log2 of 
FC using basal (complete medium-cultured islets) transcription as standard value (Wilcoxon test); n.d., not 
detected. (C) Histogram of relative gene expression of 8 selected genes in pancreases from newborn pups 
prenatally treated with 0.1 mg betamethasone (grey bars) or vehicle control (black bars) (n = 4 pancreases/
group) analysed by qRT-PCR. Gene expression was normalized to Gapdh. Bars show the mean ± s.d. of gene 
expression (Mann-Whitney test).
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Finally, the expression of eight selected genes after prenatal betamethasone administration was determined in 
pancreases from NOD pups, 1 day after birth. Figure 7C shows the biological effect, although non significant, of 
betamethasone in the whole pancreas. According to the effect of betametasone in the islets, Cd44, Ccl2 and Igfr1 
genes were downregulated and Gad1 and Cxcl2 were upregulated. By contrast, the expression of Ins2, Cd14 and 
Il22ra1 tended to diminish.

Discussion
The incidence of T1D is steadily increasing, especially in children2. Changes in the environment are likely to 
contribute, but they are only starting to be identified18. A possible explanation is the environment during the peri-
natal development of the immune system. Prenatal administration of betamethasone is a common treatment used 
to improve survival of premature newborns. Glucocorticoids, however, are strong immune modulators19, but have 
short- and long-term effects on the immune system. Previous data have demonstrated that prenatal treatment 
with betamethasone induced changes in murine T cell TCR Vβ repertoire, altering the incidence of autoimmune 
diseases in the progeny11. In the case of T1D, protection from disease was observed in betamethasone-treated 
NOD offspring. The effect of betamethasone in experimental T1D has been expanded, not only in the immune 
system but also in the target cells of this disease, the insulin-producing β-cells. In the NOD mouse, betametha-
sone deteriorated splenocytes’ viability and caused a resistance to maturation in DCs, resulting in an inhibition 
of γδ+ T cell proliferation, suggesting a decrease in the immune response. Moreover, prenatal treatment with 
betamethasone treatment caused thymus and spleen hypotrophy and altered immune cell subsets in newborn 
NOD mice. Remarkably, betamethasone induced a quiescent state in β-cells, altered insulin secretion and caused 
phenotypical changes, thus affecting the immunogenicity of T1D target cells.

The thymic hypotrophy observed in newborn treated mice fits well with the in vitro toxic effect of betameth-
asone on thymocytes20. A delayed seeding of mature lymphocytes was observed in the spleen, in agreement with 
reported changes in haematopoiesis induced by glucocorticoid treatment, which favours myelopoiesis in detri-
ment of lymphopoiesis13. Moreover, bone marrow-derived DCs, which are considered crucial antigen presenting 
cells involved in T1D, were unable to fully mature after in vitro betamethasone exposure, independently of the 
maturation stimuli, thus indicating that the treatment could impair their ability to promote an autoimmune 
reaction in vivo. This is the first demonstration of the effect of betamethasone in DCs in the context of T1D. The 
beneficial effect of glucocorticoids in autoimmune or autoinflammatory diseases has been previously described. 
For example, in atopic dermatitis, betamethasone acts on epidermal DCs, and inhibits Th2 response, thus ame-
liorating this inflammatory disease21. Moreover, it is well known that dexamethasone, a drug of the same family, 
induces a semi-mature phenotype in DCs22–26. Furthermore, DCs generated with betamethasone displayed a 
tolerogenic phenotype, based on the expression of molecules involved in antigen presentation, co-stimulation, 
and activation, as previously described27. These features fit well with the in vivo effect of betamethasone and 
are consistent with a decreased ability to stimulate autologous γδ+ T cell proliferation. Also, γδ+ T cells have 
been shown to possess a pathogenic role through IL-17 secretion28. The here reported results suggest that 
maturation-resistant DCs may arrest γδ+ T cell proliferation, which is crucial for the development of T1D. By 
abrogating the cross-talk between these two cell types29, T1D incidence can be reduced in NOD mice.

The abovementioned thymic and spleen hypotrophy induced by betamethasone correlates with altered subsets 
in these lymphoid organs. Alterations in leukocyte types were found after a birth-near injection of betamethasone 
in NOD pregnant females, consistent with the half-life of the drug. Some of this changes were transient but others 
were long-lived, as we recently described with long lasting changes in the TCR repertoire11. Moreover, normal 
outcome in thymic development is disrupted by betamethasone treatment30, altering DN and DP subsets by 
enhancing apoptosis of the highly sensitive DP compartment31 and blocking the cells in the CD8ISP stage thus 
further reducing the DP cells compartment in the betamethasone-treated offspring32, an effect also observed in 
this study. Interestingly, the detrimental effect of betamethasone in viability is only observed in the CD3+CD8+ 
thymocyte subset in the thymus and is shown in the periphery, fitting well with the cytotoxic role of this subset 
in autoimmunity against β-cells. Furthermore, the reduction in the LTIs subset in the spleen of treated mice 
would impair the establishment of tertiary lymphoid organs33, thus, in the pancreas, slowing insulitis and T1D. 
Innate immunity was altered by betamethasone, as demonstrated by the drastic increase in peripheral neutro-
phils, an effect reverted at d4. This effect, due to demargination of the neutrophils, was also reported on premature 
infants when betamethasone was administered shortly before delivery34. Demargination of neutrophils is caused 
by downregulation of adhesion molecules35 and changes in the actin matrix of the cell36. In summary, prenatal 
betamethasone effect in developing immune system might be responsible, at least in part, for leukocyte alterations 
in newborn mice.

The effect of betamethasone on target T1D cells was also evaluated in this study. Several studies suggest 
that β-cells have an active role in eliciting their own destruction37,38. Functional and phenotypical changes in 
insulin-producing cells are thought to be crucial in the loss of self-tolerance. Although being aware of the differ-
ences between primary β-cells and the NOD-derived NIT-1 cell line, it was not technically feasible to obtain islets 
of Langerhans from newborn pups. The results demonstrated that betamethasone deteriorated NIT-1 cell viability 
and arrested cell growth, thus preventing the exponential growth phase, as described in other cell lines39,40. This 
effect fits well with the decrease of C-peptide secretion caused by betamethasone, as indirect biomarker of insulin 
secretion, and with the described effect of synthetic glucocorticoids in islet β-cells, causing a reversible inhibi-
tion of insulin secretion41 but maintaining insulin synthesis. Transcriptomic experiments validate this result. 
Interestingly, betamethasone-stimulated MHC class I expression –similar to that observed in DC– may amplify 
endogenous antigen presentation but in combination with the decrease in CD44 expression in β-cells suggest 
a mechanism of immune evasion. CD44 was selected due to its function in the regulation of cell adhesion and 
migration, both in insulitis16 and in the development of experimental disease17. Moreover, anti-CD44 treatment 
improved insulin production in islet transplantation42 by reducing graft-infiltrating T cells. Since the expression 
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of CD44 in β-cells is increased in the pancreases of T1D patients, mainly at T1D onset43, thus increasing the sus-
ceptibility to autoimmune destruction44, the betamethasone-induced downregulation of Cd44 gene observed in 
this study may contribute to β-cells protection in the context of autoimmunity.

The phenotypic and functional effects of betamethasone was accompanied by changes in the expression of 
genes related to autoimmunity, metabolism and islet mass, both in NIT-1 cells and islets such as a downregulation 
of Igf1r and a hyperexpression of Ptprj –both genes related to insulin sensing45. Moreover, overexpression of the 
tumour suppressor gene Pten explains the inhibition of the in vitro cell growth caused by betamethasone46. The 
increased expression of Cd14 gene, a pattern recognition receptor, suggests a homeostatic mechanism induced 
by cellular-stress to better regulate insulin secretion47. However, no further effect was found in NIT-1 cells due to 
the absence of LPS, a ligand of the CD14 protein, in the cell culture. Betamethasone may also affect β-cell mass 
homeostasis by upregulating Il22ra1 gene, which induces the expression of Regenerating (Reg) genes through the 
effect of IL-2248. Again, the absence of the ligand in culture conditions could prevent further expansion.

Betamethasone also altered the expression of Ccl2 gene in T1D target tissue. This chemokine is involved in the 
recruitment of monocytes, macrophages, DCs, and activated T-cells, thus leading to islet destruction49 or toler-
ance50. Ccl2 gene was downmodulated in betamethasone-treated islets and in the pancreas of prenatally-treated 
pups, correlating with the reduction of destructive insulitis. The increased Ccl2 gene expression observed in 
NIT-1 cells can be due to its tumoral origin. Another important chemokine in T1D is Cxcl2. Cxcl2 gene was over-
expressed by betamethasone in the three different substrates, indicating an increase of neutrophil recruitment to 
T1D target tissue. Neutrophils have an important role in β-cell destruction when accompanied by T cells in the 
microenvironment51. However, the here reported data suggest that T cell recruitment is halted by Ccl2 downmod-
ulation. In this scenario, and because apoptotic islet cells removal by neutrophils has anti-inflammatory effects, 
neutrophils would contribute to reduce inflammation52. This alteration fits well with the increased percentages of 
splenic DCs and neutrophils after betamethasone treatment.

Furthermore, Gad1 gene –codifying for GAD67 autoantigen53– was strongly upregulated by betamethasone. 
It has been reported that glucocorticoids upregulate GAD6754. This is the most expressed isoform of GAD. The 
other isoform, GAD65 is a target autoantigen of very early autoimmune attack in NOD mice55 that is not affected 
by betamethasone. The role of GAD67 is less clear but immunization of prediabetic NOD mice with GAD67 pre-
vents the onset of diabetes56. The here reported hyperexpression of Gad1, toghether with thymocytic apoptosis, 
suggests immunomodulatory effects.

It has been previously demonstrated that prenatal administration of betamethasone causes changes in the 
TCR repertoire influencing the outcome of autoimmunity. The results from this study confirm that other relevant 
cell types in T1D are affected. Since NOD strain is diabetes-prone, the alteration of the immune system cells dis-
rupts this predisposition. Moreover, the additional effect of betamethasone in reducing β-cell immunogenicity 
may explain the prevention of the disease by this drug.

Since autoimmune diabetes is different in NOD mice and in humans, it would be interesting to analyse the 
effects of prenatal administration of betamethasone in children: whether it has the same protective effect or it 
predisposes to autoimmunity. In this sense, a study performed in a Danish cohort of children studied the effects 
of the prescription of several corticosteroids to pregnant women57 according to the route of administration (sys-
temic, inhaled or topical). The results showed a weak increase of the risk of developing T1D in the offspring, but 
the effects of each corticosteroid was not individually analyzed in this study. We found no specific studies that 
addressed the effect of the administration prenatal betamethasone in the development of T1D. Further studies 
should be performed in children prenatally exposed to betamethasone between the week 24 and 34 of preg-
nancy58 to determine the prevalence of autoimmune diseases.

Taking into account that the immune system of the newborn is developing59, the prenatal immunological 
remodelling makes the immune system very susceptible to drugs. In fact, it has been reported that prenatal treat-
ment with betamethasone has immunomodulatory effects in newborn infants in terms of acceleration of NK 
activity, decrease of T cell proliferation, and inappropriate cellular immune responses60. These effects last for 
weeks, and may be harmful for the newborn. Concerns have been raised about the effects of prenatal betameth-
asone exposure on the developing immune system. In this sense, the amount of betamethasone administered to 
pregnant women (2 doses of 12 mg) corresponds approximately to 900 nM (for 70 Kg of body weight), and this 
concentration has no in vitro deleterious effect in human leukocyte viability, suggesting that betamethasone is not 
detrimental for human leukocytes in prenatal treatment.

Given the increase in the incidence of allergies and autoimmune disorders in the last years, elucidating the 
mechanisms of action of prenatal glucocorticoids will allow the design of prevention strategies. In this sense, the 
results of this study show that the effect of betamethasone on the developing immune system influences the sus-
ceptibility to experimental T1D, by direct effect to immune system cells and to pancreatic β-cells. Understanding 
the effect of betamethasone in self-tolerance could have potential clinical relevance in T1D.

Material and Methods
Mice breeding and treatment. Wild-type NOD mice, genetically prone to spontaneously develop autoim-
mune T1D, were obtained from The Jackson Lab (Bar Harbor, ME, USA) and kept under specific pathogen-free 
conditions. T1D incidence in NOD females was 67%. Mice were mated and the presence of a vaginal plug was 
considered day 0.5 of pregnancy (E0.5). On day 20 (E20) mice were i.p. injected with 0.1 mg betamethasone 
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) in Phosphate Buffered Saline (PBS, Oxoid Limited, Hampshire, UK) or 
vehicle control (PBS, Oxoid Limited, plus 10% EtOH, Alcoholes Gual, Pacs del Penedès, Spain). Betamethasone 
(Sigma-Aldrich) was diluted in ethanol (EtOH, Alcoholes Gual) at 5 mg/mL. For further dilution, PBS (Oxoid 
Limited) was used.
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Pancreases, islets and cell line. Newborn pups prenatally treated with betamethasone and controls (4 
mice/group) were euthanised at days 1 and 4. Pancreas was removed at day 1 (48 h after betamethasone adminis-
tration) and snap frozen in an isopentane/cold acetone bath for RNA isolation.

To isolate islets, pancreases from NOD mice were perfused with collagenase (Collagenase P, Roche, 
Indianapolis, IN) through the common bile duct61. Pancreases were removed and incubated at 37 °C for 30 min. 
After digestion, islets were hand-picked and groups of 10–20 islets were cultured. Culture medium (CM) was 
RPMI-1640 (Biowest, Nuaille, France) with 10% Foetal Bovine Serum (Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 
100 U/mL penicillin (Normon SA, Madrid, Spain), 100 µg/mL streptomycin (Reig Jofre, Sant Joan Despí, Spain), 
2 mmol/L glutamine (Sigma-Aldrich), 1 mmol/L sodium pyruvate (Gibco), and 25 µmol/L β-mercaptoethanol 
(Sigma-Aldrich).

NIT-1 cell line, established from NOD/Lt mice62, was chosen because of its similarity to β-cells in terms 
of autoantigens (American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA) and cultured in CM. Viability was 
assessed by staining with annexinV (AnnV) PE (Immunotools, Fryesoythe, Germany) and 7-amino-actinomycin 
D (7aad) labelling (BD Pharmingen, San Diego, CA, USA) and analysed with FACS Canto II (BD Biosciences, 
San Jose, CA, USA).

Flow cytometry analysis of cells from newborn mice lymphoid organs. To assess the changes 
induced by prenatal betamethasone in leukocyte subsets of newborn mice, thymi and spleens of pups eutha-
nised at d1 and d4 were harvested and weighed. Single-cell suspensions were obtained by mechanical disrup-
tion. Cells were stained for flow cytometry (FACS Canto II, BD Biosciences) analysis with anti-CD3e eFluor 
450 (eBioscience, San Diego, CA, USA), anti-CD4 APC (BD Biosciences), anti-CD4 APC-Cy7 (eBioscience), 
anti-CD8α PE-Cy7 (eBioscience), anti-CD11b APC (eBioscience), anti-CD11c PE-Cy7 (BD Biosciences), 
anti-CD19 V450 (BD Biosciences), anti-CD25 PE (BioLegend, San Diego, CA, USA), anti-CD44 APC (eBio-
science), anti-CD45 APC-Cy7 (eBioscience), anti-TCRγδ chain PerCP-Cy5.5 (BioLegend), anti-TCRαβ chain 
PerCP-Cy5.5 (BioLegend), anti-Ly6g PerCP-Cy5.5 (BD Biosciences) and Pacific Orange dye (ThermoFisher 
Scientific, Waltham, MA, USA) for viability. Data were manually analysed using FlowJo software (Tree Star Inc., 
Ashland, OR, USA). The dimensionality reduction algorithm t-SNE (t-distributed stochastic neighbour embed-
ding) in R, using the CRAN package “Rtsne”, was used for direct comparison of treated and untreated samples.

In vitro toxicity assay. To study the effect of betamethasone, spleens from prediabetic NOD mice (8–10 
weeks of age) were harvested and single-cell suspensions were obtained by mechanical disruption. After haemol-
ysis, cell number and viability were determined by AnnV PE (Immunotools), 7aad (BD Biosciences) and Perfect 
Count Microspheres (Cytognos SL., Salamanca, Spain) using flow cytometry (FACS Canto II, BD Biosciences). 
Splenocytes were cultured at 106 cells/mL with 0.1 nM, 1 nM, 2.5 nM, 5 nM, 10 nM, 50 nM, 100 nM or 1000 nM 
betamethasone or the corresponding controls (PBS). Cell viability was determined as abovementioned at 24 h 
using flow cytometry. Human PBMCs were obtained from 10 mL blood sample by means of Ficoll Paque (GE 
Healthcare, Marlborough, MA, USA) density gradient centrifugation. PBMCs were cultered at 106 cells/mL 
with 0.1 nM to 106 nM betamethasone. After 48 h, cell viability was determined in PBMCs using flow cytometry 
as detailed above, and three leukocyte subsets were analyzed using anti-CD3 APC, anti-CD14 APC-Cy7 and 
anti-CD19 PE (Immunotools).

Effect of betamethasone on DCs phenotype. DCs were derived from bone marrow precursors after 7 
days of culture with mGM-CSF (Prospecbio, Rehovot, Israel), with or without betamethasone (Sigma-Aldrich) 
from day 3 until the end of the differentiation protocol. Bone marrow was obtained from femur and tibia bones. 
After haemolysis, cell number and viability were determined by AnnV PE (Immunotools), 7aad (BD Biosciences) 
and Perfect Count Microspheres (Cytognos SL) using flow cytometry. Wells were seeded with 106 cells/mL in CM 
with 1000 IU/mL mGM-CSF, and 50% of culture media was replaced on days 3, 5, 7 and 8 with CM supplemented 
with 10% bovine foetal serum (Gibco), 2 mmol/L glutamine (Sigma-Aldrich), 1 mmol/L sodic pyruvate (Gibco) 
and 2000 UI/mL mGM-CSF (Prospecbio). Betamethasone was added at increasing concentrations [10 nM, 
100 nM and 1000 nM] at days 3–7. On day 8, DCs were cultured with insulin (Sigma-Aldrich) at 20 µg/mL for 
2 h and then matured with 100 ng/mL LPS (Sigma-Aldrich) for 24 h or 1 µg/mL CpG (Invivogen, San Diego, CA, 
USA) for 48 h. Untreated DCs were considered iDCs.

To determine the phenotype, iDCs, mDCs, and mDCs generated with betamethasone at increasing concen-
trations (10betDCs, 100betDCs, and 1000betDCs) were harvested with accutase (eBioscience), stained with 
anti-CD11c PE-Cy7 (BD Biosciences), anti-CD25 PE (eBioscience), anti-CD40 APC (BD Biosciences), anti-CD86 
PE (eBioscience), anti-Class I MHC eFluor 450 (eBioscience), anti-Class II MHC APC (eBioscience), AnnV PE 
(Immuntools), and 7aad (BD Biosciences), and analysed by flow cytometry (FACS Canto II, BD Biosciences) 
using FlowJo software (Tree Star Inc.). Corresponding fluorescence minus one staining was used as control.

Proliferation assays. To determine the effect of betamethasone on lymphocyte proliferation, splenocytes 
from NOD mice were stained with 0.31 µM CFSE (ThermoFisher Scientific) and 2 × 105 splenocytes were seeded 
and cultured with 1 nM, 5 nM, 25 nM betamethasone. To assess the proliferation capacity of splenocytes, 25 ng/
mL PMA (Sigma-Aldrich) and 250 ng/mL Ionomycin (IO, Sigma-Aldrich) were added. After 3 days, the cells 
were harvested and stained with anti-CD3 V450 (BD Bioscience), anti-CD19 PE (BD Bioscience) and 7aad (BD 
Bioscience) to assess viability and lymphocyte subsets by flow cytometry (LSR Fortessa, BD Biosciences).

To determine the tolerogenic capacities of DCs generated under the effect of betamethasone, CFSE-stained 
splenocytes were co-cultured with autologous iDCs, mDCs, and with mDCs differentiated in the presence of 
increasing concentrations of betamethasone at a 10:1 ratio (105 splenocytes:104 DCs) for 4 days; CM and 25 ng/
mL PMA plus 250 ng/mL IO were used as negative and positive controls, respectively. Cells were stained with 
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anti-CD3 V450 (BD Biosciences), anti-CD4 APC-Cy7 (BD Biosciences), anti-CD8 V500 (BD Biosciences), 
anti-CD19 PE (BD Biosciences), anti-TCRγδ PE-Cy7 (BioLegend), and 7aad (BD Biosciences) to assess the via-
bility and the different lymphocyte subsets by flow cytometry (LSR Fortessa, BD Biosciences). Culture superna-
tant was collected and frozen at −80 °C until use. The concentration of IL17A after the co-culture of splenocytes 
with DCs was assessed using a Ready-Set-Go IL17A ELISA kit (Invitrogen).

In vitro effect of betamethasone on β-cells. To further explore betamethasone effect, NIT-1 and iso-
lated islets cells were cultured with CM with or without betamethasone (100 nM, Sigma-Aldrich) for 2–10 days. 
CM was replaced every 2-3 days.

At least 5 × 105 NIT-1 cells were cultured for 2 days with graded concentrations of betamethasone (up to 
10 µM) or CM. Cells were harvested using 0.05% trypsin EDTA (ThermoFisher) and stained for anti-CD44 
BV786 (BD Biosciences), anti-Class I MHC eFluor 450 (eBioscience), AnnV PE (Immunotools) and 7aad (BD 
Biosciences). Median Fluorescence Intensity (MFI) and viability were assessed using flow cytometry (LSR 
Fortessa, BD Biosciences). Corresponding fluorescence minus one staining was used as control. Data were ana-
lysed using FlowJo software (Tree Star Inc.). Culture supernatant from NIT-1 cells was frozen at −80 °C until use. 
Insulin secretion was assessed by measuring C-peptide concentration in the supernatant by ELISA (RayBiotech, 
Norcross, GA, USA).

Quantitative RT-PCR. To determine the effects of betamethasone on transcriptome, quantitative RT-PCR 
was performed. Briefly, RNA was isolated from NIT-1 cells, purified islets and whole pancreases using RNeasy 
Micro Kit (QIAGEN, Hilden, Germany), and was reverse-transcribed with a High Capacity cDNA Reverse 
Transcription Kit (ThermoFisher Scientific). The cDNA synthesis reactions were carried out using random 
hexamers (0.5 mg/mL, BioTools, Madrid, Spain) and reverse transcriptase Moloney-murine-Leukaemia-virus 
(200 U/mL, Promega, Madison, WI, USA). For purified islets, targeted cDNA was pre-amplified prior to quan-
titative real-time PCR with TaqMan PreAmp Master Mix (ThermoFisher Scientific). Quantitative RT-PCR 
assays were performed by TaqMan universal assay (ThermoFisher Scientific) on a LightCycler® 480 (Roche, 
Mannheim, Germany) using the following TaqMan assays: Ins2 (Mm00731595_gH), Gad1 (Mm04207432_g1), 
Gad2 (Mm00484623_m1), Cd44 (Mm01277161_m1), Ccl2 (Mm00441242_m1), Cxcl2 (Mm00436450_m1), 
Ptprj (Mm00501277_m1), Pten (Mm00477208_m1), Igf1r (Mm00802831_m1), Cd14 (Mm00438094_g1), Pcsk1 
(Mm00479023_m1), Tcf7l2 (Mm00501505_m1), Il22ra1 (Mm01192943_m1). Relative quantification was per-
formed by normalising the expression for each gene to that of the housekeeping gene GAPDH (Mm99999915_
g1), as described in the 2−∆Ct method63. Values from NIT-1 and islets were normalised using their respective CM 
controls. The genes were selected using a gene-interaction database (Harmonizone)64 of glucocorticoid receptor, 
the list of genes differentially expressed in T1D patients43,65 and other β-cell specific genes66.

Statistical Analysis. Statistical analysis was performed using Prism 7.0 software (GraphPad software Inc., 
San Diego, CA, USA). Analysis of variance (Friedman’s test) was used for comparisons with several factors using 
a post-hoc Dunn’s test for the comparison between groups. For unpaired data, a non-parametric Mann-Whitney 
test was used; for paired data, non-parametric Wilcoxon test was used. A sigmoidal non-linear regression was 
used for IC50 assessment.

Ethics Statement. This study was carried out in strict accordance with the recommendations in the Guide 
for the Care and Use of Laboratory Animals of the Generalitat de Catalunya, Catalan Government. The protocol 
was approved by the Committee on the Ethics of Animal Experiments of the Germans Trias i Pujol Research 
Institute (Permit DAAM 8948) and has followed the principles outlined in the Declaration of Helsinki for animal 
experimental investigation. For human samples, all subjects gave written informed consent in accordance with 
the Decaration of Helsinki and the study was carried out after the approval and in strict accordance with the 
guidelines of Germans Trias i Pujol Research Institute and Hospital Ethical Committee.

Data Availability
The datasets generated and/or analysed during the current study are available from the corresponding author on 
reasonable request.
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9. Annex 

Annex 1: Consentiment informat i enquesta utilitzada per recollir 

dades epidemiològiques al Servei de Pediatria de l’HUGTiP. 
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