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Introduccid

1. DIABETIS MELLITUS

La diabetis mellitus és una malaltia heterogenia que té com a fet comu la hiperglucemia que es
produeix per diferents causes. En general, es caracteritza per una disminucié de la secrecio
d’insulina i/o un augment de la resisténcia a la seva accio, resultant-ne un augment de la
glucémia en sang i trastorns en el metabolisme de lipids i de proteines. Els simptomes son els
propis de la hiperglucémia i inclouen poliuria, polidipsia, polifagia i pérdua de pes. La llarga
evolucié de la malaltia s’associa a complicacions microangiopatiques oculars, renals i del
sistema nervios i també a lesions macrovasculars, de les quals les més caracteristiques son la

malaltia coronaria i lesions en les extremitats inferiors.

La diabetis mellitus se subclassifica en tipus1 (insulinodependent, IDDM), tipus 2
(insulinoindependent, IIDDM) dins de la qual es troba la diabetis insulinoindependent juvenil
(MODY, de les sigles en anglés), secundaries, relacionada amb la malnutricié i associada a
sindromes genétiques. De totes, la diabetis mellitus de tipus 1 i la de tipus 2 sén les més

abundants.

La diabetis mellitus tipus 1 representa un 10% de la diabetis en el mén occidental. Es una
malaltia d'origen autoimmunitari en la qual es produeix la destruccié de les cél-lules productores
d'insulina. El déficit de la insulina és el que provoca la hiperglucémia i aquests pacients

requereixen I'administracio d’insulina exdgena per tal de sobreviure.

La diabetis mellitus tipus 2 té una prevalenga en la poblacié molt alta que varia des del 2% en
algunes zones de I'india rural, fins un 30% en algunes poblacions americanes i del Pacific. En
el mon occidental té una prevalenca del 6% i representa el 90% de la diabetis mellitus. Es una
malaltia multifactorial en la qual hi ha una resisténcia a I'accié de la insulina i una inadequada
resposta compensatoria del pancrees ja que es produeix una destruccié de les cél-lules beta
productores de la insulina. Els diabétics de tipus 2 poden regular la seva glucémia controlant la
seva dieta o bé usant hipoglucemiants orals. Tot i aixd, en alguns casos pot ser necessari I'Us

d’insulina exdgena de manera aguda o bé cronica.

Encara que el pronostic i el tractament ha millorat molt en els Ultims temps, la diabetis mellitus
segueix sent una de les principals causes de morbiditat i mortalitat al mén. L’any 2.000, la
diabetis mellitus estava afectant a 171 milions de persones a tot el mén i es calcula que aquest

nombre augmentara fins 366 milions de persones afectades en el 2.030 (Wild S i col., 2004).

23



Introduccio

1.1. Diabetis mellitus tipus 1 (o insulinodependent, IDDM)

La diabetis mellitus tipus 1 i tipus 2 so6n genética i etioldgicament diferents, perd tenen
mecanismes moleculars comuns que condueixen a la disfuncié de les cél-lules beta. En la de
tipus 1 serien els mediadors immunologics i en la de tipus 2 factors metabdlics els que

activarien vies de senyalitzacié comunes que portarien a la destruccié de les cél-lules beta.

La destruccié de les cél-lules beta en la diabetis mellitus de tipus 1 és la consequéncia d'una
reaccié autoimmune contra les cél-lules beta del pancrees, que pot estar potenciada per factors
ambientals o per la predisposicié de l'individu. La malaltia es desenvolupa en dues fases: en la
primera fase o insulitis, els leucocits envaeixen els illots i, en la segona fase la major part de les
cél-lules beta son destruides, principalment per apoptosi, la qual cosa fa que no es produeixi

suficient insulina com per regular els nivells de glucosa i es doni la hiperglucéemia.

céldules
presentadores
d'antigens

céllules T
- activades

Figura 1. Esquema d'iniciacié de la diabetis tipus 1. Els limfocits T natius circulen per la sang i els organs limfatics,
incloent-hi els noduls limfatics pancreatics (PLN). En els noduls es troben amb les cél-lules presentadores d'antigens
que porten els antigens derivats de cél-lula beta i s'activen. Aquests limfocits T activats passen a la circulacio i
accedeixen als diferents teixits, entre ells el pancrees on es retroben amb els antigens, es reactiven i queden retinguts,

iniciant la insulitis. Esquema extret de Mathis D i col., 2001.

La major part dels leucocits que infiltren els illots en la primera fase de la malaltia sén limfocits
T (Tisch R i MacDevitt H, 1996; Bach JF i Mathis D, 1997). Normalment els limfocits T no tenen
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accés als teixits perod circulen lliurement per la sang i per els organs limfatics. Quan antigens
derivats de la cél-lula beta, com la insulina o la descarboxilasa de I'acid glutamic, sén recollits
per les cél-lules presentadores d'antigens que es troben en l'illot, aquestes cél-lules maduren i
migren cap als noduls limfatics del pancrees. Es en el nodul on les céllules T entren en
contacte amb els antigens derivats de la cél-lula beta i s'activen. Com a part del procés
d'activacio els limfocits T adquireixen la capacitat de migrar a través dels teixits, poden arribar
als illots on retrobaran l'antigen, es reactivaran i quedaran retinguts, iniciant la insulitis (Mathis
D i col.,, 2001) (Figura 1). S’hipotetitza que I'autoimmunitat es podria iniciar amb I'onada
d'apoptosi neonatal que es produeix en la fase de remodelacié d'érgans (Finegood DT i col.,
1995). Aquesta onada de mort de les cél-lules beta és una font de presentacio dels antigens al
sistema immunologic. Aquest fet té conseqléncies patologiques en aquells individus propensos
a la diabetis, els quals tenen tot un conjunt de cél-lules T autoreactives que s'activen davant
dels antigens de la cél-lula beta i que, a més, estan sotmesos a d'altres factors addicionals,

com son la susceptibilitat genética o ambiental.

Tot i que no esta molt clar I'origen dels efectors immunoldgics que indueixen la mort en les
cél-lules beta i que acaben conduint a la diabetis tipus 1, s'han proposat dos mecanismes

mitjangant els quals es pot estar produint la destruccié de les cél-lules beta (Figura 2):

(a) La mort de la cél-lula beta es produeix de manera directa mitjangant el reconeixement de
I'antigen per part dels limfocits T que sén presentats per el complex major d'histocompatibilitat
(de les sigles en anglés, MHC, Major Histocompatibility Complex) en la superficie de la cél-lula
beta. En aquest mecanisme es requereix el contacte cél-lula T/cél-lula beta que es pot donar
per la via de la perforina (molécula associada als granuls de les cél-lules citotdxiques que
s'insereix en la membrana de la cél-lula diana on forma un porus i provoca la lisi osmotica de la
cel-lula) i/o la interaccio Fas—Fas lligand (Fas, és el receptor de membrana que principalment

transmet els senyals de mort cap a l'interior de la cél-lula) (Figura 2a).

(b) La mort per apoptosi es produeix de manera indirecta. La interaccié es produeix entre els
limfocits T que estan infiltrant els illots i les cél-lules presentadores d'antigens. Com a resultat
d'aquesta interaccio, els limfocits T activats poden produir la mort a les cél-lules beta properes o
bé per la via directa de perforina i/o Fas—Fas lligand; o bé perqué la infiltracié condueix a una
resposta inflamatoria durant la qual s'alliberen citocines inflamatories, com soén IL-1, TNF-q,
IFN-y, IL-6 que s'acumulen en una alta concentracié en el microambient de l'illot. Aquests
mediadors inflamatoris poden ser produits directament per els limfocits T, o per els macrofags

activats o, fins i tot, alguns d'ells per les mateixes cél-lules beta. Totes aquestes citocines
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sinérgicament porten a l'activacié de cascades apoptotiques que acabaran causant la mort de

les cél-lules beta (Figura 2b).

perforina
FasL-Fas

IL-6, TNF-o. ..
IL-1, IFN-y, NO i

macrofag

Figura 2. Mecanismes cel-lulars proposats per a la mort de les cel-lules beta. (a) Es produeix el reconeixement directe
dels antigens de la cél-lula beta per part dels limfocits T. L'activacio de les cél-lules T produeix la mort de la cél-lula beta
per el contacte cel-lula—cél-lula, usant la via de la perforina o de Fas—Fas lligand. (b) Les cel-lules T reconeixen els
antigens de les cél-lules beta presentats indirectament per les cel-lules presentadores d'antigens (APC). L'activaci6 de
les cel-lules T condueix per diferents vies a la mort de la cel-lula beta: (i) mitjangant els receptors de membrana, com
sén Fas i TNF-R; (ii) les céllules T activades produeixen citocines i d'altres mediadors de mort solubles; (iii) I'activacio
dels macrofags i (iv) l'activacio de les cél-lules beta a produir mediadors de mort. Esquema extret de Mathis D i col.,
2001.

Entendre el paper de cadascuna de les diferents citocines en la mort de les cél-lules beta és
dificil ja que aquestes citocines sén produides per més d'un tipus cel-lular i tenen efecte sobre
més d'una diana. També perqué poden actuar com a forma soluble (amb diferent rang
d'activitats) o com a forma de membrana, i poden induir diferents receptors (amb diferents
efectes). A més les citocines inflamatories actuen com una xarxa de molécules
interconnectades, en la qual les unes tenen influéncia sobre la sintesi i activitat de les altres
(Mathis D i col., 2001).
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1.2. Diabetis mellitus tipus 2 (o insulinoindependent, IIDDM)

Al contrari que la diabetis mellitus tipus 1, la tipus 2 no es considera una malaltia d'origen
autoimmunitari. Es caracteritza per una resisténcia a l'acci6 de la insulina originada per
diferents causes i una secrecié d'insulina inadequada. La diabetis mellitus tipus 2 es produeix
quan la resisténcia a la insulina no pot ser compensada degut a una inadequada secrecio de la
insulina i s'acaba produint el deteriorament de la funcio de les cél-lules beta (Kahn SE, 2001).

Les causes de la disfunci6é de les cél-lules beta en la diabetis mellitus tipus 2 sén varies: (a)
I'esgotament de la cél-lula beta degut a I'augment de la demanda secretora que es produeix
per contrarestar la resisténcia a la insulina (DeFronzo RA i col., 1992); (b) la desensibilitzacié
de la céllula beta deguda a les altes concentracions de glucosa (Yki-Jarvinen H, 1992;
Robertson RP i col., 1994); (c) la lipotoxicitat (Unger RH, 1995) i (d) la reduccié de la massa
beta (Kahn SE i col., 1999).

Durant els ultims anys ha estat bastant discutit si a més a més de la funcié beta també la
massa de cél-lules beta esta disminuida en la diabetis mellitus tipus 2. L’any 2.003 es va
publicar un estudi en el qual quedava demostrat que es produia una disminucié de la massa
beta en pacients amb diabetis mellitus de tipus 2 (Butler AE i col., 2003). Butler i col-laboradors
van estudiar un gran nombre de pancrees humans obtinguts d'autdpsies. En Il'estudi es va
demostrar que els pancrees de malalts de diabetis de tipus 2 presentaven un volum de ceél-lules
beta reduit en comparacié amb els volum de cél-lules beta del pancrees no diabétics. A més,
també es va veure que la frequéncia de cél-lules beta apoptotiques estava augmentada en els
pancrees de malalts de diabetis tipus 2. Aquestes dades suggereixen que el mecanisme a

través del qual es redueix la massa beta en la diabetis tipus 2 és I'augment de I'apoptosi.

Aixi doncs, tot i que els dos tipus més frequients de diabetis mellitus tinguin un origen diferent,
finalment acaben compartint una caracteristica comuna (encara que en el cas de la diabetis de
tipus 2 pugui tenir un pes relatiu en el desenvolupament de la malaltia) que és la disminuci6 de

la massa de cél-lules beta productores d'insulina.
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2. MASSA CEL-LULAR BETA

La massa cel-lular beta del pancrees, com en tots els teixits de I'organisme, esta determinada
per el balang entre els processos de renovacio i/o augment de cél-lules i els de mort cel-lular.
Els mecanismes que contribueixen al manteniment de la massa beta sén aquells que fan
augmentar la massa beta, com la formaci6 de noves cél-lules beta a partir de ceél-lules
precursores o neogénesi, la replicacié de les cél-lules beta existents i els canvis en la mida i el
volum cel-lular, i, d’altra banda, els mecanismes de reducci6é de la massa beta o mort cel-lular
(Figura 3).

Augment Reduccio

Massa cel-lular beta

Replicacio de les .
collules beta ——— | Compartiment

preexistents proliferatiu

—— Mort cellular

Diferenciacio
de cél-lules
precursores

Hipertrofia —>

Compartiment

no proliferatiu

Figura 3. Esquema de l'estat dinamic de la massa beta. El 97% de les cél-lules beta de l'adult es troben en el
compartiment no proliferatiu. La renovacié de les cel-lules en I'adult es deguda basicament a la replicacié de les
celllules beta preexistents, perd també es pot donar per la diferenciacié de céllules de I'adult que actuen com a
precursores. La hipertrofia de les cél-lules individuals fa augmentar la massa beta perd no el nombre de cél-lules. La

mort de les cél-lules beta és el mecanisme mitjangant el qual es produeix la reduccié de la massa beta.

2.1. Renovaci6 i augment de les cél-lules beta

La diferenciacio a partir de cel-lules precursores o neogénesi €s el mecanisme principal amb el
qual es produeix l'augment de la massa de cel-lules beta pancreatiques durant I'etapa fetal
(Pictet RL i col., 1972; Finegood DT i col., 1995). En canvi, en I'adult I'augment del nombre de
cél-lules beta es produeix basicament per la divisié de les cél-lules preexistents. Tanmateix, en
I'adult es creu que és una poblacié de cél-lules precursores pluripotents que en determinades

ocasions poden diferenciar-se en cél-lules de l'illot (Bonner-Weir S, 2000), hevent-se descrit
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I'obtencié d’illots humans in vitro, a partir del cultiu de teixit ductal huma (Bonner-Weir S i col.,
2000). Tot i aquest fet, hi ha estudis que indiquen que la contribucié de les cél-lules precursores
en la generacié de noves cél-lules beta en I'adult és molt poc important i que la replicacié de
les cél-lules beta preexistents és el principal mecanisme per mantenir ’homedstasi de la massa

de cel-lules beta durant la vida adulta (Dor Y i col., 2004).

La capacitat de replicacié de les cél-lules beta és maxima durant I'etapa fetal, moment en que
aproximadament un 18% de les cél-lules es troben en el compartiment proliferatiu, perd després
del naixement, aquesta capacitat disminueix drasticament. En rates, als 3—4 mesos de vida
només el 3% de les cel-lules beta formen part del compartiment proliferatiu (en humans aquest
percentatge encara és menor, i un ptatge inferior al 0.1% de les cel-lules beta estan proliferant
en I'adult (Butler AE i col., 2003)). En rosegadors, la resta de cél-lules, el 97%, es troben en la
fase de repds (Gg) del cicle cel-lular i no poden incorporar-se de nou al cicle (Swenne |, 1983).
Aquesta baixa taxa de replicacié va fer creure que la massa beta en I'adult era fixa i que no
variava des del moment del naixement, perd poc a poc s'ha anat veient que la massa beta del
pancrees és dinamica, continua creixent durant l'etapa adulta de manera paral-lela al pes
corporal (Montanya E i col., 2000) i que té una gran capacitat d'adaptacié davant dels canvis en

la demanda metabolica (Montafia E i col., 1994).

L'augment de massa al llarg de la vida és el resultat dels processos de neogénesi i proliferacié
que hem comentat perdo també intervé un augment de la mida cel-lular o hipertrofia. En
rates, la mida individual de les cél-lules beta augmenta durant els primers mesos de vida tot i
que després es manté estable des del seté mes fins el quinzeé per després tornar a augmentar
al vinté mes de vida (Montanya E i col., 2000). Amb I'edat les cél-lules beta poden perdre la
seva capacitat funcional (de sintesi i secrecié de la insulina) i també poden ser més
susceptibles a patir danys. D'aquesta manera, les cél-lules beta tindrien la seva capacitat de
replicacio limitada a un nombre determinat de replicacions després de les quals passarien a un
estat de senescéncia. L’'augment de la mida de la cél-lula és un mecanisme prou eficient per a
una compensacioé rapida i transitoria, i aixi les cel-lules beta poden usar aquest augment de la
mida sense necessitat de replicar per a compensar d’'una manera rapida i transitoria la falta
d’insulina (Bonner-Weir S, 2001). A més, la hipertrofia és el mecanisme mitjancant el qual es
manté I'homeodstasi en I'adult quan la major part de les cél-lules beta ja no repliquen (Montanya
E i col., 2000). També s'ha observat que es produeix aquest fenomen en resposta a canvis en
la demanda metabodlica. Per exemple per la infusié durant un curt temps (96 h) d'una solucié de
glucosa al 50% que comporta un augment del 50% de la massa de cél-lules beta degut a un
augment de la replicacié i també a la hipertrofia de les cél-lules beta (Bonner-Weir S i col.,

1989). Un altre exemple on intervé la hipertrofia com a adaptacio de les condicions fisioldgiques
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en les que es poden trobar les cél-lules beta, és en el model de trasplantament d'illots

pancreatics (Montaina E i col., 1994).

2.2. Mort de les cél-lules beta

Si en I'adult es donés una taxa de proliferacio de només un 3% es podria duplicar o renovar
totalment la massa beta del pancrees en un mes. Per a que la massa beta es mantingui estable
cal que la proliferacio estigui contrarestada per la mort cel-lular. La mort cel-lular programada o
apoptosi participa normalment en la renovacié i el manteniment de tots els teixits de

I'organisme, tant durant el desenvolupament com en I'etapa adulta.

L'apoptosi de les cél-lules beta té un paper actiu en la regulacié de la massa beta durant el
periode neonatal, quan s'ha observat que participa en la remodelacié de la massa beta en els
pancrees de les rates de pocs dies de vida (13—-17 dies) (Scaglia L i col., 1997). També es
produeix un fenomen similar durant I'etapa postpart. Durant I'embaras la massa beta augmenta
un 50% degut a l'augment en la demanda metabdlica que es produeix. Un cop aquesta
demanda metabolica disminueix després del part, la massa beta retorna als seus nivells
normals en els primers 10 dies. Un dels mecanismes que hi participen és un augment dels

nivells d'apoptosi de les cél-lules beta (Scaglia L i col., 1995).

Durant la vida adulta, i sense que es produeixin canvis fisiologics importants en l'individu,
I'apoptosi de les cél-lules beta es manté a nivells baixos i constants (Montanya E i col., 2000).
Tot i aix0, 'apoptosi pot augmentar en determinats casos per a reduir el nombre de cél-lules
beta com a adaptacido a una menor demanda metabdlica tal i com s'ha descrit en diferents
models, com ara en el trasplantament d'insulinomes en rates (Blume N i col., 1995) o bé si es
trasplanta un excés de massa beta (Montafia E i col., 1993). En el primer cas, es produeix
I'atrofia de les celllules beta del pancrees del receptor de linsulinoma per apoptosi. La
hipoglucémia perllongada i la hiperinsulinémia que pateixen aquestes rates serien claus en la
retroalimentacioé negativa que causa la inhibicié de les cél-lules beta i la seva destruccié. En el
segon exemple, el trasplantament d'una massa beta en excés a ratolins C57BL/6 diabétics
comporta una disminucié de la massa trasplantada. Després del trasplantament, en els
receptors normoglucémics hi ha un excés de cél-lules beta funcionals, les dels illots trasplantats
i també les ceéllules beta del pancrees endogen. La reduccié de la massa trasplantada es
produeix com a resposta protectora davant I'alt risc de patir hipoglucémies (Montafia E i col.,
1993).
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3. MORT CEL-LULAR

La mort de les cél-lules es produeix per dos mecanismes principals: un procés que es considera
passiu i que afecta a grups de cél-lules, anomenat necrosi i un procés de mort programada,
actiu, que afecta a la cél-lula de manera individual, anomenat apoptosi. Durant els ultims 30
anys la mort cel-lular s'ha classificat usant aquesta dicotomia tot i que cada vegada es tendeix a
veure a aquests dos tipus de mort com els extrems de tot un ampli espectre de processos
bioquimics i morfoldgics possibles que condueixen a la mort de la cél-lula (Leist M i Nicotera P,
1997). Aquests tipus de mort cel-lular es poden donar de manera simultania en un mateix teixit
davant el mateix estimul, perd moltes vegades és la intensitat de I'estimul qui determina el

procés que es produira.

3.1. Necrosi

La necrosi es produeix com a resultat d'un dany sever i sobtat que afecta a tot un conjunt de
cél-lules o una zona de teixit. La necrosi es considera un procés accidental, una degradacié
incontrolada de la cél-lula. Es caracteritza per canvis en I'estructura i morfologia de la cél-lula
que fan que la céllula no pugui mantenir la seva homeostasi (Figura 4). El primer canvi
morfoldgic que es produeix és que els mitocondris s'inflen i es formen diposits de lipoproteines
a la matriu mitocondrial, després hi ha una alteracié de la membrana cel-lular que perd la seva
capacitat de regulacié de la pressié osmotica, amb el trencament del balang de calci, sodi i
aigua. Com a consequeéencia d'aquestes alteracions la cel-lula s'infla i es produeix un xoc
osmotic. El trencament de la membrana comporta I'alliberament del contingut intracel-lular i la

inflamacio del teixit (Taula 1).

carvis morfaldgics del mitocondri trencament de I membrana

pard cromaina consarvat

cél-lula nommal s'infla de manera reversible s'infla irmeversiblement desintegracid

Figura 4. Canvis morfologics que es produeixen durant el procés de necrosi.
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Els factors que poden induir la necrosi sén, per exemple, la hipoxia greu, la isquémia, factors
que produeixin dany en la membrana cel-lular com poden ser diferents toxines, un trauma sobre
el teixit, toxics quimics, metabolits reactius d'oxigen o inhibidors de bombes d'ions (Cameron R i
Feuer G, 2000).

3.2. Apoptosi

Per contra, I'apoptosi es considera un procés actiu de degradaci6 de la cél-lula. Comporta la
sintesi de novo de diferents proteines i una molt acurada regulacié del procés i, per tant, es
requereix un alt consum d'ATP (Taula 1). Afecta a la cél-lula de manera individual i sovint
també se I'anomena "suicidi cel-lular". Les caracteristiques morfologiques que la caracteritzen i

distingeixen de la necrosi sén les seguents (Cameron R i Feuer G, 2000) (Figura 5):

rmorfologia de mitocondri conserwada membranes intact es

Fragmentacid ded DA cossos apoptdlics

cél-lula nommal replegament de la membrana fragmentacid necrosi secundaria

Figura 5. Canvis morfologics que es produeixen durant el procés d'apoptosi.

En una primera fase, es produeix la condensacio i la fragmentacié del DNA, que s'acumula en
la periféria del nucli i aquest redueix la seva mida. També es produeix una reduccié del volum
total de la céllula i la compactacié dels organuls citoplasmatics. Els mitocondris, pero,
mantenen la seva estructura. En la segona fase del procés es produeix el replegament de la
membrana sense que es doni el seu trencament, I'exposicié de la fosfatidilserina cap a I'exterior
de la membrana (caracteristica que s'usa per a detectar I'apoptosi) i la formacié dels cossos
apoptotics, és a dir, fragments cel-lulars embolcallats per membrana. Aquests cossos
apoptotics normalment son fagocitats per cél-lules veines o macrofags evitant que es produeixi
una resposta inflamatoria. En una tercera fase es produeix una degeneracié d'aquests cossos
apoptotics que no han estat fagocitats, que recorda al procés de necrosi i que es coneix com a

necrosi secundaria.
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Hi ha una gran varietat de factors que poden activar el procés d'apoptosi com, per exemple,
diferents productes quimics (radicals lliures d'oxigen, productes terapéutics), danys fisics de la
cél-lula (rajos X, xoc térmic), d'altres cél-lules (cél-lules T), citocines (TNF-a) o la pérdua de
factors trofics (hormones, IL-2, IL-3) (Hui H i col., 2004).

En la Taula 1 es resumeixen les caracteristiques morfologiques que distingeixen la necrosi i

I'apoptosi.

Taula 1. Caracteristiques morfologiques de la necrosi i de I'apoptosi

Necrosi Apoptosi

Procés passiu Procés actiu (consum ATP)

Afecta a grups de cél-lules Afecta a cél'lules individuals

Pérdua de la integritat de la membrana Replegament de la membrana

Cél-lula i mitocondris s'inflen Condensacié de nucli i citoplasma

Digesti6é del DNA a I'atzar Fragmentacié del DNA entre
nucleosomes (fragments de 180 bp
o multiples)

Acaba amb la lisi de la cél-lula Acaba amb la formacié de cossos
apoptotics

3.2.1. Caspases

La major part dels canvis morfologics que s'observen en les cél-lules apoptotiques sén deguts a
l'activacio especifica d'unes proteases que contenen cisteina, anomenades caspases
(Cysteine requering ASPartate proteAse). Les caspases estan altament conservades al llarg de
I'evolucid i son claus en el control i execucio de I'apoptosi. Fins al moment se'n coneixen 14 de
diferents que es poden classificar en diferents subfamilies depenent del criteri a partir del qual
es faci la classificacié. Una classificacié molt usada basada en la seva activitat durant el procés
que condueix a l'apoptosi, les divideix en dos grups: iniciadores (reben el senyal d'activacié i
comencen el procés) o efectores (sén les que tallen els substrats, responsables de la

morfologia final de la cél-lula apoptotica) (Thornberry N i Lazebnik Y, 1998).

Les caspases se sintetitzen com a proenzims inactius i cada procaspasa conté un peptid

amino-terminal de longitud variable (predomini). Aquests predominis contenen diferents
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sequéncies amb funcions reguladores importants per a l'activacié de la mateixa caspasa.
L'activacié de les caspases es produeix quan es tallen per una zona especifica que conté I'acid
aspartic (Cohen GM, 1997). Per a una correcta catalisi cal el reconeixement de com a minim 4
aminoacids anteriors a I'acid aspartic. El reconeixement dels diferents tetrapéptids és el que
confereix especificitat a una caspasa i explica la diversitat en les seves funcions (Thornberry N i
Lazebnik Y, 1998). Finalment, la caspasa és activa quan s'uneixen dos heterodimers formats

per una subunitat gran i una de petita (Figura 6).

Predomini Subunitat gran  Subunitat petita
PROENZIM t t
INACTIU RS AspX

Activacié

Dominis catalitics
CASPASA
ACTIVA

Figura 6. Estructura i activacié de les caspases. La procaspasa és inactiva i conté tres dominis: el predomini, la
subunitat gran i la subunitat petita. La llargada del predomini varia entre les diferents caspases. El proenzim es talla per
les seqiiéncies de tall (Asp-X) i dues subunitats grans i dues de petites es combinen per a formar I'enzim actiu. Extret
de Hui H i col., 2004.

Les caspases s'activen unes a les altres produint una cascada d'activacio fins a l'activacio d'una
caspasa efectora que talla els diferents substrats. El tall del substrat pot inactivar la proteina
diana (com en el cas de la PARP, enzim responsable de la reparacié dels danys del DNA), o
activar-ne altres (com per exemple, I'endonucleasa que produeix els fragments de DNA de
180 bp, o multiples de 180 bp, caracteristics de I'apoptosi; o I'activacié de proteines de la via
que porta a la condensaci6 de la cromatina, o de les que destrueixen la lamina nuclear o el
citoesquelet de la cel-lula). Totes aquestes activacions i inactivacions de la maquinaria proteica

acaben produint la mort de la cél-lula.
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3.2.2. Vies apoptotiques

En la célllula de mamifer es considera que hi ha dues vies principals d'apoptosi: la via del

receptor de mort o extrinseca i la del mitocondri o intrinseca (Figura 7) (Hengartner MO, 2000).

o
Apoploscemes ‘-3

e s

Caspass-3 Srmac/DIABLO

Agaf1
@ Procaspasa-9
| .

Apoptotic subsiraies

Figura 7. Principals vies apoptotiques, via extrinseca i via intrinseca. CD95L(o FasL): Lligand del receptor CD95 (o
Fas), FADD: Fas-Associated Death Domain protein (molécula adaptadora del receptor Fas), AlF:Apoptosis Inducing
Factor, IAPs: Inhibitor of Apoptosis Proteins. Extret de Hengartner MO, 2000.

(a) Via del receptor de mort 0 extrinseca. Aquesta via s'activa per els membres de la familia
dels receptors de mort (com soén Fas/CD95 o el receptor | de TNF). La unié del lligand de
Fas/CD95 (FasL o CD95L) o de TNF fa que es reclutin d'altres receptors del mateix tipus i es
formi un complex de senyalitzacié de la induccié de la mort. Aquest complex, mitjangant la
molécula adaptadora FADD (Fas-associated death domain protein), recluta multiples molécules

de procaspasa 8 (caspasa iniciadora), que s'activen unes a les altres. L'activacié de la
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caspasa 8 es pot bloquejar per la uni6 amb un homodleg degenerat de les caspases c-FLIP
(Irmler M i col., 1997).

(b) Via del mitocondri o intrinseca. La via mitocondrial s'activa principalment com a resposta
a alguns senyals extracel-lulars o a danys interns, com és el dany en el DNA (Rich T i col.,
2000). Aquests diferents danys convergeixen en el mitocondri, normalment a través de
I'activacié d'un membre proapoptotic de la familia de Bcl-2 (familia de proteines fonamental en
la regulacié de l'apoptosi). La major part de membres d'aquesta familia de proteines, a
diferéncia de Bcl-2 que es troba principalment unit a membranes intracel-lulars, passen del
citosol a l'interior de I'organul (com per exemple, Bax, Bad, Bim i Bid) (Gross A i col., 1999; Li H
i col., 1998; Wolter KG i col., 1997; Puthalakath H i col., 1999). Les formes citosoliques soén
inactives, perd estan preparades per actuar immediatament. Els senyals proapoptotics
redirigeixen aquestes proteines cap al mitocondri, on s'acaba decidint el desti final de la cél-lula

amb el balang de membres de la familia de Bcl-2 pro- i antiapoptotics.

Aquestes proteines pro- i antiapoptdtiques es troben en la superficie del mitocondri on
competeixen per regular la sortida del citocrom c. Si el balan¢ es decanta cap als membres
proapoptotics s'alliberen tot un conjunt de molécules de l'interior del mitocondri. D'entre elles,
una d'important és el citocrom c que, juntament amb Apaf-1, la procaspasa 9 (caspasa
iniciadora) i potser d'altres proteines formen un complex anomenat apoptosoma. Aixi s'activa la
caspasa 9 que alhora activa les caspases efectores. A més del citocrom c, durant I'apoptosi
també s’alliberen del mitocondri d’altres molécules com I'adenilat ciclasa, diferents caspases i el

factor inductor d’apoptosi (AlF, Apoptosis Inducing Factor).

Les dues vies, I'extrinseca i la intrinseca convergeixen en l'activacié de les caspases efectores
(com la caspasa 3). L'activacié de la caspasa 3 i la seva activitat és antagonitzada per els
inhibidors de l'apoptosi (IAPs, Inhibitors-of-apoptosis proteins), que alhora sén antagonitzats
per Smac/DIABLO (una altra proteina alliberada per el mitocondri). Després de I'activacio de la
caspasa 3 el programa apoptotic se subdivideix en diferents programes, i la suma de tots ells
resulta en el desmantellament i I'eliminacié de la cél-lula. La interaccid i la integracié de les
dues vies es produeix mitjangant Bid, que és un membre proapoptotic de la familia de Bcl-2. La
protedlisi de Bid per part de la caspasa-8 augmenta la seva activitat proapotodtica, que resulta
en la seva translocaci6 cap al mitocondri, on promou la sortida del citocrom c. En la majoria de
les condicions fisiologiques en qué es troba una ceél-lula la interaccié entre les dues vies és
minima i les dues vies funcionen de manera independent (Gross A i col., 1999; Yin XM i col.,
1999).
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3.2.3. Reguladors de I'apoptosi

La familia de proteines de Bcl-2 tenen un paper important en la regulacid del procés
d’apoptosi. Esta formada per una dotzena de proteines que es divideixen en tres grups, basant-
se en les seves similituds estructurals i la seva funcié. Les proteines que pertanyen al grup |,
com Bcl-2 i Bcl-x,, es consideren antiapoptotiques; mentre que les del grup Il, com Bax i Bad, i
del grup lll, Bid i Bik, es consideren promotores de I'apoptosi. La major part dels membres
d’aquesta familia poden homodimeritzar, perd el fet important és que es poden formar
heterodimers entre membres pro- i antiapoptotics (Reed JC, 1997; Adams JM i Cory S, 1998;
Antonsson B i Martinou JC, 2000) que resulten en la neutralitzacio de les proteines. Aixi doncs,
el balang entre els membres pro- i antiapoptotics determinara el desti de les cél-lules; les
cél-lules que contenen més proteines proapoptotiques sén més sensibles a la mort, mentre les
que tenen un més alt contingut de proteines antiapoptotiques sén més resistents. La funcié clau
de les proteines d’aquesta familia és la de regular I'alliberament de factors proapoptotics, en
particular del citocrom ¢, des del compartiment intermembrana del mitocondri cap al citosol
(Adams JM i Cory S, 1998; Antonsson B i Martinou JC, 2000). Hi ha tres hipotesis de com
actuen per alliberar els factors proapoptotics del mitocondri: o bé formant un canals d’ions en la
membrana mitocondrial inserint-se en la bicapa lipidica; o bé reclutant d’altres proteines en un
complex de proteines que formaran el porus; o bé directament, trencant I’homeodstasi del
mitocondri que resulta en l'inflament de I'organul i el trencament del mitocondri (Hengartner
MO, 2000).

D’altres proteines implicades en la regulacié del cicle cel-lular també estan implicades en la
regulacié del procés apoptotic. El protooncogen c-myc (Prendergast GC, 1999) i el gen
supressor de tumors p53 (Rich T i col., 2000) en diferents condicions poden induir I'apoptosi.

D’altra banda, A20 actua inhibint I'apoptosi induida per les citocines (Grey ST i col., 1999).
3.2.4. Inhibidors de I'apoptosi

Ja que l'apoptosi és un fenomen que intervé en el desenvolupament de moltes malalties (o bé
perqué no es produeix, com en el cancer, o bé perqué esta augmentada, com en la diabetis
mellitus o en malalties neurodegeneratives) s’han fet molts esforgos per coneixer bé el procés i

per estudiar molécules que la regulin.

Tenint en compte que les caspases sén uns elements claus en el procés apoptotic s'han

convertit en dianes terapéutiques i moltes companyies farmacéutiques tenen programes per el

37



Introduccio

desenvolupament d'inhibidors de les caspases des que es va congixer el seu paper central en

I'apoptosi.

Els inhibidors de les caspases sén normalment tri- o tetrapéptids amb alguna modificacié. La
sequencia peptidica marca la seva especificitat per inhibir una o altre caspasa i es correspon a
la zona que reconeix i talla la caspasa. Per exemple, el tetrapéptid YVAD esta basat en la
sequéncia YVHD que és la que talla la caspasa 1 per activar la pro-interleucina-1p, i inactiva de
manera selectiva la caspasa 1 i la 4. DEVD és la zona de tall de la PARP que reconeix i talla la
caspasa 3, aixi DEVD és l'inhibidor especific de la caspasa 3 (Villa P i col., 1997). El tripetid
VAD, no és tan especific per una caspasa en concret i es considera un inhibidor d'ampli
espectre. La modificacié del péptid és la que conforma que la inhibicié sigui reversible si son
derivats aldehids, nitrils i cetones, o irreversible si la modificacié consisteix en un grup
diazometilcetones, aciloxometilcetones o halometilcetones (Garcia-Calvo M i col., 1998). Aixi es
considera que Ac-YVAD.aldehid és un inhibidor reversible de les caspases 1 i 4, mentre z-
VAD.fmk (fluorometilcetona) és un inhibidor irreversible de les caspases en general (0 no

selectiu).

L'as d'aquests peptids en linies cel-lulars ha permés coneixer millor el procés apoptotic mediat
per caspases i les vies apoptotiques a través de les quals actua un determinat estimul apoptotic
(Slee EA i col., 1996; Inayat-Hussain SH i col., 1999). També s'han fet molts estudis preclinics
amb aquests inhibidors de les caspases en models animals de diferents malalties. Tot i que
amb aquests estudis no s'ha pogut disseccionar la contribucié de cadascuna de les caspases al
procés apoptotic que es produeix en cada malaltia, ja que normalment s'han utilitzat inhibidors
no selectius, si que han ajudat a veure el potencial que pot tenir I'is dels inhibidors de les
caspases en algunes malalties. Per exemple, en models de dany per isquémia-reperfusio
hepatic (Cursio R i col., 2000), cardiac (Mocanu MM i col., 2000), renal (Daemen MA i col.,
1999), intestinal (Farber A i col., 1999) i cerebral (Cheng Y i col., 1998; Hara H i col., 1997). En
aquests casos a més a més de disminuir I'apoptosi, es millora la supervivéncia, es disminueix el
volum de l'infart i es millora la funcié de I'drgan. També s'han usat amb bons resultats en
d'altres models animals en els quals intervé l'apoptosi, com sén la lesié cerebral per
traumatisme (Yakolev AG i col., 1997) i el parkinson (Cutillas B i col., 1999). També s’han usat
en models animals de malalties infeccioses, com la meningitis bacteriana (Braun JS i col,,
1999).

Tots aquests estudis fan pensar que els inhibidors de les caspases podrien usar-se com a

terapia per a moltes malalties, aixi com en el trasplantament d'organs sencers i en el

trasplantament cel-lular. Per exemple, en un model de trasplantament de neurones
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dopaminérgiques en animals amb Parkinson I's de l'inhibidor Ac-YVAD.cmk redueix I'apoptosi i
augmenta el nombre de ceél-lules trasplantades que sobreviuen en I'empelt, traduint-se en una

millor recuperacié dels animals amb Parkinson (Schierle GS i col., 1999).

L'inhibidor d'ampli espectre de les caspases z-VAD.fmk ha estat usat en diferents estudis in
vitro, en illots fetals humans (Beattie GM i col., 2000) i en cel-lules beta humanes purificades
(Ris F i col., 2002) aconseguint una millora de la supervivéncia en cultiu, pero fins al moment no

s'ha comprovat la seva eficacia sobre les cél-lules dels illots in vivo.

3.3. Mort cel-lular beta

La mort de les cél-lules beta pancreatiques ha estat forga estudiada ja que juga un paper molt
important en el desenvolupament de la diabetis. Principalment s’ha estudiat en illots de

rosegadors o en cél-lules beta aillades (Pipeleers D i col., 2001).

Diferents factors poden conduir la cél-lula beta a la mort, com les citocines inflamatories (Eizirik
DL i Mandrup-Poulsen T, 2001), la presencia del lligand de Fas (FasL) i del receptor (Fas)
(Mathis D i col., 2001; Chervonsky AV i col., 1997), les altes concentracions de nutrients com la
glucosa (fenomen anomenat glucotoxicitat) (Leibowitz G i col., 2001) i/o els acids grassos
(anomenat lipotoxicitat) (Lupi R i col., 2002) o la hipoxia (Giuliani M i col., 2005). Tots aquests
senyals activen diferents vies en la cél-lula que acaben produint la mort per apoptosi i/o necrosi

de la cél-lula beta (Figura 8).

3.3.1. Necrosi i cel-lula beta

Molts dels estudis que hi ha sobre la mort de les cél-lules beta s’han fet usant I'al-loxa o
estreptozotocina. Aquestes substancies son dues toxines diabetogéniques que causen la
destruccié de les cél-lules beta de rosegadors de manera rapida i especifica. En diferents
experiments realitzats es comprova que les dues toxines causen la necrosi rapida de manera
especifica sobre les cél-lules beta i que la mort de les cél-lules beta pot ser contrarestada si
s’estimulen els mecanismes de defensa de la cél-lula amb altes concentracions de glucosa (en
el cas de l'al'loxa) o amb nicotinamida (en el de I'estreptozotocina) (Pipeleers D i col., 1986;
Hoorens A i Pipeleers D, 1999). EI mecanisme d’accié d’aquestes toxines és a través de la
formacié de radicals d’oxigen i/o la depleciéo d’ATP (Heller B i col. 1997; Heller B i col., 1995).
Les cél-lules beta sén particularment vulnerables als radicals d’oxigen degut a la baixa activitat
que presenten dels enzims que eliminen aquest tipus de radicals en aquestes cel-lules
(Robertson RP i col., 2005).
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Figura 8. Senyals i vies de senyalitzacié que es donen a la cél-lula beta i que acabaran produint la mort de la cél-lula,
tant per apoptosi com per necrosi. Les citocines i el ligand de Fas (FasL) per diferents vies de senyalitzacié acaben
activant la cascada de caspases que donara lloc a I'apoptosi. D’altra banda, TNF-a i FasL, a través de la seva accioé a
través dels receptors de mort (FADD/MORT1) acaben produint el desmantellament del mitocondri. Amb la sortida de
citocrom ¢ i del Ca"™ del mitocondri s’activa la cascada de caspases i finalment es produeix I'apoptosi, pero al
mitocondri també queda alterada la cadena respiratoria i la disminucié de la produccié d’ATP, la generacié d’espécies
reactives d’oxigen (ROI, de I'anglés Reactive Oxygen Intermediates) i la disminucié del glutatié (GSH, que és un potent

antioxidant) condueixen a la necrosi de la cél-lula. Esquema extret de Eizirik DL i Mandrup-Poulsen T, 2001.

Les citocines, i en particular la IL-1B, també produeixen la necrosi de les cél-lules beta
mitjangant la produccié d’dxid nitric (NO, de les sigles de l'anglés: nitric oxide) com queda
demostrat en animals modificats genéticament que no tenen la sintasa de I'dxid nitric induible
(INOS, de I'anglés: inducible nitric oxide synthase). Quan cél-lules beta d’aquests animals sén
exposades a citocines no es produeix la necrosi, mentre que I'apoptosi es continua produint, la
qual cosa indica que la formacié de NO és la responsable de la necrosi induida per citocines en
les cél-lules beta (Liu D i col., 2000; Hoorens A i col., 2001). Les altes concentracions de NO
produeixen necrosi en les cél-lules beta tot i que no és un efecte especific sobre aquestes

cél-lules, ja que es produeix també en d’altres tipus cel-lulars de l’illot.

3.3.2. Apoptosi i cél-lula beta

L’apoptosi de les cel-lules beta ha estat forga estudiada ja que es creu el tipus de mort principal

responsable de la disminucié de la massa beta que es produeix en els dos tipus de diabetis.
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Els principals activadors de les vies apoptotiques en les cél-lules beta son la via Fas-FasL i les
citocines (Eizirik DL i Mandrup-Poulsen T, 2001) (Figura 8). Fas és un receptor de mort de la
familia dels receptors de TNF. Quan FasL s’uneix al seu receptor (Fas) s’activa la caspasa-8
que a la seva vegada activa tota la cascada de les caspases i que acaba resultant en la mort
per apoptosi de la cél-lula beta. Els illots humans expressen de manera constitutiva FasL
(Loweth AC i col., 1998), en els illots de rates Fas i FasL apareixen a partir dels sis mesos
d’edat (Hanke J, 2000) i en els illots de ratoli. Signore i col. (1997) troben que FasL s’expressa
en les cél-lules alfa dels illots perd no en les beta. Tot i que normalment les cél-lules beta no
presenten Fas, la seva expressidé s’activa quan s’exposen a citocines (Suarez-Pinzon W i col.,
1999; Stassi G i col., 1995) o a altes concentracions de glucosa, com es demostra en un estudi
in vitro fet amb illots humans (Maedler K i Donath MY, 2004) o que en un altre estudi es trobés
la preséncia de Fas en cél-lules beta en pancrees de diabétics de tipus 2 amb una pobra
regulacié de la seva glucemia, mentre que no es va detectar Fas en pancrees de donants
normoglucémics (Maedler K i col., 2001). Aquest augment de Fas en les cél-lules beta dels illots
fa que es produeixi I'apoptosi d’aquestes cél-lules ja que el FasL expressat constitutivament en
les cél-lules veines interactua amb Fas i s’activa la via de les caspases (Maedler K i Donath
MY, 2004).

A més a més del seu efecte sobre I'expressid de Fas, les citocines també tenen un efecte
directe sobre I'apoptosi de les cél-lules beta. Les citocines IL-1B, TNF-o i IFN-y a través de la
uni6 amb el seu receptor, acaben activant també la cascada de les caspases i finalment

I'apoptosi (Figura 8).

En la Figura 9 es mostra un possible model de les principals vies que contribueixen a executar
I'apoptosi induida per les citocines en la cél-lula beta (Cnop M i col., 2005). Les tres vies

principals soén:

(a) Activacio de les proteines cinases: la proteina cinasa aminoterminal c-Jun activada per
estrés (JNK), la proteina cinasa p38 activada per mitogens (MAPK) i la cinasa regulada per
senyals extracellulars (ERK). En cél-lules beta exposades a IL-1 es produeix un rapid i
sostingut augment de l'activitat de JNK, potenciat per la preséncia d'IFN-y o TNF-a (Eizirik DL i
Mandrup-Poulsen T, 2001; Donath MY i col., 2003). En un altre estudi fet en una linia de
cél-lules secretores d’insulina tractades amb inhibidors de JNK es detecta una proteccié davant
de I'apoptosi induida per citocines (Bonny C i col., 2001), suggerint-ne el paper de JNK en
aquesta via. A més d’aquesta activacio, també s’ha observat 'activacio de p38 MAPK i d’ERK, i
com la inhibicié d’aquestes MAPKSs redueix la mort de les cél-lules d’illots de rata (Larsen CM i
col., 1998; Saldeen J i col., 2001).
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Figura 9. Model proposat per Cnop M i col. (2005) de les diferents vies que contribueixen a I'execucié de I'apoptosi
induida per citocines en la cel-lules beta. Probablement s’indueixen les tres vies: la de JNK, la d’estrés del reticle

endoplasmatic i la de I'alliberacié de proteines proapoptotiques del mitocondri. Esquema extret de Cnop M i col., 2005.

(b) Estres de reticle endoplasmatic. La disrupcié de 'homedstasi del reticle endoplasmatic,
per exemple per un canvi en les concentracions de Ca’" del reticle, produeix una acumulacié de
proteines no plegades en la cél-lula que provoca una resposta especifica anomenada resposta
a l'estrés del reticle endoplasmatic (Schroder M i Kaufman RJ, 2005). Aquesta resposta és un
intent coordinat per a restablir 'homedstasi i la funcié de la cél-lula, que inclou una disminucié
de la traduccié de proteines, 'augment de proteines de plegament que ajudaran a plegar les
proteines acumulades a la cel-lula per a que agafin la seva conformacié activa, i la degradacié
de les proteines mal plegades. Si I'estrés del reticle endoplasmatic s’allarga, s’activa el
programa d’apoptosi de la cél-lula a través de la caspasa 12 (Schroder M i Kaufman RJ, 2005).
Les cél-lules beta sén especialment sensibles a I'estres del reticle endoplasmatic degut a la

seva alta taxa de sintesi proteica (Harding HP i col., 2001).

(c) Alliberament de senyals de mort cel-lular des del mitocondri. Els membres de la familia
de Bcl-2 sén qui regulen la resposta mitocondrial als senyals proapoptotics, impedint la sortida
de citocrom c al citosol i I'activacié de la caspasa 9 i de la caspasa 3 (Hengartner MO, 2000).
En diferents estudis s’ha comprovat que la sobreexpressié de Bcl-2 protegeix, tot i que de
manera parcial, 'apoptosi induida per citocines en illots de ratoli (lwahasi H i col., 1996) i en
illots humans (Rabinovitch i col., 1999). Hi ha d’altres gens proapoptotics que presenten la seva
expressio augmentada en resposta a les citocines, com sén Bid, Bak i la caspasa 3 (Kutlu B i
col., 2003).
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4. GLUCOSA | CEL-LULA BETA

La glucosa és el principal regulador de la funcié de la cél-lula beta. La metabolitzacié de la
glucosa en la cél-lula beta pancreatica comporta la generacié d'ATP, el tancament dels canals
de potassi dependents de voltatge, la despolaritzacié de la membrana plasmatica, I'obertura
dels canals de Ca™ i amb aixo, la secrecié d'insulina (Efendic S i col., 1991). Pero I'exposicié a
altes concentracions de glucosa durant un determinat periode de temps comporta la disfuncio
de la cél-lula beta, alterant la sintesi i la secrecié d'insulina (Pitout V i Robertson RP, 2002). Els
efectes adversos de la hiperglucémia engloben tres mecanismes diferents: (a) la

desensibilitzacié a la glucosa, (b) I'exhauriment de la cél-lula beta i (c) la glucotoxicitat.

(a) Desensibilitzaci6 a la glucosa. Es un mecanisme adaptatiu davant d'una curta exposicié a
elevades concentracions de glucosa que produeix una inhibicié rapida i reversible de I'exocitosi
en la cél-lula beta. Queda demostrat en uns estudis amb la linia cel-lular HIT-T15, on I'exposicio
a polsos curts i repetits d'altes concentracions de glucosa feia que les cél-lules no
responguessin a la glucosa, perd quan les cél-lules es cultivaven sense glucosa la resposta a la
glucosa es recuperava. Aquest fet no es produia per exhauriment de la cél-lula perqué en
inhibir la secrecio d'insulina, la pérdua de resposta a la glucosa se seguia produint (Kilpatrick
ED i Robertson RP, 1998).

(b) Exhauriment de la cél-lula beta. Es refereix a I'esgotament de les reserves d'insulina
intracel-lulars després de [I'exposici6 perllongada a un secretagog. En rates
pancreatectomitzades al 90% la secrecid d'insulina en resposta a altes concentracions de
glucosa disminueix en un 75% després de dues—tres setmanes de la cirurgia. Si s'administra un
inhibidor de la secrecié d'insulina al mateix temps, la resposta a la glucosa es recupera
parcialment, indicant que la causa de la pérdua de resposta a la glucosa, en aquest cas, es

produeix per I'excessiva secrecio d'insulina induida per la hiperglucemia (Leahy JL i col., 1994).

(c) Glucotoxicitat. Son els efectes irreversibles que es produeixen de manera lenta i
progressiva en la funcid i la supervivencia de les céllules beta exposades a altes
concentracions de glucosa de manera perllongada. Els efectes deleteris sobre la funcié de les
cél-lules beta es produeixen sobre I'expressié del gen de la insulina i sobre la seva secrecio.
L'exposicid cronica de les céllules beta a nivells suprafisiologics de glucosa disminueix els
nivells de mRNA d'insulina (Olson LK i col., 1993; Briaud | i col., 1999) i aquesta disminucio
esta associada a una menor activitat del principal factor de transcripcié de la insulina, PDX-1
(Pancreatic-duodenum homeobox-1) (Olson LK i col., 1993; Olson LK i col, 1995.). El contingut
d'insulina de la cél-lula i la secrecid estimulada per glucosa de la insulina també estan

disminuits en les cél-lules beta exposades a altes concentracions de glucosa durant un periode
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de temps perllongat. La generacié d'espécies reactives d'oxigen durant la metabolitzacié de la
glucosa és un dels mecanismes d'acci6 de la glucotoxicitat, ja que els efectes deleteris sobre el
contingut i la secrecio d'insulina es poden revertir parcialment amb I'Us d'antioxidants (Tanaka Y
i col., 1999; Tanaka Y i col., 2002).

A més de la funcio, I'exposicid durant llargs periodes de temps a altes concentracions de
glucosa també altera la supervivéncia de la cél-lula beta, promovent la mort cel-lular per
apoptosi. Els illots de Psammomys obesus, un model animal de diabetis mellitus de tipus 2,
cultivats durant 10 dies a altes concentracions de glucosa presenten una elevada apoptosi
quan es comparen amb els que han estat cultivats el mateix temps a baixes concentracions de
glucosa. In vivo, durant la inducci6 de la diabetis (amb una dieta hipercalorica) també s'observa
un augment de I'apoptosi en els illots de P. obesus (Donath MY i col., 1999). En estudis in vitro
amb illots humans s'ha pogut observar que les altes concentracions de glucosa també fan
augmentar la mort per apoptosi de les cel-lules de l'illot (Federici M i col., 2001; Maedler K'i col.,
2001). Les altes concentracions de glucosa alteren el balang de membres pro- i antiapoptotics
de la familia de Bcl-2 fent decantar el balan¢ cap als membres proapoptotics (Federici M i col.,
2001). En un altre estudi s'ha vist com les altes concentracions de glucosa fan augmentar
I'expressié de Fas en illots humans in vitro, conduint a I'activacié de les caspases8 i 3 i a
I'apoptosi. Normalment els illots humans expressen el lligand de Fas, perd no el receptor, i en
aquest mateix estudi es va observar que en les cel-lules beta de pacients diabétics de tipus 2 hi
havia Fas mentre que no es trobava en els controls normoglucémics (Maedler K i col., 2001).
Més tard, aquest mateix grup va descriure que la IL-1p secretada per les cél-lules beta en
resposta a les altes concentracions de glucosa era qui mediava els efectes deleteris de la
glucosa sobre les cél-lules beta (Maedler K i col., 2002). Aquest ultim punt, perd, no esta del tot
acceptat ja que hi ha dades a la bibliografia que el contradiuen, i s’ha vist com I'exposicié a
altes concentracions de glucosa no estimula la producci6 i secrecié de la IL-1p en illots de rata
(Elouil H i col., 2005), ni tampoc en illots humans (Welsh N i col., 2005).
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5. CITOCINES

Les citocines son les molécules peptidiques reguladores i mediadores de la resposta
immunologica i com a tal tenen un paper forga important en el desenvolupament de diferents
malalties immunologiques i d'entre elles la diabetis mellitus de tipus 1, també estan implicades
en els processos de rebuig en el xenotrasplantament dels illots, en la recurréncia del

trasplantament, i també en la pérdua inicial de funci6 i massa en el trasplantament d'illots.

5.1. Classificaci6 de les citocines

Classicament les citocines es divideixen en dos grups depenent de la poblacié de cel-lules T
ajudants (T helper cells, Th) que les sintetitzi. Els patrons Th1 i Th2 es van descriure inicialment
per al ratoli (Mossmann TR i col., 1986) i més tard per als humans. Les cel-lules Th1 de ratoli
produeixen: IL-2, IFN-y i TNF-B; mentre que les Th2 produeixen IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 i IL-
13. Els clons Th1 i Th2 en humans produeixen un patré molt similar tot i que la sintesi de IL-2,

IL-6, IL-10 i IL-13 no esta restringida a una sola de les poblacions cel-lulars.

Les funcions de les cél-lules Th1 i Th2 es corresponen amb la de les citocines que sintetitzen.
Les citocines Th1 (IL-2, IFN-y i TNF-B) activen la resposta immunolodgica mediada per cel-lules,
com per exemple les respostes citotoxiques i inflamatories mitjancades per les cel-lules T,
cél-lules assassines naturals (Natural Killer cell, NK cell) i macrofags. En canvi, les citocines de
tipus Th2 (IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 i IL-13) activen la resposta humoral (activant, per exemple,
la produccié d'anticossos de les cel-lules B) i també augmenten la proliferacio i la funcionalitat
dels eosindfils. Normalment els productes d'una de les poblacions de les cél-lules Th inhibeix la

diferenciacio i la funcié de I'altra.

Tot i aquesta divisié, cal tenir en compte que la majoria de les citocines poden ser sintetitzades
per més d'un tipus cel-lular. A més de poder-les produir les cél-lules CD4" (Th) també les poden
sintetitzar d'altres cél-lules del sistema immunologic, com els macrofags, les cél-lules CD8"
(cél-lules T citotoxiques o Tc) i les cél-lules NK; o bé d'altres cél-lules que no corresponen al
sistema immunoldgic com poden ser les cél-lules endotelials, els fibroblasts, cél-lules del
mauscul llis i les cél-lules beta pancreatiques. Aixi doncs, una altra classificacio de les citocines
pot ser basant-se en la resposta que modula més que en el tipus de cél-lula T que la produeix.
D'aquesta manera les citocines de tipus 1 sén les que principalment estimulen la immunitat
mediada per cél-lules; les citocines de tipus 2 les que indueixen la immunitat humoral i

inhibeixen la immunitat mediada per cél-lules i les de tipus 3 (TGF-3) que també disminueixen
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la immunitat mediada per cél-lules. Les citocines que son sintetitzades i secretades, de manera
més important perd no unicament, per macrofags (IL-1a, IL-B, TNF-a i IFN-a) es consideren les

citocines proinflamatories (Rabinivotch A, 1998).

5.2. Citocines i diabetis mellitus

5.2.1. Citocines i diabetis mellitus de tipus 1

Les citocines tenen un paper molt important en el desenvolupament de la diabetis mellitus de
tipus 1, com ja ha quedat explicat en l'apartat 1.1. La predisposicido genética i els factors

ambientals sén els responsables de la direcci6 que prendra la resposta immunologica

(patogeénica o protectora) (Figura 10).

Predisposicio Factors

geneética ambientals

RESPOSTA IMMUNOLOGICA

v v

Patogénica Protectora

@ —> :T'I;’\'ﬁ:vﬁ :5110 <+ @
) 4
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Cél-lula :> DM i 1
beta tipus

Figura 10. Patogenesi de la diabetis mellitus de tipus 1. Els factors ambientals i genétics sén els que condicionen
I'aparicié de la malaltia, depenent de quin tipus de cél-lules Th s'activin. Si s'activen les cel-lules Th1, aquestes a través
de les citocines secretades activaran els macrofags i les cél-lules T que destruiran les cél-lules beta a través dels seus
productes (IL-1B, TNF-a, IFN-y). Si s'activen les cél-lules Th2 a través dels seus productes IL-4 i IL-10 impedeixen
I'activacié de les Th1 i el desenvolupament de la diabetis mellitus de tipus 1. Esquema extret de Rabinovitch A i Suarez-
Pinzon WL, 1998.
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La resposta immunoldgica que condueix a la destruccido de les cél-lules beta i la diabetis
mellitus tipus 1 esta mediada per cél-lules T autoreactives contra els antigens de les cél-lules
beta de l'illot. Una de les hipdtesis és que aquesta resposta esta mediada per les cél-lules Th1 i
les citocines produides per aquest tipus cel-lular, mentre que la resposta protectora esta
mediada per les cél-lules Th2 que produeixen IL-4 i IL-10. Aixi doncs, les cél-lules Th1 i les
citocines produides, IL-2, IFN-y, TNF-B, activen als macrofags i a les cél-lules T citotoxiques a
produir citocines proinflamatories (IL-1B, TNF-a, IFN-y) i destruir les cél-lules beta, causant la
diabetis mellitus de tipus 1, mentre que les cél-lules Th2 i els seus productes, IL-4 i IL-10
inhibeixen les cél-lules Th1 i la produccié de citocines, impedint el desenvolupament de la
diabetis mellitus de tipus 1 (Rabinovitch A i Suarez-Pinzon WL, 1998).

5.2.2. Citocines i diabetis mellitus de tipus 2

Tot i que no es considera que la diabetis mellitus de tipus 2 sigui una malaltia d'origen
autoimmune, cada vegada pren més importancia el fet que diferents mediadors inflamatoris

puguin estar implicats en el desenvolupament d'aquesta malaltia.

En diferents estudis s'ha vist que l'augment de la secrecidé i l'activitat de les citocines
proinflamatories participarien en els processos de resisténcia a la insulina i I'aterosclerosi
(Dandona P i Aljada A, 2002; Marette A, 2002; Muller S i col., 2002). Les citocines alteren la
funcid i fan augmentar la mort de les cél-lules beta, aixi doncs, I'augment cronic dels mediadors
inflamatoris que s'observa en la diabetis mellitus de tipus 2 pot afectar, a més a més dels teixits

sensibles a la insulina i els vasos sanguinis, a les cel-lules beta pancreatiques.

Les diferents causes de I'augment de mediadors inflamatoris en la diabetis mellitus de tipus 2

poden ser les seglents:

(a) El teixit adipos pot produir diferents hormones i citocines amb propietats auto/paracrines
importants, perd també pot alliberar-ne algunes a la circulacid i tenir efectes endocrins, com per
exemple la leptina, TNF-a, IL-6 i I'antagonista del receptor de IL-1 (IL-1Ra, IL-1 receptor
antagonist) (Fried SK i col., 1998; Hotamisligil GS i col., 1995; Meier CA i col., 2002). Els nivells
d'expressio d'aquests factors estan augmentats en I'obesitat i relacionats amb la resisténcia a la
insulina. A més d'afectar als teixits sensibles a la insulina, aquests factors també poden actuar

sobre la cel-lula beta, alterant la seva funcioé i supervivencia (Donath MY i col., 2003).
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(b) L’obesitat també esta associada amb canvis dels nivells de nutrients en plasma: els nivells
d'acids grassos estan augmentats i la resisténcia a la insulina fa disminuir la captacié de
glucosa, fent que es produeixi la hipergluceémia post-pandrial. Els dos nutrients interfereixen en
el recanvi i la funcié de les cél-lules beta, influint en el desenvolupament de la diabetis de tipus
2. Els acids grassos son toxics per a la cel-lula beta (lipotoxicitat), causant-ne I'apoptosi, perd
no intervenen en el procés d'inflamacié (Donath MY i col., 2003). En canvi en illots humans ha
estat descrit que la glucosa indueix la disfuncié i I'apoptosi en les cél-lules beta a través de la
produccié i secrecié de IL-1p per part de la propia cél-lula beta (Maedler K i col., 2002), si bé

d’altres grups no han pogut confirmar aquest resultat (Welsh N i col., 2005).

(c) Els macrofags i les cél-lules endotelials també poden contribuir a augmentar els nivells de
IL-1B, IL-6 i TNF-a. que es troben en el plasma dels pacients de diabetis mellitus de tipus 2
(Pickup JC i Crook MA, 1998). Aquestes citocines poden actuar sobre els illots pancreatics i

alterar la secrecio d'insulina.

(d) L'autoimmunitat també pot intervenir en la diabetis mellitus de tipus 2. Per exemple, la
preséncia de cél-lules apoptotiques degut als alts nivells de glucosa i acids grassos, podria
provocar la mobilitzacid6 de cél-lules T reactives contra els antigens de les cellules beta

pancreatiques, acabant amb la destruccié de les cél-lules beta (Donath MY i col., 2003).

5.3. Efectes de les citocines sobre la cél-lula beta

Es coneixen bé els efectes que les citocines tenen sobre els illots pancreatics degut als

nombrosos estudis que s'han fet amb els illots in vitro.

Les citocines proinflamatories (IL-1B, TNF-a, IFN-y) i TNF-B tenen un efecte citotdxic sobre les
cél-lules beta: inhibeixen la sintesi i secrecid d'insulina, tot i que aquestes funcions es poden
recuperar quan es retiren les citocines. A més, les citocines proinflamatories destrueixen la
celllula beta, normalment quan s'usen en combinacié (Rabinovitch A i Suarez-Pinzon WL,
2003). Els illots humans semblen menys sensibles que els de rata a aquests efectes ja que es
requereix de la preséncia de les tres citocines proinflamatories alhora per a causar el dany
funcional i la mort de les cél-lules beta (Eizirik DL i Darville MI, 2001).

Les citocines causen la mort en la cél-lula beta tant per apoptosi com per necrosi com ja s’ha

explicat en l'apartat 3.3 (Figura 8). L'efecte és diferent, segons si és sobre cél-lules beta

aillades o sobre tot l'illot sencer. En cél-lules beta de rosegadors aillades el tipus de mort que

48



Introduccid

predomina és l'apoptosi (Liu D i col., 2000; Hoorens A i col., 2001), quan és l'illot sencer el que
s'exposa a les citocines augmenta principalment la necrosi, mentre que l'apoptosi ho fa en
menor grau (Saldeen J, 2000). Aix0 fa pensar que la formacié d'oxid nitric (NO) és més
important en el cas dels illots sencers que no en les cél-lules aillades, ja que en l'illot sencer es
produirien unes concentracions de NO locals més altes que en les cel-lules aillades (Hoorens A
i col.,, 2001). El fet que en cél-lules beta purificades de ratolins iINOS™ exposades a citocines
presentin un menor grau de necrosi que la que pateixen les cél-lules beta de ratolins salvatges i
que el grau d’apoptosi no es vegi alterat (Liu D i col., 2000), fa pensar que la forma induible de
I'enzim oOxid nitric sintasa (INOS) té un paper molt important en aquesta necrosi induida per
citocines en cél-lules beta de rosegadors. A més, en illots sencers d’aquests mateixos ratolins
iINOS™ exposats a citocines també es pot observar que la mort cel-lular esta disminuida,

mostrant el paper de I'iNOS en la mort de les cél-lules beta de rosegadors.

En el cas dels illots humans, cal la combinacié de dues o més citocines proinflamatories (IL-
1B + IFN-y o IL-1B +IFN-y + TNF-a) per produir els efectes deleteris sobre la funcié i la mort de
les cél-lules beta que es produeix principalment per apoptosi (Eizirik DL i col., 1994). En els
illots humans la necrosi no esta augmentada i 'NO no juga cap paper en la mort de les cél-lules
beta, com demostra que I'Us d'inhibidors de INOS no tinguin cap efecte inhibint I'apoptosi en

els illots humans exposats a citocines (Delaney CA i col., 1997).

Aixi doncs, tot i que tant els illots de rosegadors com humans, produeixin quantitats similars
d’NO en resposta a citocines, sembla que la seva contribucié sobre la mort de les cél-lules és
més important en el cas dels rosegadors que en el dels illots humans (Eizirik DL i Mandrup-
Poulsen T, 2001). | en el cas dels rosegadors el seu paper és forga important augmentant la
component necrotica. La progressié cap a apoptosi o necrosi depén del contingut d’ATP de la
cél-lula: si el contingut d’ATP de la cél-lula disminueix per sota del minim necessari per a que es
produeixi I'apoptosi, el tipus de mort que es produira sera la necrosi, mentre que si els nivells
d’ATP estan preservats, encara que només sigui parcialment, la mort de la cel-lula es produira
per apoptosi (Eizirik DL i Darville MI, 2001) (Figura 11). En els illots de ratoli exposats a
citocines es produeix una disminucié d’'un 70% en l'oxidacié de glucosa que no es déna quan
s’usa un inhibidor de I'NOS (Eizirik DL i Pavlovic D, 1997; Cetkovic-Cvrlje M i Ezirik DL, 1994).
En canvi, en els illots humans exposats a citocines no es produeix aquest efecte sobre
I'oxidacio de glucosa (Eizirik DL i Darville MI, 2001) probablement degut a que les cél-lules dels
illots humans tenen uns millors mecanismes de defensa contra I'estres oxidatiu (Welsh N i col.,
1995). El manteniment de la funcié mitocondrial permet mantenir la produccié d’ATP de la
cél-lula, fent que hi hagi suficient ATP com per a que totes les cél-lules beta completin el

programa apoptotic (Figura 11).
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Figura 11. Model proposat de la mort induida per citocines en els illots de rosegadors o els d’humans. En el cas dels

rosegadors I'0xid nitric (NO) causa danys en el mitocondri, afectant la funcié mitocondrial i la formacié d’ATP. Com a

consequéncia, la mort que es produeix en les cél-lules beta és tant per apoptosi com per necrosi. En canvi, en els illots

humans la funcié mitocondrial es manté, amb la qual cosa es pot produir I'apoptosi. Aixi, en els illots humans exposats

a citocines el tipus de mort que es produeix és I'apoptosi. Extret de Eizirik DL i Darville MI, 2001.
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6. TRASPLANTAMENT D'ILLOTS PANCREATICS

Actualment la millor manera d'aconseguir un control estricte dels nivells de glucosa en sang en
els pacients diabétics de tipus 1 és amb I'administracié diaria d’insulina exogena. Amb aquest
tractament alguns pacients aconsegueixen endarrerir i en alguns casos fins i tot evitar I'aparicio
de les complicacions, tot i que aquest estricte control metabdlic acostuma a estar associat amb
episodis freqients d'hipoglucémia. De totes maneres, aquesta només és una terapia pal-liativa.
Una terapia curativa de la malaltia seria aquella que retornés al pacient la seva capacitat
endogena de produir insulina de manera controlada i aixi normalitzar el seu control metabdlic. |
la millor manera d’aconseguir aquest objectiu és trasplantant les cél-lules beta productores de
la insulina que responen de manera regulada als nivells de glucosa de l'organisme. Les dues
maneres en que es pot fer actualment sén el trasplantament de pancrees o el trasplantament

d’illots pancreatics.

6.1. Trasplantament de pancrees

En les ultimes dades aparegudes al Registre de Trasplantaments de Pancrees Internacional
(IPTR, de les sigles en anglés International Pancreas Transplant Registry), de finals del 2.004,
s’havien registrat més de 20.000 trasplantaments de pancrees en tot el mon (Gaglia JL i col.,
2005; Berney T i col.,, 2005). De tot aquests trasplantaments, el 85% dels pacients havien
aconseguit regular la seva glucémia sense la necessitat d’injeccions d’insulina exdgena durant
un any com a minim. Tres anys després del trasplantament el 80% dels pacients encara
mantenia la normoglucémia sense cap requeriment d’insulina exogena (Berney T i col., 2005).
En els estudis de casos control es demostra que el trasplantament de pancrees pot disminuir i,
fins i tot, impedir la progressio de les complicacions degudes a la diabetis, com la nefropatia i la
neuropatia (Fioretto P i col.,, 1998; Navarro X i col., 1997). Tot i aquests bons resultats, el
trasplantament de pancrees sencer presenta alguns desavantatges, com soén el d’'una cirurgia
complicada (el trasplantament s’ha de fer amb el pacient ingressat a I'hospital), i, tot i que les
taxes de les complicacions degudes al procediment i de mortalitat han disminuit molt, encara
continuen sent significatives (Robertson RP i col.,, 2000). Un altre problema que presenta el
trasplantament és la immunosupressid, perquée, a més a més del que pot suposar per al
pacient, els tractaments actuals també sén toxics per als illots pancreatics. Aixi doncs, la relacié
riscos/beneficis és més alta que per al tractament amb insulina i aixo fa que només uns quants
pacients amb diabetis mellitus de tipus 1 siguin els candidats per al trasplantament de pancrees
sencer. Normalment ho sén els que s’han de sotmetre a un altre trasplantament (habitualment

de ronyd) i hauran de prendre igualment el tractament immunosupressor, o bé aquells pacients
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que tenen una inestabilitat metabodlica molt greu i la insulina exdgena no aconsegueix regular

bé els nivells de glucémia.

6.2. Trasplantament d'illots pancreatics

El trasplantament d'illots pancreatics, en canvi, presenta una menor morbiditat/mortalitat que el
de pancrees sencer. Es un procediment menys invasiu en el qual els illots s'injecten a la vena
porta i impacten en el fetge (Figura 12), i d’aquesta manera s’eviten les complicacions

quirdrgiques del trasplantament de pancrees sencer.

Donant Receptor

amb diabetis de tipus 1

lllots en el pancrees

lllots aillats

lllots en la vena porta

Figura 12. Esquema del trasplantament d'illots pancreatics. S'extreu el pancrees del donant i s'aillen els illots de
Langerhans. Quan s'ha obtingut una poblacié pura d'illots s'injecta al receptor a través de la vena porta i els illots
arriben al fetge on poden funcionar normalment produint la insulina necessaria que el pancrees malmés del receptor no

era capag de produir. Extret de Naftanel MA i Harlan DM, 2004.

L'objectiu al qual es pretén arribar és evitar la necessitat d'un tractament immunosupressor o
bé, perqué els illots s’han encapsulat (permetent I'entrada de nutrients i glucosa i la sortida de
la insulina perd evitant que siguin reconeguts i destruits per el sistema immunologic del
receptor), o bé perqué s’han modificat les caracteristiques immunogéniques. Evitant el risc de
la immunosupressié seria clinicament i éticament acceptable realitzar el trasplantament en
fases inicials de la malaltia, quan encara no han aparegut les complicacions (Montanya E,
2001). Fins al moment, pero, el trasplantament d'illots pancreatics només es realitza a aquells
pacients que tenen una pobre regulacié de la glucémia, en un intent de millorar el seu control

metabolic.
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6.2.1. Historia del trasplantament d'illots

A principis dels anys 70 ja es va aconseguir curar la diabetis en animals d’experimentacio
mitjangant el trasplantament d'illots pancreatics (Ballinger WF i Lacy PE, 1972). Des d’aquell
moment I'esfor¢ per traslladar I'éxit aconseguit en els animals d’experimentacié als pacients
amb diabetis no es va veure compensat, i durant els anys 70 i 80 es van fer nombrosos intents
que van fracassar. No és fins la década de 1.990 quan s’aconsegueix que pacients amb
diabetis de tipus 1 mantinguin els seus nivells de glucosa en sang dintre del rang normal sense
la necessitat de la insulina exdgena (Scharp DW i col., 1990; Warnock GL i col., 1992). Tot i
aixd només un 12% dels pacients trasplantats durant aquella década van aconseguir la
independéncia de la insulina exdgena en algun moment i tan sols el 8% la van poder mantenir

durant més d’'un any (Brendel M i col., 1999).

La situacio va canviar quan en I'any 2.000 James Shapiro i els seus col-laboradors a Edmonton
(Canada) aconsegueixen revertir la diabetis durant un any al 100% (7 de 7) dels pacients que
van trasplantar usant un nou protocol conegut com el “protocol d’Edmonton” (Shapiro JAM i
col., 2000). Dos anys després, el 80% dels trasplantats seguien sense necessitar el tractament
amb la insulina exdgena (Ryan EA i col.,, 2002). L'éxit d’aquests resultats va ser degut,
basicament, a dos punts: el trasplantament d’un gran nombre d'’illots de gran qualitat i un canvi
en la pauta immunosupressora. Es va haver de trasplantar un nombre molt superior d’illots al
que s’esperaria per poder aconseguir la normoglucémia, uns 800.000 illots en un, dos o tres
trasplantaments. Se sap que el nombre d’illots que és necessari per restablir la normoglucémia
és inferior: dades d’autotrasplantament en pacients que no sén diabétics perd que han hagut de
ser pancreatectomitzats indiquen que amb només 300.000 illots s’aconsegueix la
normoglucémia durant més de dos anys en aproximadament el 75% dels trasplantaments
(Gruessner AC i Sutherland DE, 1997). Aixi doncs, en aquest cas es va augmentar molt el
nombre d’illots que es va trasplantar a més de la seva qualitat. Per a I'obtencié dels illots es va
evitar I'is de productes que continguessin xenoproteines per reduir la destruccié d'aquests illots
immediatament després del trasplantament i també es va minimitzar el temps d'isquémia freda
que van patir els illots abans de ser trasplantats. Es va canviar la pauta immunosupressora i es
van evitar els glucocorticoides per tal de minimitzar els danys sobre les cél-lules beta i la

resisténcia a la insulina que aquests productes provocaven.

Des de I'any 2.000 s’han fet més de 470 trasplantaments d'illots a pacients amb diabetis de
tipus 1, en 43 centres diferents de tot el mon, i en tots ells s’han aconseguit altes taxes
d’'independéncia de la insulina en el primer any (Shapiro AMJ i col., 2005). S’ha realitzat,
també, un estudi multicéntric internacional, en el qual han intervingut 9 centres i en el que s’ha

usat el protocol del grup d'Edmonton per 'aillament i trasplantament d’illots. Amb aquest assaig
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s’ha comprovat que el protocol es reproduible i en els 3 centres amb més experiéncia s’ha
aconseguit que el 80% dels pacients trasplantats aconseguissin la independéncia de la insulina
exogena. En els altres centres amb menys experiéncia I'éxit ha sigut més variable (0%—-63%)
(Shapiro AMJ i col., 2003). Aquests resultats mostren que el protocol pot ser reproduit a
diferents centres, perd també que hi ha una gran diferéncia en el resultat del trasplantament

depenent de I'experiéncia del grup en l'obtencid i trasplantament dels illots.

L’any 2.005 va aparéixer un nou treball del grup d’Edmonton on es feia el seguiment dels
trasplantaments fets per aquest mateix grup (Ryan EA i col., 2005). Fins I'1 de novembre de
2.004, seixanta-cinc pacients havien estat trasplantats. Cinc dels pacients van tenir prou amb
un sol trasplantament per aconseguir la independéncia de la insulina exdgena. Dels 52 que van
ser trasplantats per segona vegada, 33 van aconseguir la independéncia de la insulina i 6
pacients van necessitar un tercer trasplantament per no necessitar la insulina. La mitjana d'illots
que es va haver de trasplantar a un pacient per a que aconseguis la normoglucémia era d'uns
800.000 illots, tot i que el nombre d'illots requerits resultava molt variable (Figura 13). El 94%
dels trasplantaments va aconseguir la independéncia de la insulina i es va mantenir durant uns
15 mesos de mitjana. Només 3 pacients no van aconseguir la insulinoindependéncia després

d'un tercer trasplantament.
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Figura 13. Requeriment d'insulina exdgena en funcid del nombre d'illots trasplantats en l'estudi de Ryan i
col-laboradors. Després d'un primer trasplantament d'aproximadament 6.000 IE/kg (cercles blancs), després d'un segon
trasplantament (triangles negres) i després d'un tercer (triangles blancs). El requeriment d'insulina disminueix després
del primer trasplantament, i la majoria dels receptors passen a ser independents de la insulina exdgena després del
segon. Pocs pacients necessiten un tercer trasplantament, pero tres d'ells segueixen necessitant la insulina exdgena tot

i haver estat trasplantats per tercera vegada. Extret de Ryan EA i col., 2005.
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Després de cinc anys només un 10% dels receptors del trasplantament no requereix les
injeccions d'insulina exdgena, tot i que en el 80% dels pacients trasplantats se segueix
detectant péptid C (péptid resultant de la maduracié de la proinsulina i que, en aquest cas,
s'usa com a indicador de la supervivéncia de I'empelt). Aixi doncs, encara que la preséncia de
péptid C indiqui la produccio d'insulina per les cél-lules beta de I'empelt, la major part de
trasplantaments no son suficientment funcionals i cal administrar la insulina exdgena. Aquesta
divergéncia indica que no es produeixen els nivells necessaris d’insulina, i aquest fet pot ser
degut a que la massa de ceéllules beta supervivent no sigui la suficient i/o que la funcié
d'aquestes cél-lules beta estigui deteriorada (Ryan EA i col., 2005). En els estudis de seguiment
es mostra que la capacitat funcional dels illots trasplantats és d’entre un 20% i un 40% de la
que tindria una persona que no fos diabética (Ryan EA i col., 2002). Els estudis suggereixen
que només una part dels illots trasplantats s’implanten amb éxit i sobreviuen. De fet, en el
trasplantament en animals d’experimentacié s’ha demostrat que es produeix una pérdua
d’aproximadament el 60% de la massa beta en el trasplantament singénic (Biarnés M i col.,
2002). La reducci6 de la massa de I'empelt té diferents causes possibles: el rebuig agut, el
rebuig cronic, la toxicitat que diferents farmacs tenen sobre els illots, la recurréncia de
l'autoimmunitat i/o la fallida en la regeneraci6é de les cél-lules dels illots en el temps com a
resultat de I'efecte del sirolimus (un dels farmacs usat en la immunosupressio que té propietat
antiproliferatives) (Shapiro AMJ i col., 2005).

Tot i els bons resultats inicials, els resultats que es tenen en el seguiment a més llarg termini
dels trasplantaments ens indiquen que encara cal seguir millorant les técniques d'obtencioé dels
illots, el manteniment de la funcié aixi com de la massa de les cél-lules beta trasplantades i que
cal millorar la pauta immunosupressora, responsable de moltes de les complicacions
secundaries (ulceracions bucals, edemes, quists ovarics, augment de la proteinuria, hipertensié

i hipercolesteroleémia) que tenen els receptors del trasplantament (Ryan EA i col., 2005).

6.2.2. Massa cel-lular beta i trasplantament d'illots

Una de les principals limitacions amb qué es troba el trasplantament d'illots pancreatics és la
falta d'6rgans donants. Hi ha una gran desproporcié entre el nombre de donants i de possibles
receptors del trasplantament. A Espanya, per exemple, un dels paisos del mén amb una taxa
de donants d'organs més alta, hi ha aproximadament uns 1.500 donants per any (dades de
I'any 2.005, de la Organitzacié Nacional de Trasplantes). Tot i usant tots aquests pancrees per
al trasplantament d'illots no serien suficients per a trasplantar els 100.000 pacients de diabetis

mellitus de tipus 1 que existeixen, ni tan sols serien suficients per a trasplantar els 2.000 nous
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pacients que es diagnostiquen cada any. Si a més es té en compte que es necessita més d'un
pancrees per a trasplantar un unic pacient amb éxit aquesta desproporcié encara es fa més

gran.

Un altre dels problemes del trasplantament d'illots és la pérdua de teixit que es produeix durant
I'obtencid i el trasplantament dels illots, fent que sigui necessari un major nombre d'illots del que
s'esperaria per a aconseguir la normoglucémia. Aquests fets es detallen a continuacio, pero cal
tenir en compte que tot i que el procés d'obtencioé dels illots ha millorat molt en els ultims anys,
la qualitat dels illots obtinguts encara no és I'0Optima. Si, a més a més, s'afegeix el fet que
després del trasplantament es poden donar processos de rebuig, la recurréncia de
l'autoimmunitat i processos d'inflamacio inespecifica, que fan que hi hagi una pérdua important
del teixit trasplantat, el numero d'illots que cal trasplantar és una massa més gran que la que es
podria preveure (Weir GC i col., 1990; Kaufman DB i col., 1990(a); Warnock GL i col., 1988;
Warnock GL i col., 1990). Aixd, juntament amb la limitacid en el nombre de donants i la
necessitat de 2-3 donants per a curar un receptor, fan que hi hagi la necessitat de

desenvolupar noves vies d’obtencid de les cél-lules beta per al trasplantament.

Una de les fonts alternatives per a suplir la poca disponibilitat d'organs per al trasplantament
d'illots és utilitzar els illots d'una altra especie (xenotrasplantament). L'espécie més usada per
als estudis i com a possible donant d'illots és la porcina. Els illots porcins presenten bastants
avantatges enfront d'altres espécies: es produeixen en grans quantitats per el consum huma, la
insulina porcina s'ha estat utilitzant com a font d'insulina exdgena durant molts anys i els porcs
responen als nivells de glucosa en sang dins dels mateixos limits i als mateixos estimuls que
els humans (MacKenzie DA i col., 2003). A més, també s'ha comprovat que els illots porcins
obtinguts tant de porcs adults, fetals o nounats tenen la capacitat de restablir I'euglucémia en
models animals experimentals de diabetis (Thompson SC i Mandel TE, 1990; Davalli AM i col.,
1995; Weir GC i col., 1997; Vizzardelli C i col., 2002). Presenten, perod, alguns desavantatges
que fan que no s'apliquin com a tractament, com soén el rebuig i el risc de zoonosi o la
transmissié d'agents infecciosos entre espécies. En aquest cas, també cal tenir en compte que
la zoonosi es pot estendre a tota l'especie humana, que l'hoste esta immunodeprimit,
augmentant-ne el risc de la infeccié i que si els illots estan encapsulats encara es protegeix
millor I'agent infeccids. Cal resoldre tots aquests problemes abans d'usar els illots porcins com

a possible font alternativa de cél-lules beta per al trasplantament.

Unes altres fonts alternatives de teixit beta per al trasplantament sén les cél-lules beta. Per a
aconseguir un cultiu de cél-lules beta es pot o bé expandir les cél-lules beta diferenciades o bé
diferenciar-les a partir de cél-lules progenitores. Com que les cél-lules beta madures tenen una

taxa de proliferacio limitada el que es fa és generar linies de cél-lules beta que expressin un
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oncogen. Amb aixd s'aconsegueix forgar la replicacié d'aquestes cél-lules perd, per contra,
aquestes cel-lules es desdiferencien i queda minvada la seva capacitat de produir i secretar
insulina. A més, aquestes cél-lules que repliquen sense control no soén adients per a trasplantar

perqué poden acabar produint tumors en el receptor (Efrat S, 2002).

L'alternativa a forgar la replicacio de les cél-lules beta madures és induir la diferenciacio a partir
de cél-lules progenitores (cél-lules mare), que tenen una gran capacitat proliferativa, cap a
cél-lules productores d'insulina. Aquestes cél-lules es poden mantenir en cultiu en condicions
que mantinguin la seva pluripotencialitat i després induir la seva diferenciacié cap a ceél-lules
productores d'insulina. S'ha pogut comprovar que aquestes cel-lules procedents de ceél-lules
mare embrionaries poden restablir I'euglucémia en ratolins diabetics per estreptozotocina (Soria
B i col.,, 2000). Les cellules beta obtingudes per diferenciacié a partir de les cél-lules mare
embrionaries s'allunyen en alguns aspectes del fenotip de les cél-lules beta adultes. Algunes
d'aquestes desviacions, perd, poden representar un avantatge. Per exemple, aquestes cél-lules
no expressen els antigens de les cél-lules beta que soén el blanc del sistema immunologic i, per
tant, son resistents a la recurréncia de l'autoimmunitat. També expressen un alts nivells
d'enzims protectors, com sén la catalasa i la superoxid dismutasa, sent més resistents als
radicals d’oxigen que les cél-lules beta "normals". Amb aquesta técnica desenvolupada, es
podrien produir cel-lules productores d'insulina autdlogues per transferéncia de nuclis de
cél-lules procedents del pacient diabétic a oocits i les cél-lules mare autdlogues resultants

evitarien el rebuig de I'empelt i la recurréncia a I'autoimmunitat (Efrat S, 2002).

Les cél-lules mare progenitores d'un determinat teixit tenen la capacitat de transdiferenciar-se
en un altre tipus cel-lular aplicant I'estimul adequat. Aquest tipus de cél-lules mare es troben en
molts teixits adults i sén les responsables de la renovacio del teixit que es produeix per a
mantenir el teixit durant tota la vida de l'organisme. La capacitat de proliferacié d'aquest tipus
de cél-lules mare és inferior al de les cél-lules mare embrionaries, perd es pot manipular
genéticament aquesta capacitat, per exemple, fent expressar el gen de la telomerasa. De totes
maneres, aquesta limitacid de la proliferacié és suficient per al seu Us com a cél-lules
autologues i a més, representa un avantatge perqué es redueix el risc de generar tumors. En
cultiu s'ha aconseguit obtenir cél-lules productores d'insulina a partir de cél-lules ductals
humanes (Bonner-Weir S i col., 2000) i de ratoli (Ramiya VK i col., 2000). Tot i que aquests
resultats sén encoratjadors, l'eficiencia de I'expansio del teixit ductal en cultiu i la taxa de
diferenciacié cap a cél-lules productores d'insulina encara sén massa baixes com per obtenir

suficients cél-lules per al trasplantament.
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6.2.3. Pérdua de teixit beta en el trasplantament d'illots

6.2.3.1. Pérdua de teixit beta durant I'obtenci6 dels illots

Amb I'us d'un metode semiautomatic d'aillament dels illots (métode de Ricordi, Ricordi C i col.,
1988) i amb el canvi de I'enzim col-lagenasa per la liberasa s'ha aconseguit millorar el
rendiment i la reproductibilitat de I'aillament, pero tot i aixi la qualitat dels illots obtinguts encara

no és optima.

Un dels factors que influeix en que no s’aconsegueixi una qualitat optima dels illots, és I'Us
durant l'aillament de reactius que contenen una alta activitat endotoxina. Basicament els
reactius que tenen una més alta activitat endotoxina sén la col-lagenasa, que és una barreja
d'enzims proteolitics obtinguts de Clostridium histolyticum i que s'utilitza per digerir el pancrees,
i els gradients de densitat utilitzats per purificar els illots (Vargas F i col., 1998). Tant els illots
humans com els de rata expressen CD14, el receptor de lipopolisacarid (LPS) i d'endotoxines
bacterianes (Vives-Pi M i col., 2003). Les cél-lules que presenten CD14 sén les cél-lules beta i
les alfa dels illots, les cél-lules dels ductes pancreatics i els macrofags. En els macrofags i en
els illots humans I'endotoxina indueix la produccié de citocines inflamatories, com sén la IL-1a,
IL-1B, TNF-a i IL-6 (Vargas F i col.,, 1998) i en els illots de ratoli també s'ha detectat la

produccié de IL-1B, TNF-a i IL-6 en illots aillats amb col-lagenasa (Berney T i col., 2001).

Amb I'is d'aquests productes que contenen endotoxina es produeixen dos mecanismes que

actuen de manera sinérgica i que poden participar en la fallida de I'empelt:

(a) L'endotoxina estimula la produccié de citocines proinflamatories en els macréfags i les
celllules endotelials de [I'hoste fent augmentar la migraci6 de mondcits, céllules
polimorfonuclears i limfocits cap a I'empelt, augmentant la resposta inflamatoria local i afavorint
que es produeixi el rebuig posterior.

(b) Durant el cultiu previ al trasplantament el teixit insular també ha estat exposat a I'endotoxina
i haura produit citocines proinflamatories, augmentant els nivells de molécules d'adhesié en el
moment que sigui trasplantat. A més les citocines produides en el teixit trasplantat també poden
actuar sobre els macrdfags de I'hoste, contribuint encara més a augmentar la resposta

inflamatoria local.

Durant l'aillament i purificacid dels illots també es produeix la pérdua de factors de

supervivencia, com son els factors de creixement presents en el pancrees i els factors trofics
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presents en la matriu extracel-lular. També es perd la interaccié cél-lula-cél-lula i les connexions
del citoesquelet amb la matriu extracel-lular. Evitant la pérdua d'aquests factors es millora la
supervivéncia dels illots en cultiu. Per exemple, s'ha comprovat que quan els illots es mantenen
en cultiu amb cél-lules de I'epiteli ductal o amb els productes que secreten les ceél-lules dels

ductes, la necrosi central i I'apoptosi dels illots disminueix significativament (lleva A i col., 1999).

El citoesquelet estructura i manté la cél-lula i, a més, el citoesquelet té connexions a través de
les integrines transmembrana amb la matriu extracel-lular, formant una xarxa que té propietats
estructurals i funcionals. Les integrines tenen la funcié de transmetre diferents senyals a la
cél-lula, entre ells el de mort quan es produeix la disrupcié de les connexions entre el
citoesquelet i la matriu extracel-lular. A aquest tipus d'apoptosi mediada per les integrines se
I'anomena anoikis. Aquest tipus de mort es produeix quan els illots es mantenen en cultiu i pot
ser evitat si la digestio dels illots és incompleta i es manté la matriu extracel-lular (Thomas FT i
col., 1999).

6.2.3.2. Pérdua de teixit beta després del trasplantament

La fallida de I'empelt es pot produir per la pérdua de funcié de les cél-lules beta, aixi com per la
mort de les cél-lules beta trasplantades. Després del trasplantament es produeixen diferents
fendmens que fan que es perdi massa insular trasplantada i que I'empelt acabi fracassant.

Aquests fendmens poden ser:

(a) Rebuig de I'empelt. La fallida de I'empelt al-logénic, en part, és deguda a la destruccié de
les cél-lules dels illots trasplantats per part del sistema immunologic (Scharp DW i col., 1991;
Ricordi C i col., 1992). Les cél-lules presentadores d'antigens (APCs) de I'hnoste processen els
antigens que presenten les noves cél-lules de 'empelt i els presenten a les cél-lules T CD4". A
més a més, si la injeccié dels illots és intraportal, com en el cas del trasplantament d'illots en
humans, la preséncia de macrofags en aquesta zona condueix a I'alliberament de citocines que
contribueixen al procés de rebuig. En I'empelt al-logenic se secreten diferents citocines
inflamatories, com soén la IL-1a, IL-2, IL-6 i IFN-y (Ozasa T i col., 1997) que intervenen en la

destruccio dels illots.

(b) Reaparicié de l'autoimmunitat. En la diabetis mellitus de tipus 1 la destruccié de les
cél-lules beta és la consequiéncia d'una reaccié autoimmunologica contra les cél-lules beta del
pancrees. Que el trasplantament d'illots es faci en un pacient amb una base autoimmune pot

contribuir a la pérdua de I'empelt (Bosi E i col.,, 2001). Aquesta contribucié es mostra en
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(i) diferents estudis en els quals s'observa la infiltracid dels illots acompanyada d’una resposta
inflamatoria i la destruccio selectiva de les cél-lules beta en trasplantaments, tant d’oérgan solid
com dillots (Tyden G i col.,, 1996; Stegall MD i col., 1996), (ii)un menor éxit dels
trasplantaments d'illots fets en models animals de diabetis autoimmune que en models
d'animals diabétics en els quals la diabetis no té un origen autoimmune (Prowse SJ i col., 1986;
Markees TG i col., 1999), (iii) una taxa d'exit del trasplantament inferior en pacients amb
diabetis mellitus de tipus 1 que en pacients que han de ser trasplantats amb illots per d'altres
causes, com, per exemple, perqué han de ser sotmesos a una pancreatectomia (Tzakis AG i
col., 1990; Ricordi C i col., 1997), (iv) 'associacié que es troba entre la fallida de I'empelt i la
presencia d'anticossos anti-illot abans del trasplantament (Jaeger C i col., 1997) i (v) 'augment
en la quantitat d'auto-anticossos i I'activacio de les cél-lules T que es produeixen després del
trasplantament i que es corresponen amb la posterior fallida de I'empelt (Roep BO i col., 1999).
A més, aquesta fallida es pot evitar si se suprimeix l'activacié de les cél-lules T en els receptors

d'un trasplantament d'illots amb diabetis d'origen autoimmune (Carter JD i col., 2005).

(c) Pérdua de la funci6 primaria de I'empelt (PNF de I'angles Primary non-function). S'utilitza
en el context en qué I'empelt fracassa rapidament i no arriba a ser funcional. Aquest fet esta
descrit per als empelts al-logénics, perd també té lloc quan els trasplantaments sén singénics
(Nagata M i col., 1990) o en models en els quals les cél-lules T es troben inactives (Chahine AA
i col.,, 1995; Kaufman DB i col., 1990(b)), suggerint que no només el rebuig i I'autoimmunitat
poden estar contribuint en aquest fenomen de pérdua de funcionalitat i fracas de I'empelt

inicials.

Son diferents els mecanismes inespecifics que poden intervenir en la pérdua inicial de I'empelt,
a més dels processos que es produeixen durant I'obtencié dels illots i que poden determinar la
supervivéncia dels illots trasplantats. Per exemple, la manca de vascularitzacié de I'empelt en
un inici o I'exposicié a un microambient desfavorable en el lloc d'implantacié de I'empelt que
provoca una resposta inflamatoria inespecifica (Berney T i col., 2001) sén dos fendmens que
contribueixen a la PNF. Les cél-lules de l'illot requereixen més d'un 10% del flux sanguini del
pancrees (Lifson N i col., 1980). Després de l'aillament el flux sanguini dels illots queda
interromput i tot i que hagin quedat algunes cél-lules de l'endoteli vascular, aquestes no
sobreviuran més de 2-3 dies (Parr EL i col., 1980). Aixd fa que els illots depenguin de la difusié
de nutrients i d'oxigen des de la periféria fins que el procés de revascularitzacioé no es completa,
cap alla el dia deu després del trasplantament (Menger MD i col., 2001). Durant el periode
posterior al trasplantament les cél-lules de l'illot son molt vulnerables i a més estan exposades a
hipoxia, que també pot contribuir a la mort de les cél-lules de I'empelt (Davalli AM i col., 1996).
Els empelts inicialment també poden presentar cellules mortes procedents del procés

d'aillament que, juntament amb les que moren per manca de vascularitzacio, o per d'altres

60



Introduccid

causes, poden estar amplificant el procés inflamatori, el qual pot provocar nous problemes
funcionals i la destrucci6 de les cél-lules de I'empelt. En diferents estudis s’ha suggerit el paper
dels macrofags en aquest péerdua de funcio i de teixit inicial, quan s'observa que el tractament
amb diferents agents que inactiven els macrofags o els eliminen milloren la supervivéncia de
I'empelt en models de trasplantament (Bottino R i col., 1998; Kaufman DB i col., 1994;
Stephanian E i col., 1992).

A més d'aquests fendmens que afavoreixen la pérdua i disfuncio del teixit trasplantat, I'estat
metabdlic del receptor influeix en I'evolucié de I'empelt. En estudis fets amb animals diabétics
que han estat trasplantats amb una massa insuficient per a restablir la normoglucémia es pot
observar que la massa beta trasplantada disminueix progressivament (Montafa E i col., 1993).
En canvi, si els animals diabétics sén tractats amb insulina des d'uns dies abans fins un temps
després del trasplantament, s’aconsegueix que la massa beta trasplantada dos mesos després
sigui similar a la que s’havia trasplantat inicialment (Merino JF i col., 1997). La normoglucémia
del receptor també ajuda a mantenir millor la funcié de les cél-lules beta trasplantades (Davalli
AM i col., 1996), amb la qual cosa s'aconsegueix que un cop eliminat el tractament amb la
insulina, sigui I'empelt qui mantingui la normoglucémia tot i que sigui s'hagi trasplantat una
massa insuficient (Merino JF i col., 1997 i 2000).

El nostre grup ha estudiat els efectes de la hiperglucémia sobre la mort i la massa de les
cél-lules beta en el trasplantament d'illots singénics. Després del trasplantament es produeix
una pérdua d'aproximadament el 60% de la massa beta trasplantada, malgrat I'abséncia de
rebuig o autoimmunitat. Aquesta pérdua és deguda a un augment de I'apoptosi i de la necrosi,

independentment de les condicions metabdliques del receptor (Biarnés M i col., 2002).

En base a aquests estudis vam decidir d'estudiar més a fons els mecanismes que es produien
en lI'empelt durant els primers dies després del trasplantament. Més concretament, la produccié
de citocines, i si I'estat metabolic del receptor intervenia modulant-ne aquesta produccid. D'altra
banda, i tenint en compte, que gran part de la massa de I'empelt es perd ja durant els primers
dies, vam voler estudiar si es produia un efecte beneficiés per a I'evolucié de I'empelt en

disminuir I'apoptosi durant aquests primers dies.
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