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Resultados: 1.Pancreatectomia y GLP-1

1. Estudio 1 : Efectos de la administracion de un analogo del GLP-1 sobre

ratas pancreatectomizadas al 95%

Se realizd una pancreatectomia del 95% a ratas Hsd:Sprague Dawley y se les administré el
analogo NN0027 o el vehiculo con el objetivo de determinar la accién del andlogo sobre las células

beta enddgenas.

1.1 Evolucion Metabdlica

Con el objetivo de determinar el efecto de la administracion del andlogo de GLP-1 NN0027
sobre la evolucién metabdlica de ratas pancreatectomizadas se monitorizaron el peso corporal y la

glucosa sanguinea a lo largo del estudio (Figura 1Ay B).
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Figura 1: Evolucion metabdlica de las ratas pancreatectomizadas. A. Glucemia de las
ratas Px tratadas con el analogo del GLP-1 (M, Px+G n=5), ratas tratadas con el
vehiculo (@, Px+V; n=6), y de las ratas con cirugia control no tratadas (A, Sham,
n=7). Los valores son las medias + error estandar Kruskal-Wallis p<0,05 *p<0,05 vs
Px+V y Xp<0,05 vs Sham para el test de Mann-Whitney (M-N) y B. Peso corporal de
las ratas Px tratadas con el andlogo del GLP-1 (M, Px+G n=5), ratas tratadas con el
vehiculo (@, Px+V; n=6), y de las ratas con cirugia control no tratadas (A, Sham,
n=7). Los valores son las medias + error estandar. ANOVA p<0,05 y #p<0,05 vs todos
los demas grupos para el test DMS.

Todos los animales partieron de una misma situacion metabdlica antes de la cirugia control o
de la pancreatectomia. Eran todas ratas jovenes, de aproximadamente 5 semanas de edad, en
situacion de normoglucemia. No se encontraron diferencias en la glucosa sanguinea del dia de la
pancreatectomia o de la operacion control (Sham) entre los grupos (Sham: 110 = 2,8 mg/dL ; Px+V:

104 = 10,6 mg/dL ; Px+G: 108 = 6,6 mg/dL; p=ns).
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Resultados: 1.Pancreatectomia y GLP-1

Como era de esperar, los animales con la operacién control o Sham, a los que solamente se
les manipulaba suavemente el pancreas, se mantuvieron normoglucémicos a lo largo de todo el
estudio. En cambio, las ratas pancreatectomizadas tratadas con el vehiculo desarrollaron
rapidamente hiperglucemia que llegé a superar los 500 mg/dL de glucosa en sangre (dia 15: 516 = 41
mg/dL). Sin embargo, la administracién diaria del andlogo del GLP-1 evité la progresion de la
hiperglucemia y la glucosa sanguinea media de estos animales se mantuvo siempre por debajo de
250 mg/dl (dia 14: 242+ 48 mg/dL). A partir del dia 3 después de la cirugia y hasta el final del estudio,
la glucemia de los animales inyectados con el NN0027 fue mads baja que la de las ratas Px tratadas
con el vehiculo (p<0.05).

La administracion de andlogos del GLP-1 puede causar efectos anorexigenos tanto en
modelos animales como en humanos (Larsen, Fledelius et al. 2001; Astrup, Rdssner et al. 2009). Para
excluir que la mejora en el control glucémico fuera debida a una ingesta reducida de alimentos y por
lo tanto a un menor requerimiento de insulina la evolucién del peso corporal fue comparada entre
los grupos (Figura 1B). Las ratas pancreatectomizadas tratadas con el analogo NN0027 o con el
vehiculo exhibieron un aumento muy similar del peso corporal durante el estudio. Las ratas no

pancreatectomizadas (sham) presentaron mayor peso desde el dia 3 después de la cirugia (p<0.05).

1.2 Replicacion de las células beta

La replicacion de las células beta se determiné por incorporacién de BrdU en los remanentes
pancredticos extraidos 15 dias después de la cirugia. La proliferacién de las células marcadas por
insulina aumentd un 40% tras la pancreatectomia subtotal (Figura 2) pero las diferencias no
alcanzaron la significacién estadistica (Px+V: 1,02 + 0,20 vs Sham: 0,72 + 0,18; p=ns). Sin embargo, la
administracién del analogo del GLP-1 aumentd la replicacién de las células beta en un 200% en
comparacion con la de los animales con operacién control y fue significativamente mayor a la de los
remanentes pancreaticos de Px+V y a la del pancreas de los animales sham con operacién control

(Px+G: 1,64 = 0,17; p<0,05).
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Figura 2: Replicacion de las células beta de los remanentes
pancreaticos de ratas Sham (n=5) o Px tratadas con vehiculo
(Px+V; n= 6) o con el andlogo del GLP-1 (Px+ G; n=4). Los
valores corresponden a la media * error estdandar. ANOVA
p<0,05 *p<0,05 vs todos los demas grupos para el test DMS.

1.3 Neogénesis de células beta

La neogénesis se determind a través de dos métodos indirectos. Se determind el numero de
pequefias agrupaciones (menos de cinco células) de células beta extrainsulares, como un indicador
de la cantidad de células beta formadas recientemente, y de forma complementaria el porcentaje de
de islotes en contacto o muy préximos (menos de cinco células de distancia) a los ductos
pancredticos como una indicacion de haber brotado de ellos recientemente.

Se determind el niumero de pequeiias agrupaciones de menos de cinco células insulina
positivas existentes por milimetro cuadrado de tejido (Figura 3A). El nimero de células beta
formando agrupaciones aisladas tendié a estar aumentado en los remanentes pancreaticos de las
ratas Px inyectadas con vehiculo en comparacién con las ratas sham (0,27 + 0,08 vs 0,11 = 0,03
agrupaciones/mm?; p=ns). Esta cifra practicamente se cuadriplicé en los remanentes de los animales
tratados con el analogo del GLP-1 NN0027 (0,45 = 0,11 agrupaciones/mm?) en comparacién con los
animales con operacién control (p<0,05).

Se determind la proximidad de los islotes a los ductos contando la distancia (en células)
existente entre el islote y el ducto mds préximo. Cuando el islote se encontraba dentro del ducto o a

menos de cinco células de distancia de este se considerd que el islote era periductal. El porcentaje de
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islotes periductales (Figura 3B) fue mayor en las ratas pancreatectomizadas que en las ratas sham
(Px+V: 94,6 + 3,31 vs Sham: 47,2 + 0,77%; p<0,01) sugiriendo que la neogénesis aumentd después de
la pancreatectomia del 95%. En los animales tratados con NNOO027 el porcentaje de islotes
periductales siguié siendo superior al del grupo Sham (Px+G: 76,7 = 4,92 ; p<0,01) aunque menor al

del grupo Px+V (p< 0.05).
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Figura 3: Neogénesis de células beta. (A) Agrupaciones de células beta
extrainsulares en los remanentes pancredticos de ratas Sham (n=3) o Px
tratadas con Vehiculo (n=6) o con el andlogo del GLP-1 (n=5).

(B) Porcentaje de islotes periductales en los remanentes pancreaticos
de ratas Sham (n=6) o Px tratadas con Vehiculo (n=5) o con el analogo
del GLP-1 (n=5). Los valores corresponden a la media + error estandar.
ANOVA p<0,05 * p<0,05 respecto a sham y x p<0,05 respecto a Px+V
para el test DMS.

1.4 Apoptosis de las células beta

La proporcidon de células beta que mueren por apoptosis se determind por la técnica del
TUNEL en los remanentes pancredticos quince dias después de la pancreatectomia (Figura 4). No se
encontraron diferencias estadisticas en la apoptosis de células beta entre los tres grupos estudiados

(Px+G: 0,12 £ 0,01%; Px+V: 0,15 + 0,04 y Sham: 0,08 + 0,02%; p=ns).
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Figura 4: Apoptosis de células beta en los remanentes
pancreaticos de ratas Sham (n=7) o Px tratadas con
Vehiculo (n=6) o con el anadlogo del GLP-1 (n=5). Los valores
corresponden a la media + error estandar.

1.5 Tamaiio de las células beta

El tamafio individual de las células beta de los animales pancreatectomizados (Px+G: 260 +
14,3 umz; Px+V: 251 = 24,2 umz) fue mayor que el del grupo sham (197 + 15,7 umz), pero la
diferencia era estadisticamente significativa tan solo en el caso de los animales pancreatectomizados

tratados con NN0O027 (p< 0.05) (Figura 5).
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Figura 5: Tamafio de las células beta de los remanentes
pancreaticos de ratas Sham (n=5) o Px tratadas con
Vehiculo (Px+V; n= 6) o con el andlogo del GLP-1 (Px+G;
n=5). Los valores corresponden a la media = error estandar.
ANOVA p<0.05.*p<0,05 respecto a Sham para el test DMS 133
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1.6 Masa de células beta

Se determind la masa de células beta en los remanentes tras la pancreatectomia o en la
parte equivalente de los pancreas de los animales sham (Figura 6).

La administracién del andlogo de GLP-1 NN0OO27 a ratas pancreatectomizadas duplicé la masa
de células beta en comparacién con la masa beta de los pancreas tratados con vehiculo (0,90 = 0,07
mg vs 0,46 + 0,12 mg; p<0,05). La masa beta en los animales Px+G era tres veces mayor que la de los

animales sham (0,36 +0,07 mg) (p<0,01).
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Figura 6: Masa de células beta en los remanentes
pancreaticos de ratas Sham (n=5) o Px tratadas con
Vehiculo (n=6) o con el anadlogo del GLP-1 (n=5). Los valores
corresponden a la media + error estdandar. ANOVA p<0.05.
*p<0,05 vs todos los demas grupos por el test DMS.

1.7 Vascularizacion de los islotes

Teniendo en cuenta que el GLP-1 puede tener acciones sobre el endotelio (Yu, Moreno et al.
2003), que la angiogénesis puede influenciar el proceso de neogénesis (Johansson, Andersson et al.
2006) y que las células endoteliales pueden promover la replicacion de las células beta (Johansson,
Mattsson et al. 2006) , se midid la vascularizacion de los islotes de los remanentes pancreaticos como
parametro complementario (Figura 7).

La vascularizaciéon se determindé mediante inmunohistoquimica y se analizaron diferentes

aspectos para obtener una informacidn mas completa sobre las caracteristicas de los vasos de los
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islotes de los remanentes pancreaticos. Se determind tanto el numero de vasos del tejido insular
como el tamafo de éstos y el drea insular del tejido. A partir de estos datos se infirié la densidad
vascular, el tamafio medio de los vasos y el nimero de vasos por area de tejido insular.

En el caso de los animales sham y de los pancreatectomizados inyectados con el vehiculo el
porcentaje de tejido insular ocupado por vasos sanguineos o densidad vascular era similar (Sham:
4,45 + 0,53 %; Px+V: 4,55 = 0,40 %; p=ns). En las ratas Px tratadas con el analogo del GLP-1 se
detectd un ligero aumento, del 20%, en la densidad vascular respecto a la de Px+Vehiculo que no

alcanzd significacion estadistica (Px+G: 5,46+0,69; p=0,3 vs otros grupos).

Densidad vascular (%)

Sham Px+V Px+G

Figura 7: Densidad vascular de los islotes de los
remanentes pancreaticos de ratas sham (n=4) o de ratas Px
tratadas con vehiculo (n=6) o con el andlogo del GLP-1
(n=5). Los valores corresponden a la media = error
estandar.

El tamafio medio de los vasos se calculd dividiendo el drea total vascular por el nimero de
vasos contabilizados (Figura 8A). La pancreatectomia no tuvo efecto sobre el tamario de los vasos ya
que fue muy similar entre los vasos de los pancreas de las ratas sham y los vasos de los remanentes
de las ratas tratadas con el vehiculo (Sham: 35,8 = 7,00 umz vs Px+V: 32,6 = 4,18 umz; p=ns). De
forma similar a lo que ocurria con la densidad vascular, en las ratas Px tratadas con NN0027 se
observé un incremento en el tamafio medio de los vasos sanguineos insulares no estadisticamente
significativo (Px+G: 44,7 + 5,09 um” ; p=ns vs otros grupos).

Finalmente, como ultima aproximacion a la vascularizacién de los islotes en nuestro estudio

se calculd el numero de vasos por milimetro cuadrado de tejido insular (Figura 8B). No se detectaron
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diferencias entre los tres grupos estudiados (Sham: 1296 + 112 vasos /mm? islote vs Px+V:1470 = 138
Vvasos /mm2 islote vs Px+G: 1217 = 57,8 vasos /mm2 islote; p=ns)
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Figura 8: Vascularizacion de los islotes A. Tamafio medio de los vasos y
B. n2 de vasos/mm? de islote de los remanentes pancreaticos de ratas
sham (n= 4) o de ratas Px tratadas con vehiculo (n=6) o con el analogo
del GLP-1 (n=5). Los valores corresponden a la media * error estandar.
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2. Estudio 2: Efectos de la administracion de un andlogo del GLP-1 sobre el

transplante de islotes

Se transplantaron 800 islotes a ratas diabéticas o normoglucémicas para evaluar los efectos a
medio plazo (14 dias) de la administracién de NN0027 sobre las células beta transplantadas. Esta
parte del estudio tenia como objetivo determinar si la accidn del andlogo del GLP-1 requiere

hiperglucemia.
2.1 Evolucion metabdlica

2.1.1 Evolucion metabdlica de los animales diabéticos transplantados

Se transplantéd una masa de 800 islotes, insuficiente pero cercana a la necesaria para
restaurar la normoglucemia en ratas diabéticas por STZ, para determinar la capacidad del NN00O27

para mejorar el prondstico del transplante.

La glucemia de los animales diabéticos transplantados se monitorizé los dias 3, 7, 10 y 14
después del transplante (Figura 9). Como era de esperar, los animales del grupo control -diabéticos
por STZ pero no transplantados- inyectados con el andlogo de GLP-1 NN0027 o con vehiculo, se
mantuvieron hiperglucémicos a lo largo de todo el estudio y no hubo diferencias significativas entre
los tratamientos. Esto sugirié que después de la inyeccidn con STZ no quedd tejido beta en el
pancreas enddgeno sobre el que el andlogo del GLP-1 pudiera tener algin efecto y que condicionara
la evolucién metabdlica de los animales transplantados y tratados, y que por tanto los efectos que se
detectasen en los animales diabéticos trasplantados y tratados con el andlogo del GLP-1 se deberian
a la accién de este sobre los islotes trasplantados.

La glucemia de los animales diabéticos transplantados y tratados con el andlogo del GLP-1 se
redujo tras el transplante y fue significativamente menor que la de los dos grupos no transplantados
ya a partir del dia 3 después del transplante y hasta el dia 14 en que se extrajo el injerto (Figura 9).
Ademas, a dia 14, cinco de los 18 (28%) animales transplantados y tratados con NN0O027 habian
alcanzado la normoglucemia. En los animales trasplantados y tratados con vehiculo, la glucemia
mostré una menor reduccidn tras el transplante, que tan solo alcanzé significacidén estadistica los
dias 7 y 10 respecto a los dos grupos de animales no transplantados (Figura 9). De los quince
animales transplantados tratados con vehiculo solamente uno (7%) consiguié restablecer la
normoglucemia. Aunque la glucemia de las ratas transplantadas tratadas con el andlogo de GLP-1 se

mantuvo por debajo de la de las ratas inyectadas con vehiculo, las diferencias no alcanzaron
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significacidn estadistica. Después de la extraccidn del injerto todos los animales revirtieron al estado
hiperglucémico anterior al transplante, con valores de mas de 500mg/dL, indicando que la

disminucién en la glucemia que se detecté fue debida al injerto y no a regeneracién del pancreas

enddgeno.
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Figura 9: Glucemias de las ratas diabéticas por STZ transplantadas con
800 islotes y tratadas durante 14 dias con el andlogo del GLP-1 ( M,
H.Tx+G; n=18) o con el vehiculo (®, H.Tx+V; n=15) o no transplantadas y
tratadas durante 14 dias con el andlogo del GLP-1 (O, STZ+G; n=11) o
con el vehiculo (O, STZ+ V; n=8). Los valores corresponden a la media
error estandar. ANOVA p<0,05 *p<0,05 vs los dos grupos de no
transplantados (diferente tanto de STZ+G como de STZ+V) para el test
DMS.

En el grupo de las ratas transplantadas tratadas con el analogo del GLP-1 NN0027 ocho
animales (44%) presentaban funcidn del injerto (glucemia inferior a 360mg/dl) (Figura 10) mientras
que solo el 27% de las transplantadas inyectadas con vehiculo lo hacen. Ninguno de los animales no
transplantados presenté una glucemia inferior a 360mg/dL en ningin momento. Los datos
combinados de funcidén de parcial y de curacién de cada unos de los grupos fueron comparados sin

detectar diferencias significativas entre H.Tx+V y H.Tx+G.
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Figura 10: Distribucidon de curados y con funcién parcial del injerto de
las ratas diabéticas por STZ transplantadas con 800 islotes y tratadas
durante 14 dias con el vehiculo (H.Tx+V; n=15) con el analogo del GLP-1
(H.Tx+G; n=18). Los valores corresponden al porcentaje de animales con
una glucemia en el rango determinado en cada uno de los grupos

Finalmente se estudié también el momento en el que se detectd funcidn del injerto. Para ello
se definid el tiempo para alcanzar la funcidn del injerto como los dias trascurridos desde el trasplante
hasta el primer dia en que la glucemia de la rata transplantada alcanzaba valores inferiores a 360

mg/dl. Con este valor de tiempo se trazo la curva de supervivencia (Figura 11).
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Figura 11: Funcidn del injerto de las ratas diabéticas por STZ
transplantadas con 800 islotes y tratadas durante 14 dias con el analogo
del GLP-1 (M, H.Tx+G; n=18) o con el vehiculo (®, H.Tx+V; n=15). Los
valores corresponden al porcentaje de animales de cada grupo que
presentan una glucemia inferior a 360 mg/dl en un momento dado.

El tiempo medio para alcanzar la funcién parcial fue de 5,37+0,96 dias para las ratas

transplantadas tratadas con NN0027 y de 7,75+2,29 dias para las Tx inyectadas con el vehiculo. El
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andlisis de supervivencia de los datos no mostré diferencias estadisticamente significativas (Figura
11).

Las concentraciones de insulina plasmatica también fueron determinadas en el seguimiento
de los animales después del transplante de islotes. Como era de esperar la insulinemia aumenté
después del transplante en comparacion con los animales no transplantados (STZ+V y STZ+G) en los

que los niveles de insulina se mantuvieron muy bajos a lo largo del estudio. (Figura 12A)
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Figura 12: Insulinemia (A) y Cociente insulina/glucosa (B) de las ratas
diabéticas por STZ transplantadas con 800 islotes (H.Tx) y tratadas
durante 14 dias con el vehiculo (M) (dia 0 n=7, dia 7 n= 12, dia 14 n=11),
con el andlogo del GLP-1 (&) (dia 0 n=9, dia 7 n= 12, dia 14 n=13) o no
transplantadas (STZ) y tratadas durante 14 dias con el vehiculo (L) (dia
0 n=4, dia 7 n= 4, dia 14 n=4) o con el analogo del GLP-1 ([) (dia 0 n=6,
dia 7 n= 8, dia 14 n=8). Los valores corresponden a la media * error
estandar. Kruskal-Wallis p<0,01 *p<0,01 vs el dia 0 del mismo grupo
para el test de Mann-Whitney

Entre los grupos de transplantados (Figura 12 A) habia una tendencia a valores mas elevados
en los animales tratados con el andlogo del GLP-1 NNO0O027. Se calculéd el cociente insulina
(nmol/l)/glucosa (mg/l) y se observé que también tendia a ser mayor en las ratas Tx inyectadas con el
andlogo del GLP-1 que en las que lo estaban con vehiculo (dia 14, H.Tx+V: 0,35 = 0,08 y H.Tx+G: 0,62
+0,23; p=ns) (Figura 12 B).
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Como ya se ha comentado, el tratamiento con analogos del GLP-1 puede tener efectos
anorexigenos por lo que se quiso averiguar si la mejora en el control metabdlico podia atribuirse a
una reduccidn en la ingesta de comida y a un menor peso corporal. La ganancia de peso a lo largo del
estudio fue muy similar entre los dos grupos de animales transplantados tratados con el andlogo del

GLP-1 o con vehiculo (Figura 13).
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Figura 13: Peso corporal de las ratas diabéticas por STZ transplantadas
con 800 islotes y tratadas durante 14 dias con el andlogo del GLP-1 ( H;
n=18) o con el vehiculo (®; n=15) o no transplantadas y tratadas durante
14 dias con el andlogo del GLP-1 ([O; n=11) o con el vehiculo (O; n=8).
Los valores corresponden a la media + error estandar. ANOVA p<0,05
*p<0,05 vs STZ+G para el test DMS.

2.1.2 Evolucion metabdlica de los animales normoglucémicos

transplantados

La glucemia (Figura 14A) de los animales normoglucémicos transplantados y tratados con el
analogo del GLP-1 o con vehiculo se mantuvo estable dentro de la normalidad a lo largo del tiempo y

fue muy similar entre los dos grupos en todos los tiempos de estudio (dia 14 N.Tx+V : 92,3 + 3,47
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mg/dL vs N.Tx+G: 92,2 = 3,77; p=ns). En ningln caso el transplante o el tratamiento con NN0027

fueron causantes de hipoglucemia.

Asimismo, el peso corporal (Figura 14B) de las ratas normoglucémicas transplantadas
aumentoé de forma gradual a lo largo de los dias y los dos grupos presentaron una evolucién muy

similar (dia 14 N.Tx+V : 242 + 7,0 g vs N.Tx+G: 247 = 8,5 g ; p=ns).
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Figura 14: Evolucion metabdlica A. Glucemia de Ilas ratas
normoglucémicas transplantadas con 800 islotes tratadas con vehiculo
(N.Tx+V; n=7) o con el anadlogo del GLP-1 (N.Tx+G; n=8) B. Peso corporal
de las ratas normoglucémicas transplantadas con 800 islotes tratadas
con vehiculo (N.Tx+V; n=7) o con el analogo del GLP-1 (N.Tx+G; n=8). Los
valores corresponden a la media + error estandar.
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2.2 Replicacion de las células beta

Se compard la replicacion de las células beta en los injertos de los receptores

hiperglucémicos con la replicacién en los injertos de animales normoglucémicos.

La replicacion de las células beta en los injertos de los receptores hiperglucémicos (Figura
15A) se encontré aumentada 14 dias después del transplante en comparacion con la replicacién en el
pancreas normal (H.Tx+V: 0,50+0,08% vs Pancreas: 0,26+0,05%; p<0,05). La replicacion beta de los
animales tratados con el andlogo del GLP-1 NNOO27 triplicaba la de los pancreas normales (p< 0.05) y
era un 60% superior a la de los H.Tx+V, (H.Tx+G: 0,72+0,19%) aunque la diferencia no fue

estadisticamente significativa (p=0,25).
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Figura 15: Proliferacion de las células beta de pancreas control
(Pancreas; n=4) ; (A) de los injertos 800 islotes a ratas diabéticas por STZ
tratadas con vehiculo (H.Tx+V; n=8) o con el anadlogo del GLP-1( H.Tx+G;
n=7) y (B) de los injertos 800 islotes a ratas normoglucémicas tratadas
con vehiculo (N.Tx+V; n=5) o con el analogo del GLP-1 (N.Tx+G; n=5 Los
valores corresponden a la media + error estandar. *p<0,05 vs pancreas
con el test T con la correccién de Welch.

En cambio, como era de esperar en situacidn de normoglucemia, en los animales
normoglucémicos que fueron transplantados la replicacidn de las células beta no se modificé

(N.Tx+V: 0,41+0,09) respecto al pancreas (Pancreas: 0,26+0,05%). Ademds, en situacion de
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normoglucemia el tratamiento con el andlogo del GLP-1 no mostré efecto sobre la replicacion

(N.Tx+G: 0,45+0,12%) (Figura 15B).

2.3 Apoptosis de las células beta

Se compard la apoptosis de las células beta en los injertos de los receptores hiperglucémicos

con la apoptosis en los injertos de animales normoglucémicos.

La apoptosis de las células beta estaba aumentada en los injertos de islotes 14 dias después
del transplante en situacién de hiperglucemia (Tx+V: 0,27+0,04% vs Pancreas: 0,06+0,03%; p<0,02) y

el tratamiento con el analogo del GLP-1 (H.TX+G: 0,25+0,04%) no fue capaz de prevenirlo (Figura

16A).
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Figura 16: Apoptosis de las células beta de pancreas control (n=6); (A) de los injertos
800 islotes a ratas diabéticas por STZ tratadas con vehiculo (Tx+V; n=8) o con el
analogo del GLP-1 (Tx+G; n=8). Los valores corresponden a la media + error estandar.
ANOVA p<0,05 *p<0,02 vs los demas grupos para el test DMS (B) Apoptosis de los
injertos 800 islotes a ratas normoglucémicas tratadas con vehiculo (N.Tx+V; n=7) o con
el andlogo del GLP-1 (N.Tx+G; n=7). Los valores corresponden a la media + error
estandar.

En cambio, en los receptores normoglucémicos transplantados la apoptosis de las células
beta no estaba incrementada 14 dias después del transplante (Pancreas 0,06+0,03% vs N.Tx+V:

0,10+0,01%; p=ns); y fue similar en ambos grupos transplantados (N.Tx+G: 0,09+0,02%) (Figura 16B).
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2.4 Masa de células beta

Finalmente, la masa de células beta 14 dias después del transplante también se compard

entre receptores hiperglucémicos y normoglucémicos.

La masa de células beta era significativamente menor a la inicialmente transplantada en los
injertos de los receptores tratados con vehiculo (Islotes: 2,91+0,17 mg vs H.Tx+V: 0,96+ 0,18 mg;
p<0,05) y era igual de baja en los tratados con el NN0027 (H.Tx+G: 0,98+ 0,19 mg vs islotes; p<0,05 )

(Figura 17A).
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Figura 17: Masa de células beta de islotes antes del TX (n=4); (A) de los injertos a ratas
diabéticas por STZ tratadas con vehiculo ( H.Tx+V; n=8) o con el analogo del GLP-1(Tx+G; n=9) y
(B) de los injertos a ratas normoglucémicas tratadas con vehiculo (N.Tx+V; n=7) o con el
analogo del GLP-1 (N.Tx+G; n=7). Los valores corresponden a la media + error estandar.
ANOVA p<0,01 *p<0,01 vs los demas grupos para el test DMS.

En los transplantados normoglucémicos, los resultados obtenidos son practicamente los
mismos. La masa de células beta también era significativamente menor a la inicialmente
transplantada tanto en los injertos de los receptores tratados con vehiculo, como en los tratados con
el analogo del GLP-1 (Islotes: 2,91+0,17 mg vs N.Tx+V: 1,08+ 0,20 mg y N.Tx+G: 0,94+0,13 mg;
p<0,05) (Figura 17B).
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3. Estudio 3: Efectos de la administracion de un andlogo del GLP-1 sobre el

injerto de islotes a ratas diabéticas en los dias inmediatos al transplante

Para estudiar los efectos de la administracidon del andlogo del GLP-1 sobre la supervivencia de las
células beta en los primeros dias del transplante, se realizé un estudio a tres dias en el se
transplantaron 500 islotes, que es una masa insular claramente insuficiente para restablecer la
normoglucemia (Tellez, Montolio et al. 2007) con lo que los animales receptores se mantienen
hiperglucémicos. Este disefio tenia como objetivo asegurar que los islotes transplantados estarian
sometidos a las mismas condiciones de hiperglucemia tanto en el grupo control como en el tratado

con GLP-1.

3.1 Evolucion metabolica
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Figura 18: Evolucion metabdlica de las ratas diabéticas por STZ
transplantadas con 500 islotes A. Glucemias de las ratas tratadas
durante 3 dias con el andlogo del GLP-1 ( M, 3dTx+G; n=6) o con el
vehiculo (®, 3dTx+V; n=6). B. Peso corporal de las ratas diabéticas por
STZ transplantadas con 500 islotes y tratadas durante 3 dias con el
andlogo del GLP-1 ( M; n=6) o con el vehiculo (®; n=6). Los valores
corresponden a la media + error estandar.

Como se habia previsto, los dos grupos de ratas transplantadas se mantuvieron altamente
hiperglucémicos en los tres dias siguientes al transplante (dia3 3dTx+V: 469 +28,3 mg/dL y 3dTx+G:
530+36,0 mg/dL; p=ns) (Figura 18A) .
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De la misma forma, el peso corporal de las ratas transplantadas se mantuvo practicamente
estable a lo largo de los tres dias y no se observaron diferencias entre los dos grupos de animales

(dia3 3dTx+V: 215 +5,4 g y 3dTx+G: 206+6,0 g; p=ns) (Figura 18B).

3.2 Replicacion de las células beta

La replicacidn de las células beta en los injertos tres dias después del transplante fue similar
en ambos grupos de transplantados (3dTx+V: 0,41+0,06 % y 3dTx+G: 0,48+0,09 %) y en el pancreas
normal (Pancreas: 0,26+0,02 %) (Figura 19).
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Figura 19: Replicacion de las células beta en pancreas
control (n=4) o en los injertos de ratas Px tratadas con
vehiculo (n= 6) o con el anadlogo de GLP-1 (n=6). Los valores
corresponden a la media + error estandar.

3.3 Apoptosis de las células beta

La apoptosis de las células beta se encontré aumentada de forma muy importante a los tres
dias del transplante en el grupo control tratado con vehiculo (3dTx+V: 0,57+0,15 % vs Pancreas:
0,06+0,03 %; p<0,05) y también en los injertos de las ratas tratadas con el andlogo de GLP-1 (3dTx+G:
0,51+0,08 %) (Figura 20).
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Figura 20: Apoptosis de células beta en pancreas control
(n=6) o en los injertos de ratas Px tratadas con vehiculo (n=
6) o con el andlogo de GLP-1 (n=6). Los valores
corresponden a la media = error estandar. ANOVA p<0,05
*p<0,02 vs todos los demas para el test DMS.

3.4 Masa de células beta

La masa de células beta transplantadas se redujo de forma similar tres dias después del
transplante tanto en las ratas tratadas con NN0027 como con vehiculo (Islotes frescos: 2,05+0,34 mg
vs 3dTx+V: 0,77+0,21 mg y 3dTx+G: 0,58+0,26 mg; p<0,05) respecto a la masa de células beta

inicialmente transplantada (Figura 21).
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Figura 21: Masa de células beta en los islotes antes del Tx

(n=4) o en los injertos de ratas Px tratadas con vehiculo (n=

6) o con el andlogo de GLP-1 (n=6). Los valores
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El GLP-1 es una hormona incretina con diversos efectos beneficiosos sobre las células beta
pancredticas. El progresivo conocimiento de los efectos y del mecanismo de accidén del GLP-1 han
permitido el desarrollo de nuevos farmacos para el tratamiento de la diabetes. Entre ellos se hallan
los andlogos del GLP-1, capaces de unirse al receptor de GLP-1, que ya han sido incorporados como
opcidn terapéutica en diversas guias de tratamiento de la diabetes tipo 2 (Nathan, Buse et al. 2009;

Rodbard, Jellinger et al. 2009; Menéndez-Torre, Lafita-Tejedor et al. 2010).

El efecto insulinotrépico de los analogos del GLP-1 (Mojsov, Weir et al. 1987) ha sido
ampliamente demostrado. Sin embargo, los efectos tréficos sobre las células beta (Doyle and Egan
2007) no estan tan claros ya que existe una gran diversidad de resultados en diferentes modelos
animales. En este estudio hemos caracterizado los efectos del analogo del GLP-1 NNOO27 sobre la
expansion de la masa beta en dos modelos animales de caracteristicas distintas: la pancreatectomia
parcial, un modelo de regeneracién de la masa beta enddgena y el trasplante de islotes, un modelo
de terapia celular. De esta forma evaluamos su posible aplicacion a dos posibles terapias de la
diabetes, la induccién de la regeneracién de la masa beta enddgena y el aporte de una masa beta a
partir de una fuente externa mediante el trasplante.

La pancreatectomia del 95% es un modelo de regeneracidén pancreatica en el que tiene lugar
una expansién de las células beta pancreaticas. La hipdtesis del estudio era que la administracién del
analogo del GLP-1 NN0027 iba a incrementar esta regeneracidn pancredtica y podria por lo tanto
favorecer la normalizacion de la glucemia de los animales pancreatectomizados. Se evalud
principalmente la capacidad del andlogo del GLP-1 de regenerar esta masa beta determinando el
aumento de la proliferacion y/o de la neogénesis.

El transplante de islotes es una terapia emergente para el tratamiento de la diabetes que
topa con algunas limitaciones. La mds importante de ellas es la falta de tejido disponible para
transplantar. Esta falta se agrava por la pérdida de masa beta del injerto que tiene lugar los primeros
dias después del transplante. Nuestra hipdtesis de trabajo era que la administracion de GLP-1 podia
tener efectos beneficiosos sobre el prondstico del transplante, incrementando la masa beta por un
aumento en la proliferacién de las células beta y reduciendo la pérdida de células beta
transplantadas.

Este modelo de restablecimiento de la masa beta puede ser aplicable en el contexto del
transplante de islotes clinico ya que permitiria reducir el numero de islotes necesarios para alcanzar
la normoglucemia asi como aumentar el éxito del injerto por mejora de la funcién de las células beta

transplantadas o por aumento de la masa de células beta transplantadas.
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Con el objetivo de determinar si la hiperglucemia de los animales receptores era un
requerimiento para obtener los efectos del GLP-1, se estudié el transplante a receptores
hiperglucémicos y a receptores normoglucémicos. Por otra parte, sabemos que durante los primeros
dias del transplante, mds de la mitad de la masa beta transplantada se pierde por mecanismos de
muerte celular debido entre otros factores a la inflamacién no especifica del tejido transplantado.
Para comprobar si el tratamiento con el analogo del GLP-1 era capaz de preservar la masa beta

transplantada en esos primeros dias se estudié el efecto del GLP-1 tres dias después del transplante.

El punto fundamental sobre el que se estudié el efecto del GLP-1 era la modificacién de la
masa beta. En animales de experimentacién se ha descrito que la administracién de GLP-1 puede
promover el crecimiento de la masa beta en situaciones de hiperglucemia y restablecer la masa beta
necesaria para la normalizacién de la glucosa sanguinea (Stoffers, Kieffer et al. 2000).

El aumento de la masa beta puede producirse por incrementos en la formacion de células
beta a partir de precursores (neogénesis), aumento del nimero de células beta por replicacién de las
ya existentes (proliferacién), aumento del tamaifio de las células beta (hipertrofia) o por disminucion
de la muerte celular, es decir, aumento de la supervivencia. Analizamos por lo tanto estos factores en
las tres situaciones experimentales en las que nos hemos centrado para determinar sobre cudles

podria estar actuando el andlogo del GLP-1.

En el estudio con ratas pancreatectomizadas hemos demostrado una importante mejora en
el control metabdlico de las ratas tratadas con NN0027. En efecto, la glucemia media de las ratas
inyectadas con NN0O027 -menor a 250mg/dL en todos los puntos-, se mantuvo durante los 15 dias del
estudio significativamente inferior a la de las ratas control inyectadas con el vehiculo, que llegé a
superar los 500 mg/dL. Ademads, el efecto beneficioso del tratamiento se manifesté de forma
inmediata ya que a partir del dia tres después de la pancreatectomia y del inicio del tratamiento la

glucemia en el grupo GLP-1 ya era significativamente inferior a la del grupo vehiculo.

Después de una pancreatectomia, la expansiéon de la masa beta se atribuye en parte a la
formacion de nuevas células beta por neogénesis. En efecto, en la literatura se ha descrito que a
partir del dia 3 después de la cirugia se produce una ola de proliferaciéon en los ductos principales
seguidos de los ductos secundarios que finaliza con la formacién de nuevos Iébulos pancreaticos de
tejido acinar e islotes (Brockenbrough, Weir et al. 1988; Bonner-Weir, Baxter et al. 1993). En este
proyecto cuantificamos la diferenciacion de células beta de forma indirecta determinando el nimero
de células beta que se encuentran formando pequefias agrupaciones esparcidas por el tejido

exocrino, fuera de los islotes y la proximidad o contacto con los ductos pancreaticos en los
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remanentes de las pancreatectomias. Estos métodos indirectos de determinacidn de la neogénesis se
usaron dado que en ratas no se puede hacer trazado de linaje que seria un método directo de
determinacién. Este método nos permite detectar un aumento significativo de neogénesis respecto
al sham 15 dias después de la pancreatectomia en los animales tratados con el andlogo del GLP-1.
Por otra parte se determind la proximidad de los islotes a los ductos pancredticos. Una pequefia
distancia entre el ducto y el islote sugiere que es un islote de nueva formacién, que habria “brotado”
a partir de células ductales precursoras. El porcentaje de islotes en posicién periductal aumenté
significativamente después de la pancreatectomia, sugiriendo la presencia de neogénesis. Sin
embargo, aunque el porcentaje de islotes periductales en los remanentes de las ratas tratadas con el
analogo del GLP-1 estaba claramente elevado respecto a las ratas sham, fue menor que el de las
ratas pancreatectomizadas tratadas con vehiculo. Este resultado podria interpretarse como
indicativo de que la neogénesis a partir de los ductos pancreaticos fue menor en los animales
tratados con el andlogo de GLP-1, sugiriendo que otros tipos celulares podrian ser el origen del
aumento de la neogenesis. Sin embargo, diferencias en la regeneracién del pancreas exocrino
interpuesto entre los ductos y los islotes, o incluso en la velocidad de migraciéon de los islotes
nuevamente formados en los animales tratados con el anadlogo de GLP-1 NNOO027, podrian también

justificar el resultado.

El tratamiento con el andlogo del GLP-1 NNOO027 durante 15 dias después de la
pancreatectomia aumentd la proliferacion de las células beta. El aumento fue de mas del 50% en
comparacion con la proliferacién del grupo vehiculo. En cambio, la replicacidn de las células beta en
los animales pancreatectomizados tratados con el vehiculo no se encontré aumentada respecto al
sham en concordancia con un estudio previo en el que se sugeria que dos semanas después de la
pancreatectomia los niveles de replicacion de las células beta han vuelto a los niveles basales.
(Hayashi, Tamaki et al. 2003).

Los cambios en el tamano de las células beta también pueden modificar la masa beta. Sin
embargo, la administracion del andlogo del GLP-1 no causé hipertrofia de las células beta en
comparacion con el tamafio de las células beta en los pancreas de las ratas tratadas con vehiculo.

En cuanto a la apoptosis de las células beta en los remanentes de las pancreatectomias, no
habia diferencias en la apoptosis de las células beta en ninguno de los tres grupos, animales sham vy
los pancreatectomizados tanto tratados con vehiculo como con el andlogo de GLP-1.

La masa de células beta de los remanentes pancreaticos de la ratas inyectadas con GLP-1
aumentdé mas de dos veces respecto a la masa de los remanentes de las ratas vehiculo y mas del

triple respecto a la porcion equivalente de los sham.
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Como pardametro complementario, de importancia contrastada en los procesos de
reorganizacion del pancreas se estudid la vascularizacion de los islotes en los remanentes. Sin
embargo, el GLP-1 no tenia efectos ni sobre la densidad vascular ni sobre el tamaifo medio de los

vasos 0 numero de vasos por islote.

Nuestros resultados sugieren que el aumento de la masa beta en los animales
pancreatectomizados tratados con el andlogo del GLP-1 era debido principalmente al aumento de
proliferacidn y neogénesis de las células beta, y descartamos que la hipertrofia jugara un papel
decisivo en la modificacién de la masa beta. Finalmente también demostramos que la apoptosis

tampoco diferia por lo que no tenia un papel relevante en las diferencias en la masa beta el estudio.

En definitiva nuestro resultados sugieren que la masa de células beta en los remanentes de
los animales tratados con el andlogo del GLP-1-respecto a los tratados con vehiculo- aumenté
principalmente por mecanismos de aumento de la proliferaciéon y de la neogénesis de las células
beta. Este aumento de la masa beta en los animales pancreatectomizados tratados con el analogo

del GLP-1 contribuia a prevenir el desarrollo de la hiperglucemia.

En cuanto a los efectos de la administracién del andlogo sobre el transplante de islotes, la
administracién del andlogo del GLP-1 a ratas diabéticas transplantadas con 800 islotes durante 14
dias usando la misma pauta de dosificacidn que en las pancreatectomizadas también mejord el
control metabdlico aunque en menor medida. La glucemia de las ratas transplantadas e inyectadas
con NN0027 fue inferior en todo momento a la de los dos grupos control de ratas no transplantadas.
En cambio, la glucemia del grupo de ratas inyectadas trasplantadas y tratadas con vehiculo
solamente fue inferior a la de las ratas no transplantadas de forma transitoria. Asi mismo, el
porcentaje de animales curados en el grupo tratado con el andlogo de GLP-1 fue mayor que en el
grupo vehiculo, aunque la diferencia no alcanzo significacién estadistica.

Asi pues, la administracion de NNO0027 tuvo efectos beneficiosos sobre la evolucion
metabdlica de los animales transplantados que mostraron una mayor reduccién de la hiperglucemia,
aunque no fueron suficientemente importantes como para que las diferencias en la tasa de curacién
de los animales alcanzasen significacién estadistica. Se puede especular acerca de si el trasplante de
una masa beta algo mayor a la empleada, hubiese puesto de manifiesto de forma mas clara estos
efectos beneficiosos.

La insulina plasmatica se midié6 de forma directa en las ratas transplantadas. El cociente
insulina/ glucosa nos da una indicacion sobre la respuesta a la glucosa que presentan los diferentes

grupos de animales hiperglucémicos del estudio. Tras el trasplante, encontramos un aumento de la
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ratio, tanto a 7 como a 14 dias, pero sin diferencias significativas entre los grupos GLP-1 y vehiculo.
Sin embargo la tendencia indica que los animales transplantados tratados con el NN0027 presentan
un cociente mas elevado que los animales H.Tx+V, en concordancia con la mejor evolucion
metabdlica.

En el caso del transplante a ratas diabéticas por STZ la replicacién se encontré aumentada 14
dias después del transplante tanto en los animales tratados con el andlogo como en los no tratados
en comparacién con la replicaciéon de las células beta control del pancreas. Aunque se detectd una
tendencia a un aumento de la replicacién beta en los animales tratados con NN0027 respecto a los
tratados con vehiculo, la diferencia no alcanzd significacién estadistica. En los animales control
normoglucémicos, trasplantados sin ser diabéticos, no hubo cambios en la replicacién que era similar
en los injertos y en el pancreas enddégeno.

A los 3 dias del transplante, la replicacidn beta era similar entre los injertos, tanto de
animales tratados con NN0027 como en los que recibieron vehiculo, a la de los islotes de los
pancreas enddgenos de los animales control sanos.

Estos resultados concuerdan con datos previos de nuestro grupo en los que la replicacidn de
las células beta transplantadas a ratas hiperglucémicas no se encontraba aumentada 3 dias después
del transplante pero si lo estaba a 10 dias. (Tellez, Montolio et al. 2007). También los resultados en
normoglucemia coinciden con observaciones previas ya que el grupo demostré en el 2002 que en
ratones diabéticos con normalizacién de la glucosa sanguinea por administracién de insulina exégena
la tasa de replicacidn de las células beta se mantenia sin cambios respecto al control tanto 3 como 10
y 30 dias después del transplante (Biarnes, Montolio et al. 2002).

Los resultados de nuestro estudio mostraron un efecto discreto del GLP-1 sobre la replicacidn
de las células beta de los islotes transplantados a ratas hiperglucémicas mientras que no se observé
ningun efecto de la administracidn en los primeros dias o en las ratas normoglucémicas.

La apoptosis de las células beta, en el caso del transplante a ratas diabéticas por STZ se
encontré aumentada tanto 3 como 14 dias después del transplante y la inyeccidn con el andlogo del
GLP-1 no consiguio prevenirla. En cambio en el transplante a ratas normoglucémicas el porcentaje de
células apoptdticas se mantuvo en ambos grupos igual que en el pancreas control.

En estudios previos en nuestro grupo hemos demostrado que después del transplante de
islotes a ratas diabéticas la apoptosis se mantiene aumentada al menos hasta 28 dias después del
transplante (Tellez, Montolio et al. 2007). Ademas, en los transplantes a 3 dias se observa un gran
aumento de la tasa de apoptosis de la células beta de los injertos. Entre los factores que pueden
inducir muerte celular en los injertos de islotes se han descrito la inflamacién no especifica y la
accion de las citoquinas pro-inflamatorias (Montolio, Téllez et al. 2007), el dafio en los islotes

producido durante el aislamiento (Vargas, Vives-Pi et al. 1998; Rosenberg, Wang et al. 1999), la masa
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inadecuada de tejido transplantada (Montafia, Bonner-Weir et al. 1993), la hipoxia (Dionne, Colton et
al. 1993), la exposicion a hiperglucemia (Merino, Nacher et al. 1997), la ausencia de factores de
supervivencia (llieva, Yuan et al. 1999) o la disrupcion de las conexiones con la matriz extracelular

(Thomas, Contreras et al. 1999).

La masa beta de los animales transplantados (a medio y corto plazo) fue en todos los casos
significativamente menor a la inicialmente transplantada. Ademads, tanto en el contexto
hiperglucémico como en el normoglucémico el tratamiento con el andlogo del GLP-1 no consiguid
recuperar las células beta y la masa beta del injerto fue similar a la de los animales transplantados
tratados con el vehiculo.

En los animales hiperglucémicos transplantados tratados con GLP-1 durante 14 dias, no se
modificd la masa beta respecto a la del vehiculo. En el grupo de transplantados normoglicemicos
resulta légico que no se observaran cambios en la masa beta ya que ni la replicacién ni la apotosis de
las células beta estuvieron afectados por el tratamiento con NN0027. Y finalmente, el grupo de
transplantados a 3 dias nos permitié observar la importante caida de la masa beta en los injertos
desde los primeros momentos del transplante sobre la que la que la administracion del andlogo no

tuvo ningun efecto.

La evolucion metabdlica de los animales tratados con el andlogo del GLP-1 NN0027, tanto en
el caso de los animales pancreatectomizados como en el de los animales diabéticos transplantados,
es un parametro clave que nos dio una primera indicacion sobre el efecto del tratamiento con este
analogo. En las pancreatectomias detectamos un efecto importante de prevenciéon de la
hiperglucemia que se correspondia con un aumento de la masa beta mientras que en los animales
transplantados diabéticos la mejoria en la evolucion metabdlica era mas sutil y no estaba
acompanfada por un aumento de la masa beta.

En ambos modelos cabe considerar que, ademas de los efectos tréficos sobre las células
beta, la administracién del NN0027 estimula también la secrecidén de insulina y por tanto contribuye
al mejor control glucémico que observamos. En el caso de los animales transplantados no se
consiguié demostrar el aumento de secrecién pero la tendencia de los datos era muy evidente tanto
a dia 7 como a dia 14 y por lo tanto asumimos que la administracién de NN0027 si que tuvo un efecto

sobre la funcidn de las células beta en nuestros experimentos.

In vitro, varios estudios han demostrado la capacidad de los agonistas del GLP-1R para

estimular la diferenciacidn en células beta a partir de células ductales (Zhou, Wang et al. 1999; Yew,
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Prasadan et al. 2004). Ademas, en diversos estudios en animales se han mostrado datos que sugieren
que el tratamiento con andlogos del GLP-1 puede promover la neogénesis de células beta. En 1999,
Xu y colaboradores compararon el numero de células extrainsulares en ratas pancreatectomizadas y
tratadas con exendina-4 o vehiculo y no encontraron diferencias. Atribuyeron la falta de efecto del
analogo a que la situacién de pancreatectomia ya es de por si regenerativa y que es dificil aumentar
aun mas esa regeneracién. Sin embargo, en las ratas sham tratadas con ex-4 si que describieron un
aumento del niumero de células beta extrainsulares respecto a las ratas sham no tratadas. (Xu,
Stoffers et al. 1999). La infusidén continua de GLP-1 en ratas Wistar intolerantes a la glucosa aumento
el nimero de células insulina positivas en los ductos (Perfetti, Zhou et al. 2000). En un estudio de
administracién neonatal de STZ Tourrel y colaboradores demostraron que la neogénesis de células
beta en las ratas n0-STZ (multiples dosis bajas de STZ desde el dia del nacimiento) tratadas con
exendina-4 aumentaba. Mds adelante Bonner-Weir y colaboradores describieron un aumento del
numero de clusters de células productoras de insulina en los ductos de ratas SD diabéticas por STZ
tratadas con exendina-4 (Xu, Kaneto et al. 2006), reafirmando la idea de que la neogénesis de células
beta promovida por administracién de exendina-4 se produce en los ductos pancreaticos.

Nuestros resultados muestran un aumento de la formacion de células beta por diferenciacidn
en las ratas pancreatectomizadas respecto al sham, lo que no coincide con los resultados de Xu en
1999 (Xu, Stoffers et al. 1999) que no detectaban diferencias entre las ratas Px, pero si coincide con
el mensaje general de los articulos previamente citados que afirman que la exendina aumenta la
neogenesis de las células beta. Sin embargo, en cuanto a la proximidad de los ductos pancredticos
nuestros resultados no permitieron dilucidar si la neogénesis inducida por GLP-1 se producia a partir
de los ductos pancreaticos o de otros tipos celulares.

En el estudio del transplante de islotes no se explord la neogénesis ya que al transplantar una
preparacion pura de islotes, no se disponia de precursores en el injerto que pudiesen dar lugar a
neogénesis.

En definitiva, la administracién del NNO027 tuvo efectos estimuladores de la diferenciacién
de células beta en los remanentes de las ratas pancreatectomizadas, que contribuyeron al aumento

de la masa beta.

Un gran cantidad de articulos demuestran que la activacién del receptor del GLP-1R (Buteau,
Roduit et al. 1999; Buteau, Foisy et al. 2001; Jhala, Canettieri et al. 2003) en células beta in vitro
aumenta su proliferacién. Ademas, varios estudios con analogos del GLP-1 en modelos de deficiencia
de masa beta in vivo han mostrado la capacidad para aumentar la replicacién de las células beta
(Farilla, Hui et al. 2002; Wang and Brubaker 2002). Nuestros resultados en los animales

pancreatectomizados estan en claro acuerdo con estos efectos proliferativos de los analogos del GLP-
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1 ya que detectamos un aumento importante, de mds del 50% en comparacién con la replicacién en
las ratas inyectadas con vehiculo. Sin embargo, la replicacidon de las células beta en los grupos de
transplantados practicamente no se modificd con el tratamiento con el NN00O27, ni a corto plazo en
los dias inmediatos al trasplante, ni a medio plazo. Dos estudios de transplante de islotes en ratones
diabéticos determinaron la replicacién de las células beta en los injertos y tampoco observaron
aumento de la replicacién debido al tratamiento con el andlogo del GLP-1.(Crutchlow, Yu et al. 2008;
Merani, Truong et al. 2008). Sin embargo, ninguno de los dos estudios apunté a una causa concreta
por la que la no se haya podido dar el esperado efecto de la administracién del andlogo.

En definitiva, mientras que en las pancreatectomias el efecto sobre proliferacion del NN0027
fue muy claro, sobre los transplantes no se pudo establecer el aumento de la proliferacién en las

ratas diabéticas transplantadas a 14 dias.

La muerte celular programada de las células beta se determind en los tres estudios que se
llevaron a cabo. No se encontraron diferencias en ninguno de los estudios entre animales tratados
con el analogo de GLP-1 vy los animales no tratados.

In vitro, la capacidad anti-apoptética de los andlogos del GLP-1 ha sido ampliamente
demostrada frente a varios estimulos que causan la muerte celular programada de las células beta. El
tratamiento con GLP-1 de diferentes lineas de células beta protegié de la apoptosis inducida por
peréxido de hidrégeno (Hui, Wright et al. 2001), por acidos grasos como el palmitato (Kwon, Pappan
et al. 2004), por agentes inmunosupresores como la dexametasona (Ranta, Avram et al. 2006) o por
citoquinas pro-inflamatorias (Li, El Kholy et al. 2005).

Sin embargo, en modelos in vivo en los que se induce apoptosis, la proteccion no siempre
tiene lugar. Brubaker y colaboradores fueron los primeros en describir una disminucion de la
apoptosis en un modelo in vivo después de la administracién de un analogo del GLP-1. Trataron
ratones obesos db/db, de seis semanas de edad, antes de la aparicién de la hiperglucemia, con
exendina-4. A las dos semanas de tratamiento no solamente se previno la aparicidon de la diabetes
sino que se encontrd un aumento de la masa beta asi como una importante disminucién de la
apoptosis (Wang and Brubaker 2002). De forma similar, el tratamiento con exendina-4 protegio de la
apoptosis a las células beta de ratones C57BL6 inyectados con multiples dosis bajas de STZ (Li,
Hansotia et al. 2003). Sin embargo, el tratamiento con exendina 4 de ratas moderadamente
hiperglucémicas no fue capaz de disminuir la apoptosis de las células beta (Xu, Kaneto et al. 2006). En
este estudio la diabetes se indujo por inyecciéon uUnica de estreptozotocina y se empezd el
tratamiento con exendina una semana después. Tras diez dias el tratamiento se suspendid y se

analizaron los pardmetros histoldgicos diez dias mas tarde, momento en el que las ratas presentaban
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una hiperglucemia mas moderada, de unos 300 mg/dl. La evolucién metabdlica recuerda a los datos
que se han obtenido en los transplantados diabéticos y coincide en la falta de efecto del GLP-1. Sin
embargo, en este articulo no se sefiala cual podria ser la causa de la falta de efecto sobre la apoptosis
aunque hipotetizamos que la hiperglucemia prolongada pueda estar involucrada.

Sin embargo, el estudio de Farilla (Farilla, Hui et al. 2002) demostré que la infusién continda
de GLP-1 durante dos dias a ratas Zucker diabéticas disminuyd la apoptosis de las células beta
pancreaticas. El efecto del GLP-1 sobre la apoptosis de las células beta en este estudio era observado
después de una infusién continua, mientras que los demas estudios trataron a los animales con el
andlogo una (Li, Hansotia et al. 2003; Xu, Kaneto et al. 2006) o dos veces dia (Wang and Brubaker
2002). Es posible que los niveles circulantes de péptido fueran mas importantes o que el hecho de
encontrarse en sangre de forma continuada fueran determinantes para el efecto de protecciéon de la

apoptosis.

En los animales pancreatectomizados tratados con el andlogo NN0027 no se observé
aumento de la apoptosis por lo que el andlogo del GLP-1 no podia ofrecer una proteccién frente a la
apoptosis. En cambio en los transplantes a animales hiperglucémicos, en los que los islotes
estuvieron sometidos a una situacién de hiperglucemia de forma crdnica, hubo inducciéon de
apoptosis pero el tratamiento con el NNO027 no consiguio prevenirla.

Por otra parte, en cuanto al efecto del andlogo del GLP-1 en los primeros dias postrasplante,
sabemos que los procesos inflamatorios pueden ser de gran relevancia en estos primeros dias
(Montolio, Téllez et al. 2007). Dado que se ha descrito que el GLP-1 tiene una cierta actividad anti-
inflamatoria in vitro, resultaba importante analizar si la administracidn del andlogo tenia algun efecto
sobre la apoptosis de los primeros dias del transplante. Los efectos anti-inflamatorios del GLP-1
podrian venir mediados por la inhibicidn de JAK1 y STAT1, que son mediadores de la acciéon de TNF-a.
(Couto, Minn et al. 2007) o por reversidn de la inhibicion de la fosforilacion de ERK por citoquinas
(Blandino-Rosano, Perez-Arana et al. 2008). In vivo, se sabe poco sobre los efectos de la
administracién de analogos del GLP-1 frente a la inflamacidn ya que solamente hay evidencias de que
la administracidn de un agonista del receptor del GLP-1 reduce los niveles de insulitis en ratones NOD
(Hadjiyanni, Baggio et al. 2008). Sin embargo, en los primeros dias después del transplante tampoco

se observé efecto anti-apotdtico sobre las células beta del injerto.

En definitiva, en ninguno de los estudios que hemos llevado a cabo hemos detectado

inhibicidn de la apoptosis de las células beta por parte del tratamiento con NN0027.
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Los experimentos en animales pancreatectomizados nos han permitido estudiar los efectos
de la administracidon de un analogo del GLP-1 en un modelo de regeneracion de las células beta. Los
efectos de este andlogo fueron significativos y el control metabdlico de los animales
pancreatectomizados mejord notablemente. Sin embargo, los efectos del andlogo sobre las células
transplantadas no fueron tan notables. La evolucion metabdlica de las ratas diabéticas por STZ
transplantadas con una masa subcritica de células beta y tratadas con el andlogo del GLP-1 mejoraba
de forma muy modesta y no se hallé un efecto claro del andlogo del GLP-1 sobre la proliferacion de
las células beta transplantadas ni en hiper ni en normoglucemia. La dosis y pauta de administracion
del farmaco fueron exactamente las mismas en los dos estudios (100ug/kg/dia administrados en
forma de inyeccidn subcutanea una vez al dia a partir del dia de la cirugia) asi como practicamente
igual la duracion del estudio (15 dias después de la pancreatectomia, 14 dias después del

transplante).

El andlisis comparativo de las diferentes situaciones en las que hemos descrito las acciones
del andlogo NN0027 nos permite considerar diferentes factores que pueden influir sobre el resultado
de un tratamiento con GLP-1.

El proceso de la pancreatectomia instaura un clima regenerativo en todo el animal al que se
le somete. Se induce la sintesis de muchos factores de crecimiento como por ejemplo VEGF (Oberg-
Welsh, Sandler et al. 1997), Reg (Baeza, Moriscot et al. 1996) , el factor de transcripcidon c-myc
(Laybutt, Glandt et al. 2003) y hasta el propio GLP-1 enddégeno (De Ledn, Deng et al. 2003) vy
probablemente muchos otros. Estos factores sintetizados como resultado de un dafio en el tejido
pancredtico, seguramente responsables en parte de la regeneracién que se observa en la
pancreatectomia en condiciones basales, podrian interactuar o sinergizar con el GLP-1 administrado

de forma exdgena potenciando los efectos de este de una forma desconocida.

Se sabe que diversos factores de crecimiento como EGF, activina A, IGF-1, TNF-a y la propia
insulina son capaces de estimular el VEGF, factor de crecimiento esencial en el proceso de
angiogénesis (Roskoski 2007). Un estudio de 2007 demostré que los islotes transplantados a un
roedor previamente pancreatectomizado se revascularizaban mejor que los transplantados a un
animal control (Johansson, Jansson et al. 2007), sugiriendo que entre los factores inducidos por el
proceso de la pancreatectomia alguno o algunos de ellos estaban facilitando el proceso de

revascularizacién de los islotes.
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En esta dptica quisimos estudiar la vascularizacion de los islotes en nuestro modelo de
pancreatectomia y administracién de GLP-1. Sin embargo, observamos que ni la densidad vascular ni
el tamafio medio de los vasos estaban afectados por la administracion del NN0027.

Un aumento de la vascularizacién de los islotes podria haber tenido algun tipo de efecto
sobre los islotes. En primer lugar, un aumento del tamano de los capilares sanguineos tiene como
consecuencia un aumento del flujo sanguineo y por tanto del aporte de oxigeno (Nakatsu, Sainson et
al. 2003). Y en segundo lugar un estudio del 2006 sugirié que las células endoteliales eran capaces de
estimular la proliferacion de las células beta a través de secrecion de HGF (Johansson, Mattsson et al.
2006).

En efecto, se ha demostrado que algunas isoformas del VEGF-A son capaces de inducir el
aumento del tamafio de los vasos por aumento del nimero de células endoteliales que los
conforman (Nakatsu, Sainson et al. 2003). Por otra parte, el estudio de Johansson (Johansson,
Mattsson et al. 2006) sugiere que existe una comunicacién entre las células beta y las endoteliales.
Las células beta secretan VEGF-A que junto con la insulina estimulan a las células endoteliales para
secretar HGF que a su vez podria tener efectos mitégenicos sobre las células beta. Estos estudios
parecen sugerir que el aumento de la vascularizacién de los islotes puede tener ciertos efectos pro-

mitogénicos sobre las células beta ademds de mejorar el aporte sanguineo de los islotes.

Por otra parte no podemos asegurar que los efectos del GLP-1 sobre los vasos sanguineos
hubiesen sido directos a través del receptor del GLP-1 . Se ha demostrado que los andlogos del GLP-1
presentan un abanico de acciones cardiovasculares como modulacidn de la presién sanguinea, del
tono vascular y de la contractibilidad del miocardio (Yu, Moreno et al. 2003; Dozier, Cureton et al.
2009; Grieve, Cassidy et al. 2009). Aunque no esta claro si se encuentran receptores de GLP-1 en los
vasos sanguineos, se sabe con certeza que el corazén expresa el receptor de GLP-1 (Campos, Lee et
al. 1994; Bullock, Heller et al. 1996) y se ha detectado la expresidn del receptor en el endotelio de la
arteria pulmonar y coronaria (Richter, Feddersen et al. 1993; Ban, Noyan-Ashraf et al. 2008; Erdogdu,

Nathanson et al. 2010).

Ademads de que es posible de que en los transplantes no se sinteticen estos factores pro-
regenerativos, las células beta de los mismos estdan sometidos a unos rangos de glucemia distintos,
en los que la accién del andlogo NN0O027 puede ver modificado su efecto.

El NNO027 parece no tener ningun efecto sobre las células beta en situacién de
normoglucemia en nuestro estudio. El efecto estimulador del GLP-1 sobre la secrecidon de insulina
solamente se produce en presencia de glucosa. Sin embargo, no se sabe con certeza si las vias de

sefializacién de proliferacidn y supervivencia requieren la presencia de elevadas concentraciones de
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glucosa. En un estudio del 2003 se comparaba la respuesta frente a la administracién de liraglutide,
un analogo del GLP-1 similar al NN0O027 en su concepcidn, a ratas diabéticas ZDF y normoglucémicas
pancreatectomizadas al 60%. Se observaron grandes diferencias en la histologia entre las ratas ZDF
tratadas con liraglutide durante dos o seis semanas. En el tratamiento durante seis semanas se
observé el esperado aumento de la replicacion y masa de células beta mientras que a las dos
semanas del tratamiento las ratas ZDF presentaban una masa y replicacidn disminuidas respecto a las
ratas ZDF tratadas con vehiculo. Los animales del estudio de las seis semanas estaban
hiperglucémicos y los del estudio mds corto, a dos semanas, alin se mantenian normoglucémicos.
Ademads, en ratas pancreatectomizadas al 60%, que eran normoglucémicas tampoco se observd
efecto de liraglutide en la proliferacion ni en la masa beta (Sturis, Gotfredsen et al. 2003). Estos
resultados sugieren que en situacién de normoglucemia las células beta no modifican su replicacion
en respuesta al tratamiento con andlogos del GLP-1.

Sin embargo, otro estudio del mismo aiflo mostré un aumento de la masa beta en ratas
normales a la semana de tratamiento pero que desaparecia a las seis semanas (Bock, Pakkenberg et
al. 2003). No se especificaba en este estudio cual era el mecanismo de aumento de la masa beta pero
lo que parecia quedar demostrado es que los efectos del GLP-1 en condiciones normoglucémicas solo
aparecian de forma puntual. Otro estudio en el que también se estudié el tratamiento durante una
semana reforzd estos datos mostrando un aumento de replicacién y de genes relacionados con

proliferacidn y diferenciacién en ratones normoglucémicos (Shimoda, Kanda et al. 2011).

La mayoria de estudios parecen indicar que la hiperglucemia es necesaria para permitir los
efectos de los andlogos del GLP-1 sobre la replicaciéon, aunque como hemos comentado algunos
estudios han demostrado el efecto en normoglucemia en situaciones particulares. En efecto, es bien
conocido que la glucosa puede actuar directamente como un mitégeno sobre las células beta
(Martens and Pipeleers 2009). El metabolismo de la glucosa desencadena varias vias intracelulares
que implican la activacién de diferentes quinasas. Los efectos mitdgenicos podrian venir por la
activacion de PKA a través del aumento del cAMP, mTOR a través del aumento de la ratio ATP/ADP o
ERK entre otros (Briaud, Lingohr et al. 2003).

Como ya hemos descrito anteriormente, la activacién del receptor del GLP-1 activa a su vez
varias de estas vias y en especial aumenta la concentracion de AMPc intracelular. Esta coincidencia
en las vias intracelulares sugiere una sinergia entre los efectos de GLP-1 y la glucosa y en efecto sin
glucosa no hay estimulacion de la respuesta secretora por parte del GLP-1 (Kwon, Marshall et al.
2004).

El mecanismo propuesto (Martens and Pipeleers 2009) es que la glucosa refuerza la

proliferacién de las células beta por GLP-1 facilitando la activacidn de la PKA por la combinacidn
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AMPc vy calcio intracelular. Esta PKA subsecuentemente activara mTOR vy sefalizard a nucleo por
fosforilacién del factor de transcripcion CREB en un proceso reforzado por la activacion de
MEK1/ERK1/2 (Briaud, Lingohr et al. 2003; Kwon, Marshall et al. 2004; Costes, Broca et al. 2006).

La limitacidon de nuestro estudio en ese sentido es que no conseguimos observar un claro
efecto de la administracién del andlogo NN0027 sobre la proliferacion de la células beta en las ratas
transplantadas hiperglucémicas. Por lo tanto no podemos extraer una conclusién clara en cuanto a la
necesidad de una cierta hiperglucemia para que aparezcan los efectos de los analogos del GLP-1

sobre la proliferacidn beta.

A pesar de que acabamos de describir como la glucosa puede sinergizar con el GLP-1 para
inducir la proliferacién de las células beta es posible que la situaciéon de hiperglucemia grave
sostenida pueda constituir por varios motivos un ambiente desfavorable en el que la accion del
analogo del GLP-1 estd limitada. Esta podria ser una razéon por la que no observamos el efecto
beneficioso del andlogo en los animales diabéticos transplantados. En este sentido, se ha
correlacionado la presencia de niveles altos de glucemia con una disminucién de la eficiencia de las
incretinas para estimular la secrecion de insulina (Knop, Vilsbgll et al. 2007; Hgjberg, Vilsbgll et al.
2009).

El estudio de Hgjberg compard la respuesta a un clamp hiperglucémico de glucosa junto con
una infusién de GLP-1 en pacientes obesos diabéticos de tipo 2 y con un pobre control glucémico con
la respuesta en esos mismos pacientes depués de cuatro semanas de tratamiento con insulina y con
la casi-normalizacion de los niveles de glucosa plasmatica. El estudio demostré que el efecto de la
infusion de GLP-1 a niveles fisioldgicos estaba reducido en los pacientes diabéticos, pero que se
recuperaba después de la casi normalizacién de la glucosa plasmatica, sugiriendo que la pérdida del
efecto insulinotrépico es secundaria al desarrollo de la diabetes, probablemente a consecuencia de la
glucotoxicidad y proponiendo el concepto de que estos efectos puedan ser recuperados si se mejora
el control metabdlico.

El estudio de Knop y colaboradores va en esta linea y refuerza la hipdtesis de Hgjberg. En él
se comparo el efecto incretina en pacientes con pancreatitis crénica y con diabetes secundaria a ella
o con tolerancia a la glucosa normal, en pacientes con diabetes tipo 2 y en personas sanas. El efecto
incretina estaba reducido en los pacientes diabéticos con pancreatitis crénica en comparacion con
los pacientes con pancreatitis y tolerancia a la glucosa normal que presentaban un efecto incretina
similar al de las personas sanas. Teniendo en cuenta que la diabetes asociada a pancreatitis crénica
es secundaria, y poco atribuible a causas genéticas los resultados sugieren que el estado diabético
causa una disfuncion de las células beta que las hace resistentes a la accién de las hormonas

incretinicas.
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Es bien conocido que la hiperglucemia puede favorecer la desdiferenciaciéon de las células
beta por modificacidn del patrén de expresiéon de los genes. En efecto, Laybutt y colaboradores
(Laybutt, Hawkins et al. 2007) demostraron que las células beta transplantadas a ratas diabéticas
veian reducida la expresidon de importantes factores de transcripcion como el Pdx1, Nkx6.1 o de
proteinas esenciales en el metabolismo de la glucosa como Glut2. Justamente el factor de
transcripcién PDX-1 es esencial en la via de sefalizacion por el GLP-1 y las acciones proliferativas y
antiapoptéticas de los analogos del GLP-1 son dependientes de la expresion de PDX-1. En efecto, la
expansidon de la masa beta con agonistas del receptor del GLP-1 cursa con un aumento de la
expresién de PDX-1 tanto en ratones diabéticos (Stoffers, Kieffer et al. 2000) como en ratas después
de una pancreatectomia subtotal (Xu, Stoffers et al. 1999). De hecho, la inhibicion de la expresion de
PDX-1 se asocia con una reduccion de la expresién del receptor del GLP-1 y con disminucién de la
sensibilidad a la exendina-4 in vitro (Wang, lezzi et al. 2005). Ademads, los ratones con una
inactivacién especifica del gen del PDX-1 presentan una mayor tasa de apoptosis y la exendina-4 no
consigue estimular la proliferacion de las células beta o inhibir la apoptosis en los islotes PDX-1 -/- (Li,
Cao et al. 2005).

Por otra parte se ha demostrado que altas concentraciones de glucosa reducen el aumento
de AMPc en el citosol de la célula beta en respuesta a GLP-1. Esto seria debido a una marcada
regulacién a la baja de la Adenilato Ciclasa 8, central en la mediacion de los efectos del GLP-1 sobre
las células beta (Roger, Papin et al. 2011).

Ademads, parece ser que la situacién de hiperglucemia también puede tener efectos sobre el
receptor de GLP-1. Como describen en el articulo (Xu, Kaneto et al. 2007) la expresion del receptor
de GLP-1 se inhibe in vivo en situacién de hiperglucemia. La expresion del receptor a nivel de mRNA 'y
de proteina se inhibia a partir de glucemias de 150 mg/dl de forma dosis dependiente por un
mecanismo dependiente de PKCo de forma que la secrecidon de insulina en respuesta a la
administracién de GLP-1 también se encontré afectada en los animales pancreatectomizados de este
estudio. Este efecto podria ser reversible si se restablecieran unos niveles de glucemia normales tal y
como se demuestra para el receptor de GIP en un estudio (Piteau, Olver et al. 2007) en el que la
normalizacién de la hiperglucemia en ratas Zucker recuperaba los niveles normales de mRNA del
receptor de GIP en las células beta. Podriamos especular que en nuestras ratas pancreatectomizadas
también se dio un cierto grado de regulacién a la baja de los receptores de GLP-1 pero en menor
medida (paralelamente a la hiperglucemia) que en los islotes transplantados a ratas diabéticas lo que

explicaria la falta de efecto del andlogo sobre el grupo de animales mas hiperglucémicos del estudio.
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Un gran numero de estudios sobre los efectos de la administracidon de agonistas del receptor
del GLP-1 en modelos animales en los que se estudia la masa beta son modelos de hiperglucemia
moderada o de fases iniciales de la diabetes, en los que la desdiferenciacién de las células beta
podria no ser tan importante. Asi pues, se han descrito aumentos en la masa beta con tratamiento
con analogos de GLP-1 en ratas pancreatectomizadas al 90-95% (Xu, Stoffers et al. 1999), Wistar
ligeramente intolerantes a la glucosa (Perfetti, Zhou et al. 2000), ratones db/db prediabéticos (Wang
and Brubaker 2002) y ratones NOD prediabéticos (Zhang, Tokui et al. 2007). Sin embargo, seria
preciso disponer de estudios disefiados para analizar esta cuestidn, ya que también se han descrito
efectos de la administracién de andlogos del GLP-1 sobre la masa beta en modelos animales de
diabetes como en ratones db/db (Stoffers, Kieffer et al. 2000; Rolin, Larsen et al. 2002), ratas ZDF

(Farilla, Hui et al. 2002) y ratas Sprague-Dawley diabéticas por STZ (Xu, Kaneto et al. 2006).

Respecto al caso particular del transplante de islotes, ya hemos nombrado anteriormente
dos estudios de transplante de islotes a roedores en los que no se estimulaba la proliferacion de la
células beta. Sin embargo, mientras que en el estudio del grupo de Stoffers no se describieron
efectos beneficiosos de la exendina-4 ni sobre proliferacién ni sobre apoptosis ni sobre
vascularizacion (Crutchlow, Yu et al. 2008), en el estudio del grupo de Shapiro la administracién de
liraglutide si que resultd en un mejor prondstico del injerto, con inhibicion de la apoptosis y
reduccion en el tiempo necesario para conseguir la normalizacion de la glucemia (Merani, Truong et
al. 2008). Ya en el 2005 Weir sugirié que la administraciéon de GLP-1 en el transplante de islotes podia
tener efectos beneficiosos. Sin embargo en su estudio solamente se demostrd la utilidad del
precultivo de los islotes con Ex-4 que, a pesar de ser mas beneficioso que el cultivo solo, sin
exendina-4, no conseguia mejorar el prondstico del transplante comparado con el trasplante de
islotes frescos.

En pacientes, al menos dos articulos han descrito los efectos de la exenatida sobre personas
transplantadas. En el primero de ellos se demostré que 3 meses de exenatida resultaban en una
reduccion del 40% de los requerimientos de insulina (Ghofaili, Fung et al. 2007) mientras que en el
otro, de 6 meses de duracion, se describié una reduccién de los requerimientos de insulina del 40%
en los primeros cuatros meses pero que caia al 20% entre los cinco y seis meses de tratamiento
(Froud, Faradji et al. 2008). Sin embargo en una carta al editor en la revista Transplantation surgieron
criticas a estos dos articulos atenuando el optimismo sobre la utilizacién de analogos del GLP-1 en el
transplante de islotes (Rickels and Naji 2009).

En definitiva, no parece quedar muy claro si es la situacidn de hiperglucemia o algun factor
desconocido propio del transplante de islotes lo que provoca los escasos efectos de la administracién

de GLP-1 en el trasplante de islotes experimental.
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Todo parece indicar por tanto que la situacién mas desfavorable en los injertos a animales
diabéticos ha sido la causa por la que no se han podido observar claramente los efectos de la
administracién del NNOO27. En la pancreatectomia las células beta se encuentran en un ambiente
normal, y el andlogo evita o reduce el desarrollo de la hiperglucemia. Ademds es un modelo en el que
no hemos detectado aumento de apoptosis por lo que podemos inferir que el ambiente es mucho
menos deletéreo que en el caso de los transplantes. En contraste, los islotes transplantados estdn
sometidos desde el primer momento a varios estimulos de muerte importantes (que ya hemos
descrito anteriormente) asi como a una hiperglucemia grave sostenida. Con los datos actuales no es
posible saber si una dosis mayor, o una dosificacién en dos veces al dia hubiera podido permitir

observar mayores efectos sobre las células beta pancreaticas.

La edad y cepa de los animales con los que estamos trabajando también difiere ligeramente y
podrian ser una fuente de variabilidad en los resultados que hemos obtenido. Las ratas que se
utilizaron en las pancreatectomias son ratas Sprague Dawley y eran muy ligeramente mas jévenes,
de cinco semanas de edad, mientras que las utilizadas para el transplante eran ratas singénicas Lewis
de 6-8 semanas de edad.

La proliferacién de las células beta de las ratas se modifica a largo de la vida del animal
siendo mucho mayor en animales de un mes de edad (Montanya, Nacher et al. 2000). Las ratas
utilizadas en nuestro estudio solo difieren de un par de semanas de edad. Por otra parte, las cepas
SD y Lewis han sido ampliamente utilizadas en el pasado en estudios de masa beta y a nuestro
conocer no se ha publicado ningun estudio que ponga de manifiesto diferencias esenciales entra las
dos cepas de ratas. Por tanto, a la hora de plantear el estudio se asumié que ambos grupos de
animales de experimentacidn eran equivalentes. Sin embargo, se detectaron diferencias significativas
entre la replicacidn basal en los pancreas de las ratas SD sham (0,72+0,18%) y en los pancreas de las
ratas Lewis (0,26+0,05%). Aunque estas diferencias afectan a los valores basales de replicacién, no

forzosamente tienen que implicar diferencias en la capacidad de estimulacién de estas células.

En el presente estudio hemos demostrado que el tratamiento con el andlogo del GLP-1 en
dos modelos diferentes de deficiencia de masa beta tiene claros efectos sobre la regulacion de la
glucosa sanguinea y un efecto estimulador de la proliferacion sobre las células beta. En las ratas
pancreatectomizadas, el tratamiento con el andlogo del GLP-1 evité la aparicion de hiperglucemia
severa y aumentd la masa de células beta por aumento de neogénesis de células beta y proliferacidon
de las mismas. En los animales transplantados los efectos fueron menos aparentes, aunque

detectamos una tendencia a un mejor control metabdlico y un discreto aumento de la replicacién de
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las células beta en caso de los animales diabéticos. No se pudo demostrar proteccién frente a la
apoptosis por el tratamiento con el GLP-1 en ninguno de nuestros grupos experimentales. En
conjunto, los resultados muestran que los efectos de GLP-1 sobre la masa beta pueden ser diferentes
dependiendo de las caracteristicas y situacion del receptor del tratamiento. En esta tesis se muestra
que el mismo tratamiento puede incrementar de forma muy significativa la masa beta en modelos de
regeneracién en los que induce un aumento de la neogénesis y replicacién beta, mientras que, el
efecto sobre la masa beta en otros modelos como el trasplante de islotes, el efecto sobre la
replicacién fue muy escaso o inexistente, y no modificé la masa beta. En ninguno de los dos modelos
se detectd una reduccién de la apoptosis beta con el tratamiento con el andlogo de GLP-1 NN0027, a
pesar de que in vitro GLP-1 ha mostrado un efecto protector sobre las células beta en numerosos

estudios.
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1. El tratamiento con el andlogo del GLP-1 humano NN0027 a ratas con una pancreatectomia
parcial del 95% estimuld la regeneracién de las células beta pancredticas incrementando tanto la

replicacién como la neogénesis de las células beta.

2. Los efectos beneficiosos de la administracidn del andlogo del GLP-1 humano NNOO27 sobre
la replicacion y neogénesis de las células beta se tradujeron en un aumento de la masa beta que

contribuyd reducir los niveles de hiperglucemia en los animales pancreatectomizados.

3. El tratamiento con el andlogo del GLP-1 humano NN0027 a ratas diabéticas que recibieron
un trasplante de islotes mejord la evolucidon metabdlica de los animales trasplantados, pero no tuvo

efectos sobre la replicacidn, la supervivencia, ni la masa beta del injerto.

4. Los efectos beneficiosos de la administracién del anadlogo del GLP-1 humano NN0027 a
ratas diabéticas con un trasplante de islotes serian atribuibles al efecto sobre la funcién de las células

beta trasplantadas.

5. La administracién del andlogo del GLP-1 humano NN0027 no redujo la apoptosis de las
células beta en los primeros dias del trasplante y no disminuyé la pérdida masiva de células beta

caracteristica de este periodo.

6. Los distintos efectos obtenidos sobre la replicacidn y la masa de las células beta usando el
mismo disefo de tratamiento con el andlogo del GLP-1 NN00O27 en los dos modelos estudiados, la
pancreatectomia parcial y el trasplante de islotes, sugieren que los efectos de la administracién de
tratamientos basados en la accién de GLP-1 pueden ser distintos en funcidn de las caracteristicas o

situacion metabdlica del receptor del tratamiento.
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