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Resumen

Un aspecto central del desarrollo de la diabetes tanto de tipo 1 como de tipo 2 es la reduccién en
el nimero de células productoras de insulina. En la diabetes de tipo 1, la masa de células beta se
pierde debido a la destruccidon autoinmune de las células beta, mientras que en la diabetes de tipo 2
existe una alteracidn en la funcion beta que junto con la reduccién parcial de la masa de células beta
no permite hacer frente al aumento en la demanda metabdlica generada por la resistencia a la
insulina. Por tanto, los tratamientos que se proponen como potencialmente capaces de curar ambos
tipos de diabetes son los que estdn destinados a restablecer o regenerar la masa beta.

En esta dptica nos hemos interesado por los agonistas del receptor de GLP-1. El GLP-1 es una
potente hormona glucoreguladora producida por las células L enteroendocrinas en respuesta a la
ingesta oral. En el pancreas, el GLP-1 actla como una incretina estimulando la secrecién de insulina
en respuesta a la ingesta de forma dependiente de glucosa. Por otra parte, se ha descrito que el GLP-
1 es también capaz de aumentar la masa beta insular estimulando la proliferacién y la neogénesis de

las células beta e inhibiendo su apoptosis.

Nuestro estudio describe los efectos in vivo de la administracién de un andlogo del GLP-1
sobre la regeneracién de las células beta en la pancreactectomia subtotal y sobre la masa de células
beta restablecida por transplante de islotes.

La hipdtesis bdsica del proyecto es que el andlogo del GLP-1 es capaz de aumentar la masa
beta insular tanto en una situacién de regeneracion como de sustitucién de la masa beta.

El objetivo es caracterizar la accién del tratamiento con el andlogo del GLP-1 y comprobar si
la accidn del andlogo puede verse modificada segun la estrategia elegida para restablecer la glucemia
normal del animal. Los efectos de la administracién del andlogo del GLP-1 podrian verse afectados

por la situacién de los islotes, el contexto glucémico del animal o la presencia de inflamacion.

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 proliferacidon sobre las células beta. En las ratas
pancreatectomizadas, el tratamiento con el andlogo del GLP-1 evité la aparicidon de hiperglucemia
severa y aumentd la masa de células beta por aumento de neogénesis de células beta y proliferacién
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 replicacion de
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
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Resumen

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 replicaciéon beta, mientras que, en
otros modelos como el trasplante de islotes, el efecto sobre la replicacion fue muy escaso o

inexistente, y no modificd la masa beta.
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Introduccidn: 1. El pancreas y el islote

1. Elpancreasy elislote

El pancreas es un érgano glandular con funcidn exocrina y endocrina. La parte exocrina del
pancreas estd constituida por células ductales y células acinares. Estas ultimas secretan el jugo
pancredtico que es conducido hasta el intestino por los ductos pancredticos, y que contribuye a la
digestién de los alimentos. Por otra parte, la fraccién endocrina del pdncreas estd constituida por los
islotes de Langerhans. Los islotes son agrupaciones de células endocrinas esparcidas por la fraccidn
exocrina del pancreas. Estan formados por células a, productoras de glucagdn; células B, productoras
de insulina; células 6, productoras de somatostatina; células PP, productoras de polipéptido
pancredtico y células € productoras de ghrelina. Estos diferentes tipos celulares se encuentran en
distintas proporciones en los islotes pancreaticos, siendo las células beta productoras de insulina las
que se encuentran de forma mas abundante. En el caso de los roedores representan un 70-80% del
islote y se situan en el centro de éste rodeadas por los demas tipos celulares. Las células alfa

representarian un 8-12% del islote, las delta un 4-8% y las PP entre un 3 y un 4%.

Islote pancredtico

o
< o ¢
B QE ) '3’.1"4:
Sl B
3 e P Ve v
0 \-"l“ ;m‘l,.’i, \gj‘%.
- 5_.';&‘.;

PP T Figura 1: llustraciéon esquemadtica de
un islote de langerhans adaptado de

& Beta Cell Consortium imagen de JP
Cartailler

La homeostasis de la glucosa en el organismo esta controlada por las células endocrinas de
los islotes. Estas células son capaces de detectar los niveles de glucosa en sangre y secretar
hormonas en respuesta a estos. Cuando después de la ingesta de alimentos la concentracién de
glucosa en sangre aumenta, las células B secretan insulina para reducir los niveles de glucosa. La
insulina estimula la captacién de glucosa por las células del organismo y la conversién de glucosa a

glicégeno en el higado.
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Introduccidn: 1. El pancreas y el islote

1.1 Insulina

El gen de la insulina se encuentra en los humanos en la regién p15,5 del cromosoma 11 (Orci
1982) y consta de dos exones y dos intrones (Steiner, Chan et al. 1985). En el caso de los roedores
existen dos genes que codifican para la proinsulina | y proinsulina Il. En la rata estos dos genes se
encuentran en el cromosoma 1 (Soares, Ishii et al. 1985). El promotor del gen de la insulina contiene
varios tipos de secuencias donde se uniran diversos factores de transcripcién (Melloul, Marshak et al.
2002), entre ellos el PDX-1 (Pancreatic Duodenal Homeobox 1). El transcrito de RNA tiene unos 1500
nucleétidos y los niveles de RNA estan modulados por glucosa, AMPc y dexametasona ademas de
otros sustratos como otros azucares, nutrientes, aminoacidos, citoquinas e iones que también son

capaces de regular la expresion del gen.

En situacidn fisioldgica la regulacion de la sintesis de insulina por glucosa se produce
principalmente por control post-transcripcional del RNA y de la traduccion a preproinsulina

(Giddings, Chirgwin et al. 1982; Nielsen, Welsh et al. 1985; Weber, Zemelman et al. 1998).

La insulina se sintetiza en las células beta en forma de precursor, la preproinsulina. La
preproinsulina se forma en el reticulo endopldsmico rugoso y contiene un péptido sefial que es
escindido para formar la proinsulina en el polo cis del aparato de Golgi. Este péptido mas estable
pasa al polo trans del aparato de Golgi, donde se forman las vesiculas de secrecion (Rhodes 2000). En

estos granulos de secrecion se llevara a cabo el procesamiento final de la proinsulina.

En primer lugar se producen dos cortes por las convertasas endopeptidasa 1y 2 (Rhodes and
Alarcon 1994) dando lugar a la insulina, de 6 kDa y al péptido C de 3 kDa. La insulina que se va
produciendo precipita y forma cristales junto con las moléculas de zinc que se encuentran en el
granulo. La insulina precipitada quedara situada en el centro del granulo mientras que el péptido C,

mas soluble quedara situado en la periferia.

Una vez maduro el granulo de secrecidn migrard hacia la membrana plasmatica guiado por
los microtubulos de la célula. El granulo se fusionard a la membrana plasmdtica en un proceso en el
que intervienen las proteinas SNARE de la maquinaria de fusidon (Weber, Zemelman et al. 1998; Jahn
and Sudhof 1999). Los productos de secrecidn seran liberados al espacio extracelular en respuesta a

estimulos muy finamente regulados.

1.2 Secrecion de insulina

El citoplasma de las células beta contiene muchos granulos secretores de insulina, unos

13.000 en ratén (Dean 1973). Cada granulo contiene unas 200.000 moléculas de insulina cristalizadas
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Introduccidn: 1. El pancreas y el islote

7 2+ ~ .z , . . .
con atomos de Zn“". Solamente una pequefia proporcién de estos granulos participaran en la

liberacién de insulina estimulada por glucosa.

1.2.1 Secrecion de insulina estimulada por glucosa

La glucosa entra en la célula beta a través del transportador GLUT-2 que, dada su baja
especificidad y elevada capacidad puede acabar equilibrando las concentraciones de glucosa

intracelulares y extracelulares.

Una vez en el interior de la célula, la glucosa es fosforilada a glucosa-6-fosfato por una
isoforma de la hexoquinasa de elevada Km, la glucoquinasa, lo que constituye un paso limitante para

la progresion de glucélisis (Matschinsky 1996).

La glucdlisis tiene como producto final en las células beta el piruvato ya que al haber bajas
cantidades de lactato deshidrogenasa en este tipo celular existe poca conversién de piruvato a

lactato.

El enzima lactato deshidrogenasa, que es esencial para la oxidacién del NADH generado por
la glucdlisis en estas células, es compensado por transportadores de protones anclados en Ia
membrana mitocondrial (transportador de glicerofosfato y el de malato/aspartato). Este Gltimo pasa
los electrones del NADH de la glucdlisis citosdlica al malato que sera reoxidado a oxalacetato en la
matriz mitocondrial. El bloqueo de ambos inhibe la secrecién de insulina inducida por glucosa (Eto,
Tsubamoto et al. 1999). La estrecha dependencia entre la secrecion y los transportadores explica la
coordinaciéon entre glucdlisis y metabolismo mitocondrial en las células beta (Newgard and McGarry

1995).

En la mitocondria, el piruvato se convierte a acetilCoA mediante la piruvato deshidrogenasa o
a oxalacetato mediante la piruvato carboxilasa y se inicia el ciclo de Krebs. En el ciclo se generan
equivalentes reducidos NADH y FADH, que transfieren electrones a la cadena respiratoria
provocando la hiperpolarizacion del potencial de la membrana de la mitocondria (A¥Ym) lo que
estimula la entrada de Ca®*. Los niveles de Ca®* son suficientes para activar las deshidrogenasas
generadoras de NADH (Rutter, Burnett et al. 1996). De esta manera el aumento de Ca’* citosdlico
durante la estimulacidn de la secrecidon de insulina por glucosa se transfiere a la mitocondria
facilitando la produccién de NADH y otros factores que participan en la estimulacion (Maechler,

Carobbio et al. 2006).

El ATP formado a partir de fosforilacién oxidativa pasa al citosol. La mayor parte de este sirve

para mantener la homeostasis idnica de la célula, ya que la entrada y salida de iones estd controlada
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por bombas de iones que consumen ATP o por ATPasas. La ATPasa Na’/K" controla el gradiente de

Na® (10 veces inferior en el interior) y el de K* (20 veces superior en el interior).

La membrana plasmatica de la célula beta en ayunas (5.5 mM de glucosa) se encuentra
polarizada (-70mV la parte interior negativa). Este estado se mantiene por la salida de K" a través del
canal de K* sensible a ATP (Karp). Este canal estd formado por las subunidades kir6.2 con receptores
sulfonilureas y SUR1. Cuando incrementa la concentracidon de glucosa intracelular, aumenta la
relacién ATP/ADP debido a la salida de ATP generado por la fosforilacidén oxidativa, lo que provoca el
cierre de Karp y la despolarizacion de la membrana. Las sulfonilureas (antidiabéticos) imitan este
proceso uniéndose a SUR1 y provocando el cierre del canal, en cambio el diazéxido inhibe este

proceso abriendo los canales de Karp (Miki, Nagashima et al. 1999).
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El cierre de Karp s clave para que se produzca el aumento del Ca®" citosélico ya que la
despolarizacién estimula la apertura del los canales de Ca** de tipo L, activos cuando el potencial de
H 2+

membrana se encuentra entre -40 y 0 mV. Los patrones globales del potencial de membrana, del Ca
citosélico y de la secrecidn tienen una respuesta bifasica a la estimulacién por glucosa, con una
primera fase transitoria que dura pocos minutos y otra fase sostenida (Bergsten 1995). El bloqueo de

los canales de Ca®* de tipo L suprime ambas fases de la secrecién mientras que la estimulacién de

estos aumentan la secrecion, indicando la importancia del aumento de Ca®* citosélico en el proceso.

1.2.2 Exocitosis de los granulos de insulina

Antes del proceso, los granulos deben ser transportados desde el depdsito intracelular a la

membrana plasmatica. La célula beta esta polarizada y los granulos son enviados a una localizacion
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concreta mediante la interaccion con los microtubulos y los microfilamentos del citoesqueleto (Kelly

1990).

La insulina es secretada mediante exocitosis regulada. En la célula beta la presencia de
sefiales intracelulares, como el aumento de calcio citosdlico y las proteinas del granulo secretor, del
citosol y de la membrana plasmatica estimularan la exocitosis de la insulina. La exocitosis implica el
acoplamiento de los granulos secretores a la membrana y la consiguiente fusién. Segun el modelo
SNARE, el acoplamiento entre el granulo y la membrana sucede por interaccion de v-SNARE (vesicle-
soluble N-ethylmaleimide attachement protein receptor) de las vesiculas con las t-SNARE (target-
soluble N-ethylmaleimide attachement protein receptor) de la membrana plasmatica. El conjunto de
las proteinas v-SNARE esta formado por sinaptobrevinas entre las que se encuentra VAMP-2 (vesicle
associated membrane protein 2). Por otra parte las sintaxinas y la proteina SNAP-25 (synaptosome-
associated protein 25) forman parte de las t-SNARE. La interaccidn de la proteina VAMP-2 presente
en el granulo, con las proteinas presentes en la membrana sintaxina y SNAP-25 permite al granulo
secretor anclarse a la membrana plasmadtica. El complejo formado por v-SNARE y t-SNARE actia
como receptor de a-SNAP, presente en célula beta. Su interaccion permite la asociacién de NSF (N-
ethylmaleimide sensitive factor) al complejo formando la combinacién VAMP/sintaxina/SNAP-25/a.-
SNAP/NSF. La actividad ATPasa intrinseca de la NSF cataliza la hidrdlisis de ATP provocando la
disociacién del complejo y promoviendo la fusidn de la membrana del granulo con la citoplasmatica

para permitir la liberacion del contenido del granulo al espacio extracelular.

Aunque la participacién de las SNARE en la exocitosis de la insulina sea central, las proteinas
SNARE no son las responsables del control del proceso sino que seran otros factores los que
regularan el mecanismo de exocitosis. Por ejemplo, las sinaptotagminas, proteinas que también se
encuentra en el granulo secretor, actian como sensores del calcio favoreciendo o impidiendo la
formaciéon del complejo v-SNARE/t-SNARE segin la concentracién de Ca®* citosdlico. Asi pues
concentraciones bajas de calcio intracelular favorecen la unién de la sinaptotagmina al complejo
VAMP/SNAP-25 impidiendo el acoplamiento de a-SNAP. En cambio, un aumento de calcio provocara
la disociacién de la sinaptotagmina del complejo. De esta manera a-SNAP/NSF se unird a
VAMP/sintaxina/SNAP-25 formandose el complejo VAMP/sintaxina/SNAP-25/a-SNAP /NSF vy
causando la fusién del granulo a la membrana plasmatica y la liberacidén de la insulina al exterior de la

célula (Sudhof 1995).
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1.3 Vascularizacion del islote

Las venas y arterias que llegan al pancreas se van subdividiendo en vénulas y arteriolas que
desembocan en los islotes pancredaticos donde finalmente forman los capilares. El intercambio de

nutrientes, hormonas y productos de excrecidn de los islotes tiene lugar en los capilares.

El pancreas endocrino, que solamente representa un 1% de la masa del pancreas recibe un
aporte sanguineo que corresponde al 5-15% de todo el 6rgano (Jansson and Carlsson 2002). Los
islotes reciben una abundante microcirculacién, con un flujo sanguineo 10 veces superior al del
torrente sanguineo lo que permite la regulacion de su funciéon y la liberacion de forma muy rapida de

las hormonas secretadas en sangre.

Todos los islotes del pancreas estdn conectados en paralelo a la red arterial, lo que asegura

que estan expuestos a los mismos estimulos hormonales y nutricionales.

Los islotes pancreaticos presentan una densa red de capilares sinusoidales morfolégicamente
similares a los glomérulos renales. Los islotes mas grandes reciben sangre de una a tres arteriolas
aferentes mientras que los capilares de los islotes mas pequefios parecen estar integrados al sistema
capilar exocrino. Las células beta estan dispuestas de manera polarizada, con 8-10 células orientadas
con su apice hacia un capilar. Esta organizacion implica que cada célula beta esta situada a una célula
de distancia de la sangre arterial. Los capilares de los islotes son muy permeables al paso de
moléculas ya que estan altamente fenestrados, unas diez veces mas que las células endoteliales del

tejido exocrino (Olsson and Carlsson 2006).
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Figura 6: Micrografia de la vascularizacidén de un
islote de un pancreas de rata control. La tincién
marrén corresponde a las células insulares y la
negra a los vasos sanguineos.

La microcirculacion dentro del islote sigue siendo objeto de debate a dia de hoy y existen tres
teorias enfrentadas sobre como fluye la sangre al interior del islote. La hipdtesis mas aceptada
propone que el flujo sanguineo perfunde primero las células beta del islote, que estarian situadas al
centro del islote para luego perfundir las demas células endocrinas. La segunda hipétesis propone
que la circulacidn se hace de manera inversa. La tercera teoria es que la sangre entra al islote por un
polo arterial, alimentando a todas las células endocrinas de ese polo, sin importar de que clase seany
que sale por el polo venoso del islote, alimentando por ultimo a las células endocrinas situadas mas

cerca de ese polo (Ballian and Brunicardi 2007).

La angiogénesis de los islotes durante el desarrollo embrionario o postnatal es critica para la
formacion normal de los islotes. Ademas, se ha sugerido que puede estar relacionada con los
procesos de hiperplasia o neoplasia de los islotes. Durante el desarrollo postnatal en roedores, el
rapido crecimiento de los islotes coincide con una marcada proliferacidén de las células endoteliales y
una mayor densidad vascular. Las células endocrinas se desarrollan de forma adyacente a los vasos
sanguineos, lo que hace intuir que los productos de secrecion de las células endoteliales son
requeridos para el desarrollo normal de las células endocrinas (Johansson, Andersson et al. 2006).
Hay evidencias de que la secrecion de factor de crecimiento del endotelio vascular de tipo A (VEGF-A)
y de insulina por parte de las células beta podria estar involucrada en la angiogénesis de los islotes

(Lammert, Gu et al. 2003).
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2. Regulacion de la masa celular beta

El pancreas endocrino estd en continua remodelacion mediante un proceso dinamico, en el cual
participan tanto la regeneracién como la muerte celular. Existen numerosos factores genéticos,
metabdlicos y ambientales que afectan este proceso de remodelacidn. El balance entre los diferentes
mecanismos que controlan la masa de células beta permite que ésta se adapte a las necesidades

metabdlicas.

Los cambios en la masa beta se pueden producir por cambios en el tamafio de
células o bien por cambios en el nimero de células. El nimero absoluto de células beta puede

aumentar mediante dos mecanismos: replicacion y neogénesis (Bonner-Weir and Weir 2005) .
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Figura 7: Equilibrio dinamico de la masa beta

2.1 Neogénesis de células beta

La neogénesis consiste en la formacidn de nuevas células 3 a partir de precursores no endocrinos.
Durante el desarrollo embrionario la expansiéon de la masa beta se produce principalmente por

neogénesis. En cambio, en el adulto es un proceso que se produce con una frecuencia mas baja.

La naturaleza de los precursores adultos no ha sido determinada con claridad, pero diferentes
estudios sugieren que se encontrarian en el ducto pancreatico y serian de origen epitelial (Suzuki,

Nakauchi et al. 2004).

Se ha propuesto que las células del epitelio ductal son capaces de regresar a un estado progenitor
menos diferenciado que podria dar lugar a nuevos islotes o acinos (Bonner-Weir and Weir 2005).

Esta hipdtesis estd basada en los estudios en ratas pancreatectomizadas al 90%, un modelo de
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regeneracién bien establecido en el que la regeneracidon se produce por replicaciéon de las células
endocrinas y exocrinas preexistentes y proliferacion de los ductulos y su posterior diferenciacién en
nuevos |ébulos pancredticos indistinguibles de los preexistentes. Cuando las células ductales
empiezan a replicarse, empiezan a expresar el factor de transcripcion PDX-1, un FT expresado
ampliamente en el pancreas embrionario pero que en el adulto se encuentra restringido a las células
endocrinas § y 8 (Bonner-Weir, Toschi et al. 2004). Los autores hipotetizan que una célula ductal
madura con capacidad replicativa rdpida puede asumir de forma transitoria un fenotipo menos
diferenciado y menos restrictivo que le permite rediferenciarse en otro tipo celular pancredtico. Esta
plasticidad implicaria la posibilidad de que existan abundantes progenitores multipotentes en los
ductos pancreadticos adultos que participan a la regeneracién y que podria estimularse

farmacolégicamente.

Bonner- Weir y colaboradores han confirmado recientemente su hipdtesis de que las células
ductales constituyen los progenitores de los islotes nuevamente formados con un estudio de trazado
de linaje celular en el que estudian el destino de las células que expresan la anhidrasa carbdnica Il
(CAll) (Inada, Nienaber et al. 2008). Demuestran que las células con marcaje, bajo el promotor de
CAll son capaces de formar islotes y tejido exocrino tanto en la edad adulta como en situacién de

dafo por ligadura de ducto principal.

Una variacién de esta hipdtesis es la defendida por Bouwens y colaboradores, que proponen
como modelo la transdiferenciaciéon de las células acinares a islotes. En el modelo experimental de
ligadura de ducto, que consiste en obstruir el ducto principal pancredtico con una sutura se
describieron evidencias de neogénesis de células beta a partir de células ductales y/o células
acinares. Como consecuencia de la obstruccién del ducto los productos de la secrecion exocrina se
filtran al espacio intersticial provocando dafio tisular e inflamacién. La porcidn pancredtica situada
por debajo de la ligadura no se ve afectada y continda funcionando con normalidad. Durante la
primera semana se produce un aumento de células beta en la parte ligada que en parte provienen de
neogénesis como lo sugieren los fenotipos intermedios entre célula ductal y endocrina (Wang,
Kloppel et al. 1995) o bien entre célula acinar y endocrina (Bertelli and Bendayan 1997; Lardon,

Huyens et al. 2004).

Un reciente estudio del grupo de Ferrer ha cuestionado que la hipétesis de los ductos sean el
origen de la neogénesis de células beta en la vida postnatal (Inada, Nienaber et al. 2008; Xu, D'Hoker
et al. 2008) mediante un estudio de trazado de linaje basado en el factor de transcripcidon Hnflb que

se expresa ya en el primordio pancredtico embrionario y hasta la edad adulta en los ductos
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pancreaticos (Solar, Cardalda et al. 2009). Se marcaron genéticamente las células que expresan
Hnflb para comprobar si son células progenitoras a diferentes tiempos. Sus resultados muestran que
durante el desarrollo embrionario antes del dia E13,5 las células Hnflb" pueden dar lugar a todos los
tipos celulares pancreaticos. Mas adelante el epitelio ductal Hnflb* solamente puede diferenciarse a
células ductales adultas o endocrinas pero no contribuye a formar el linaje acinar. Al final de la
gestacion, sin embargo, las células Hnflb" solo pueden dar lugar a células ductales y parecen haber
perdido la capacidad de diferenciarse incluso en el caso de induccién de neogénesis con animales con
ligadura del ducto pancreatico. Por tanto, los autores concluyen que las células del compartimento

ductal no constituyen las células progenitoras de células beta en la edad adulta.

Ademads de la controversia existente sobre la naturaleza de los precursores de las células
endocrinas del pdncreas, se desconoce cual es la importancia relativa de la neogénesis en los
organismos adultos o, en otras palabras, si la formacidon de células beta a partir de precursores
adultos es el mecanismo por el cual la masa beta se mantiene en la edad adulta. Asi mismo, los datos
actuales apuntan a que la regulacion de la masa beta en el adulto puede realizarse por mecanismos

distintos en roedores y humanos.

Un controvertido estudio del afno 2004 negd la existencia de neogénesis significativa en el
pancreas postnatal. En el estudio utilizaron el promotor de insulina para marcar genéticamente a las
células y llevar a cabo el trazado de linaje celular (Dor, Brown et al. 2004). Los autores concluyeron
que no habia formacidn de nuevos islotes en los ratones después del nacimiento o de una
pancreatectomia del 70%, sino que las nuevas células beta se formaban por replicacién de las

preexistentes, en claro desacuerdo con la hipétesis de las células progenitoras en el pancreas adulto .

En el 2008, Heimberg y colaboradores demostraron que el pdncreas adulto si contiene células
progenitoras de los islotes (Xu, D'Hoker et al. 2008). En su estudio demostraban que después del
dafo inducido por la ligadura del ducto principal reaparecen células que expresan el gen Ngn3.

La reaparicion de Ngn3 es clave ya que el factor de transcripcion Neurogenina 3 (Ngn 3) actua en la
determinacidén pancredtica definiendo el pool de precursores endocrinos en el endodermo
embrionario (Apelqvist, Li et al. 1999). Estudios de trazado de linaje han demostrado que las células
que expresan Ngn3 dan lugar exclusivamente a células endocrinas (Gu, Dubauskaite et al. 2002). En
el pancreas adulto, Ngn3 ya no se expresa o lo hace a un nivel muy bajo. Sin embargo, se cree que la

re-expresidn de Ngn3 en células adultas puede ocurrir durante la regeneracién.
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En ese mismo estudio se describié que esas células Ngn3® expresaban citoqueratinas y se
localizaban cerca de los ductos pancreaticos. Ademas, estas células se consiguieron aislar del

pancreas y se demostré su capacidad para diferenciarse a células insulares funcionales in vitro.

En un comentario acompafiando el articulo anterior, Y. Dor y D. Melton resitian el estudio de
Heimberg y colaboradores en el contexto de lo que se sabe hasta el momento sobre la formacién de
nuevas células productoras de insulina (Dor and Melton 2008). De forma resumida, su interpretacion
es que durante el desarrollo embrionario del pancreas las nuevas células beta son generadas por una
poblacién transitoria de células que expresan el factor de transcripciéon neurogenina 3 (Ngn3). Sin
embargo, en la vida post-natal los progenitores ngn3 positivos desaparecen y la expansion vy
mantenimiento del nimero de células beta dependen exclusivamente en la proliferaciéon de células
beta diferenciadas. Para los autores este es el modo “natural” por el cual las células beta se
expanden en el adulto. Califican entonces de “importante excepcién” el estudio del grupo de
Heimberg. Admiten que en determinadas ocasiones un d&rgano puede activar células madre
facultativas en respuesta a un determinado tipo de dafio y subrayan las importantes implicaciones
que conlleva el estudio. Queda de manifiesto que el pancreas adulto conserva el potencial necesario
para reactivar el modo de formaciéon embrionario de las células beta. Sin embargo, seria importante
determinar cual de las dos fuentes tiene mayor capacidad de producciéon de nuevas células beta, la
replicacién de células pre-existentes o bien la diferenciacién de estas células adultas que expresan

Ngn3.

Por otra parte, quedan muchas incégnitas por resolver en cuanto a las células adultas Ngn3®. En
primer lugar, seria de gran interés identificar cuales son las moléculas que inducen la expresién de
ngn3 en la ligadura de ducto, asi como en otros modelos. Por otra parte la biologia de las células
adultas Ngn3 sigue siendo desconocida, se desconoce si son capaces de migrar a los islotes o de
proliferar. Y, quizas la mas importante, es que no se sabe cual es la importancia terapéutica de estos
descubrimientos. No se sabe si existen células Ngn3 en los pacientes con diabetes o si se encuentran

en un numero suficiente para tener un efecto fisioldgico.

2.2 Replicacion de las células beta

La tasa de replicacidn de las células beta adultas en rata es baja, pero es capaz de aumentar
frente a incrementos de la demanda metabdlica. Las células beta son capaces de proliferar frente a
diversos estimulos como la glucosa, los factores de crecimiento similares a la insulina (IGFs), el factor

de crecimiento de hepatocitos (HGF), la hormona del crecimiento (GH), prolactina y lactégeno
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placentario, betacelulina (BTC) y péptido similar al glucagén (GLP-1) o sus andlogos, entre muchos

otros.

La glucosa es un importante regulador de la proliferacién de las células beta. Swenne vy
colaboradores (Swenne 1982) fueron los primeros en demostrar que la glucosa adicionada a un

cultivo de células beta fetales estimulaba la entrada en el ciclo celular de una parte de la poblacidn.

Los factores de crecimiento similares a la insulina IGF-1 e IGF-2 comparten receptores con la
insulina aunque se unen a ellos con diferentes afinidades. Cuando los ligandos se unen a su receptor
se inicia la cascada de sefializacidén con la autofosforilacidn del receptor, lo que permite la unién de
proteinas adaptadoras que a su vez serdn fosforiladas en multiples residuos tirosina. En estos
residuos tirosina fosforilados se unen complejos de sefalizacién, entre ellos los substratos del
receptor de insulina o IRS. IRS-1 e IRS-2 estan implicados en metabolismo de los carbohidratos y
proliferacidn de las células beta respectivamente (White 2002). IGF-2 tiene un papel importante en el
desarrollo embrionario, ya que se ha descrito que su expresién coincide con la gran oleada replicativa
que se da lugar en ese periodo (Hill, Petrik et al. 1998). Cuando células de insulinoma de rata INS-1 se
exponen a concentraciones elevadas de glucosa junto con IGF-1 (insulin growth factor 1) se detecta

un aumento de la proliferacion (Higl, White et al. 1998).

HGF es un factor de crecimiento que se describié como asociado a la regeneracién hepatica. Se
ha demostrado que tanto el HGF como su receptor (receptor tirosina quinasa codificado por c-met)
se expresan en los islotes pancredticos y que HGF actia como un factor insulinotrépico e mitogénico

en células de islotes fetales o adultos (Otonkoski, Beattie et al. 1994; Otonkoski, Cirulli et al. 1996).

La GH, PRL y PL forman parte de la misma familia de hormonas y tienen un papel importante
durante el embarazo, permitiendo el aumento de masa beta que tiene lugar durante el embarazoy la
lactancia. Ademas hay estudios que demuestran la capacidad de GH de estimular la replicacién de las
células beta de islotes fetales, neonatales o de adulto (Sjoholm, Welsh et al. 1990; Billestrup and

Nielsen 1991; Sjoholm and Hellerstrom 1991).

La betacelulina es un péptido anclado a la membrana plasmatica de las células beta. Frente a
determinados estimulos, la parte extracelular del péptido es cortada y es capaz de transactivar los
receptores de EGF colindantes (siendo el factor de crecimiento epidérmico (EGF) un factor de
crecimiento de la misma familia). Se ha demostrado su efecto mitogénico en células de insulinoma

de rata (Huotari, Palgi et al. 1998) .

El GLP-1 es un potente estimulador de la proliferacién de las células beta y un andlogo de

GLP-1 es el objeto del presente estudio. Las acciones pro-mitogénicas del GLP-1 estan detalladas en
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el apartado 3.3.2.1 de esta introduccién y el tema ha sido revisado en multiples ocasiones (Perfetti

and Hui 2004; Stoffers 2004; Baggio and Drucker 2006; Doyle and Egan 2007; Holst 2007) .

2.2.1 Ciclo celular de las células beta

La replicacidn de las células beta depende del estricto control de la entrada, progresion y
salida del ciclo celular. Estos eventos se inician por la formacidn de los complejos ciclina (ciclina D)
con quinasas dependientes de ciclinas (cdk4 o cdk6). Las ciclinas se sintetizan en respuesta al
estimulo mitogénico mientras que las cdks son constitutivas. En cada tejido se pueden activar
diferentes ciclinas D, que conllevaran la formacion de diferentes complejos ciclina D/ Cdk
constituyendo el primer punto de control de entrada al ciclo. Para permitir la entrada en el ciclo
celular el complejo Ciclina D/Cdk debe fosforilar para desactivarla la proteina del retinoblastoma
(pRb). Esta fosforilacion de Rb provoca la liberacion de miembros de la familia E2F lo que induce
irreversiblemente la progresién por el ciclo celular y la entrada en la fase G1. Desde 1996 se conoce
que la ciclina D1 junto con la cdk4 tienen un papel crucial en la replicacién de las células beta
después de un estimulo mitogénico en modelos experimentales murinos (Dunlop, Muggli et al.

1996).
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Figura 8: Vista esquemdtica de las proteinas
que regulan el ciclo de las células beta.
Adaptado de (Cozar-Castellano, Fiaschi-Taesch
et al. 2006).

Junto con estas proteinas también se han descrito una serie de proteinas inhibidoras, que

bloquean la fosforilacion de pRb e inhiben la proliferacién. La familia de las INK 4 son capaces de

43



Introduccién: 2. Regulacion de la masa celular beta

inhibir especificamente los complejos Ciclina D/Cdk4 y la familia CIP/KIP tiene capacidad inhibidora

de CDKs mas amplia.

2.2.2 Eventos intracelulares que promueven replicacion

La estimulaciéon de la replicacidon de células INS con IGF-1 y glucosa (ver 3.2) se correlaciona
con el aumento de la fosforilacién del substrato del receptor de insulina 2 (irs-2) lo que conlleva a la

activacion de la quinasa 3’ fosfatidilinositol (PI3K) (Higl, White et al. 1998).

La sefializacién por la via de la PI3K es importante en varias funciones celulares como pueden
ser crecimiento, proliferacidn, supervivencia y gran parte de estas son mediadas por la familia de
proteinas serina/threonina quinasas Akt /PKB. Estudios en los que se sobreexpresd la proteina Akt
confirmaron que Akt promueve el crecimiento de las células beta (Bernal-Mizrachi, Wen et al. 2001;

Tuttle, Gill et al. 2001).

2.2.3 Principales factores que modifican la expresion de ciclinas

La expresidn de las ciclinas D puede ser regulado por hormonas o por factores de crecimiento. Se
ha demostrado que la hormona del crecimiento y la prolactina, que sefializan a través de la via
JAK2/STATS5 inducen la expresion de ciclina D2 (Friedrichsen, Galsgaard et al. 2001) mientras que las

incretinas GLP-1 y GIP inducen la expresién de ciclina D1 (Friedrichsen, Neubauer et al. 2006).

La exposicidn de corta duracidn y a dosis fisioldgicas a glucosa tiene un papel estimulador del
crecimiento de las células beta pancreaticas en los modelos con roedores mientras que exposiciones
a la glucosa de forma prolongada o a concentraciones elevadas tienen efectos deletéreos en la
funcién de las células beta. La ciclina D2 podria tener un papel en la replicacién inducida por glucosa
como lo sugiere un estudio en el que se describe un aumento de la expresion y de la localizacidn
nuclear de la ciclina D2 en respuesta a una infusién de glucosa al 50% durante 4 dias (Alonso, Yokoe
et al. 2007). Sin embargo Jetton y colaboradores (Jetton, Everill et al. 2008) no encontraron
diferencias en expresion, determinada por inmunohistoquimica, de ciclina D2 en los islotes de rata
infudidas con glucosa al 20% durante cuatro dias respecto a los islotes control. El papel de la ciclina

D2 en la proliferacién inducida por glucosa queda por clarificar.
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2.3 Cambios en el tamarnio de las células beta

La regulacidon de la masa beta por cambios en el tamafo de las células es un mecanismo
aceptado, pero aun no se han descrito los mecanismos que lo permiten. Parece ser que un aumento
en la demanda metabdlica podria causar un aumento del tamafo de las células, que junto con el

aumento de replicacién producirian un aumento de masa beta para suplir la demanda.

El embarazo es una situacidn fisioldgica de regulacién de la masa beta en la que se han

descrito cambios en el tamafio de las células beta .

Durante el embarazo los islotes de la madre se adaptan a los nuevos requerimientos
metabdlicos aumentando la replicacién y el tamafio de las células beta por accién del lactégeno
placentario (Parsons, Brelje et al. 1992; Parsons, Bartke et al. 1995). El aumento de masa beta se
compensa en los dias después del parto, durante los cuales el aumento de apoptosis de las células

beta permite restablecer la masa beta normal (Scaglia, Smith et al. 1995).

Los mecanismos de aumento de tamaifo podrian ser mediados por la proteina Akt (también
llamada PKB), habiéndose descrito que la sobreexpresién de una Akt constitutivamente activa en
ratones promueve un aumento del tamafio de las células beta (Bernal-Mizrachi, Wen et al. 2001;
Tuttle, Gill et al. 2001). M4as recientemente se ha sugerido que Akt induce hipertrofia de las células
beta por activacidn e inactivacidén de las quinasas Serina/Threonina mTOR (del inglés, mammalian

target of rapamycin) y GSK-3 respectivamente (Dickson and Rhodes 2004).

2.4 Muerte de las células beta

El aumento en la masa de células beta producido por replicacién o neogénesis puede ser
contrarestado por la disminucién del numero de células mediante la muerte celular por apoptosis o

necrosis.

Se han descrito dos mecanismos diferenciados de muerte celular, uno de ellos es programado y
conlleva gasto de energia, denominado apoptosis y otro pasivo, llamado necrosis. Estos dos tipos de
muerte celular pueden darse lugar a la vez en un mismo tejido y dependen bdsicamente de la

duracidn o intensidad del estimulo.
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2.4.1 Apoptosis

La apoptosis o muerte celular programada permite moldear el tejido pancredatico durante el
desarrollo embrionario y la vida adulta del individuo. La muerte por apoptosis es un proceso rapido,
controlado genéticamente, que utiliza energia ya que requiere sintesis proteica. Comporta la sintesis
de novo de diferentes proteinas y una regulacion del proceso muy precisa y por lo tanto, requiere un
gran consumo de ATP. Afecta a la célula de forma individual y también se suele denominar “suicidio

celular”.

En una primera fase se produce la condensaciéon y fragmentacion del DNA, que se acumula en la
periferia del nucleo lo que reduce su tamafio. Esta fragmentacién del DNA es el pardmetro que
detecta el ensayo por la técnica del TUNEL utilizado de forma muy habitual para cuantificar la
apoptosis. También se produce una reduccién del volumen total de la célula y la compactacidén de los
organulos citoplasmaticos. Sin embargo, las mitocondrias mantienen su estructura. En la segunda
fase del proceso se produce un “recogimiento” de la membrana sin rotura y la formacién de los
cuerpos apoptéticos, constituidos por fragmentos celulares envueltos por membrana. Estos cuerpos
apoptoticos serdn fagocitados por las células colindantes o macréfagos evitando que se produzca
respuesta inflamatoria. En la tercera fase los cuerpos apoptdticos no fagocitados degeneran en un

proceso parecido al de necrosis que se denomina necrosis secundaria.

Una gran variedad de factores pueden activar el proceso de apoptosis como por ejemplo
diferentes productos quimicos (radicales libres de oxigeno, farmacos), dafos fisicos en la célula
(rayos X, choque térmico), el ataque de otras células (células T), citoquinas (TNF-a) la pérdida de
factores troficos (hormonas, IL-2, IL-3) o del contacto con la matriz extracelular (el proceso se conoce

como muerte celular por anoikis).

2.4.2 Necrosis

La necrosis se produce como resultado de un dafo severo y brusco que puede afectar a todo un
conjunto de células o a una zona de tejido. La necrosis es un proceso accidental, que provoca la
destruccién no controlada de la célula. Se caracteriza por cambios morfoldgicos en la célula que
hacen que ésta no pueda mantener la homedstasis. El primer cambio morfoldgico que se produce es
que se hinchan las mitocondrias y se forman depdsitos de lipoproteinas en la matriz mitocondrial;
después hay una alteracion de la membrana celular que pierde su capacidad reguladora de la presién

osmética, con la ruptura de los balances de sodio, calcio y agua. Como consecuencia de estas
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alteraciones la célula se hincha y se produce el choque osmético. Finalmente los lisosomas y el
reticulo endopldsmico también se hinchan y explotan, liberando enzimas digestivos que inducen la
destruccién autocatalitica de la célula. La rotura de la membrana provoca que se libere el contenido

intracelular y la inflamacién del tejido.

Los factores que pueden provocar necrosis son hipoxia grave, isquemia, factores que dafan la
membrana celular como toxinas, un trauma sobre el tejido, téxicos quimicos, especies reactivas de

oxigeno o inhibidores de bombas de iones.
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3. Masa beta y diabetes

3.1 Diabetes

El control éptimo de los niveles de glucosa sanguinea depende de pequefios cambios en la
produccidn y secrecién de insulina por parte de las células beta y de su capacidad de aumentar la
secrecidon después de las comidas. Es de gran importancia que la masa celular beta esté finamente
regulada para adaptarse a las necesidades del organismo. La destruccién de las células beta o el
“fallo” en adaptar la masa beta a cambios en las necesidades, como por ejemplo cambios en el peso
corporal, el embarazo o reduccién en la sensibilidad a la insulina de los tejidos periféricos puede
provocar la aparicion de concentraciones elevadas de glucosa en sangre de manera crénica o

diabetes.

Un aspecto central del desarrollo de la diabetes tanto de tipo 1 como de tipo 2 es una reduccion

en el numero de células productoras de insulina.

3.1.1 Patogénesis

Segun datos de la organizacién mundial de la salud del 2009 aproximadamente 220 millones
de personas de todo el mundo tienen diabetes y se predice que el nimero de muertes por diabetes
(1.1 millones de personas en 2005) alcanzara mds del doble el afio 2030. El 90% de los enfermos

presentan diabetes de tipo 2. (WHO Fact Sheet N2 312, Noviembre 2009).

La diabetes mellitus es una enfermedad heterogénea que se caracteriza principalmente por
la presencia de hiperglucemia. Existe una disminuciéon de la secrecién de insulina y/o una resistencia
a su accién que resultan en el aumento de los niveles de glucosa en sangre y en perturbaciones en el
metabolismo de lipidos y proteinas. A largo plazo, la diabetes puede causar complicaciones
microangiopaticas oculares, renales o del sistema nervioso y complicaciones macrovasculares entre
las que encontraremos enfermedades coronarias y vasculopatia en las extremidades inferiores. La

presencia de diabetes aumenta entre dos y cuatro veces el riesgo de muerte cardiovascular.

La diabetes mellitus se subdivide en dos tipos principales. La diabetes de tipo 1 es causada por
destruccién autoinmune de las células beta del pdncreas, suele aparecer en adolescentes y nifios y
representa aproximadamente un 10% de los pacientes diabéticos. La deficiencia casi total de insulina
enddgena es la causa por la que estos pacientes requieren la administracidn de insulina exégena para
sobrevivir. La diabetes de tipo 2 estd causada por una resistencia a la insulina junto con una

inadecuada secrecidon de esta hormona y una funcidn y masa deficientes, suele presentarse en
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pacientes adultos y engloba al 90% de los sujetos diabéticos. Para regular los niveles de glucosa, los
pacientes con diabetes de tipo 2 siguen un tratamiento con medidas dietéticas y ejercicio, asociadas
en general a farmacos hipoglucemiantes orales. Un nimero significativo de pacientes con diabetes

tipo 2 requieren la administracién de insulina exdgena de forma puntual o crénica.

3.1.1.1 Diabetes Tipo 1

La diabetes de tipo | es una enfermedad crdnica habitualmente precedida por un conjunto de
sintomas tempranos en los que se pueden detectar autoanticuerpos contra antigenos del islote. La
enfermedad se desarrolla en varias fases que van desde la susceptibilidad genética hasta la

destruccién casi completa de la masa beta y la diabetes clinica (Gianani and Eisenbarth 2005):

1) Susceptibilidad genética. Una persona tiene un 2% de probabilidades de desarrollar una
diabetes tipo 1 si su madre también es diabética, un 8% si su padre lo es y la probabilidad sube al

30% si ambos lo son (www.diabetes.co.uk). Uno de los aspectos que queda por esclarecer en la

patogenia de la diabetes de tipo 1 es determinar de forma clara cual es la causa o factor
desencadenante de la reaccién autoinmunitaria. Se sabe que es una enfermedad con factores de
predisposicidn y se han identificado factores genéticos que causan propension a la enfermedad. Los
genes que codifican moléculas de HLA de clase 2, CTLA4 e insulina han sido asociados con

susceptibilidad a diabetes (Onengut-Gumuscu and Concannon 2005).

2) Inicio de la autoinmunidad. Muchas veces estimulos ambientales pueden causar
predisposicion como virus y toxinas (Devendra, Liu et al. 2004; Todd 2010). En la mayoria de los casos
en los que un enterovirus estd implicado la enfermedad aparece al activarse la autoinmunidad en

individuos susceptibles.
3) Activacidn de la autoinmunidad. Aparecen autoanticuerpos contra insulina, GAD-65 o IA-2.

4) Pérdida progresiva de la secrecion de insulina. Los sujetos empiezan a presentar una caida o
incluso pérdida de la primera fase de secrecién de insulina que se corresponde con una pérdida de la
masa beta estimada del 40-50%. La pérdida de la secrecidn es gradual, en acuerdo con la hipdtesis de

que la destruccidn de las células beta es un fendmeno crénico.

5) Diabetes Clinica. La diabetes clinica se produce cuando aproximadamente el 80-90% de la masa
beta ha sido destruida. Los anticuerpos contra antigenos del islote siguen siendo detectables algun
tiempo después del establecimiento de la enfermedad pero acaban desapareciendo en el 50% de los

pacientes con varios afios de enfermedad.
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6) Dependencia a la insulina con pérdida casi total de las células beta insulares. La pérdida

gradual de células beta se monitoriza gracias a los niveles de C-péptido secretados.

3.1.1.2 Diabetes Tipo 2

La diabetes de tipo 2 se caracteriza por un defecto en la secrecién de insulina, masa beta
insuficiente y resistencia periférica a la insulina. La obesidad es el principal factor de riesgo para la

aparicion de resistencia a la insulina y diabetes tipo 2.

En el desarrollo de la diabetes de tipo 2 participa una reduccién de la masa de células beta que
no permite hacer frente al aumento en la demanda metabdlica generada por la resistencia a la
insulina (Prentki and Nolan 2006). Esta reduccién en la masa beta se ha demostrado en los modelos
de diabetes de tipo 2 y mas recientemente se ha confirmado de forma clara en humanos (Butler,

Janson et al. 2003; Rahier, Guiot et al. 2008).

Obesidad

Nacimiento Puberta
1

Embarazo Normal

Diabetes tipo 2

Masa células beta

Diabetes tipo 1

Edad (escala log)

Figura 10: Cambios en la masa de células beta a lo largo de la vida. La
masa de células beta varia segln las condiciones fisioldgicas o patoldgicas.
Esta se incrementa en situaciones en las que hay una demanda
incrementada de insulina, por ejemplo en el periodo neonatal, en la
obesidad o durante el embarazo. La destruccion de las células beta por
autoinmunidad durante la infancia conduce a la diabetes de tipo 1. La
diabetes de tipo 2 se asocia con una falta de aumento de la masa beta que
se podria relacionar con afectaciones en el desarrollo embrionario del
pancreas endocrino en combinacién con obesidad postnatal y con la
pérdida de células beta debida a gluco-lipotoxicidad. Esquema adaptado
de (Lee and Nielsen 2009)

3.2 Terapias para la diabetes

El tratamiento de la diabetes tipo 1 consiste actualmente en administrar a los pacientes

inyecciones de insulina exdgena. Sin embargo, este tratamiento tiene importantes limitaciones, la
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principal de las cuales es la incapacidad para mantener un control glucémico normal, lo que puede

dar lugar a la aparicién de las complicaciones crénicas de la enfermedad.

Las terapias en desarrollo para el tratamiento de la diabetes se centran en restablecer la
masa beta de los sujetos diabéticos para asi evitar las complicaciones clinicas que pueden derivarse
de un control glucémico deficiente. Las dos formas por las que se podria conseguir el
restablecimiento de la masa beta de un paciente diabético son por regeneracién de la propia masa
beta del paciente o bien por reposicion de la masa celular beta gracias a una fuente externa de

células productoras de insulina.

3.2.1 Regeneracion de la masa beta existente

La regeneracién de la masa celular beta se basa en dos mecanismos principales. El primero es
la proliferacion de las células beta restantes y el segundo la generacion de nuevas células beta a

partir de precursores pancredticos.

La regeneracidén de la masa beta en modelos experimentales de dafio pancredtico como la
pancreatectomia subtotal ha sido ampliamente estudiada desde hace muchos afios. A pesar de que
sigue existiendo una cierta controversia sobre cual es el tipo celular progenitor adulto y sobre la
importancia de los mecanismos de neogénesis en el adulto la regeneracion pancredtica en el humano
adulto sigue siendo un esperanzador campo de estudio para la curaciéon de la diabetes (Butler,

Galasso et al. 2010; Halban, German et al. 2010; Jun 2010).

3.2.1.1 Pancreatectomia

La pancreatectomia parcial es un modelo experimental de diabetes, donde la reduccion de Ila
masa beta provoca una alteracion del metabolismo de la glucosa mas o menos grave en funcién de la
extensidon de la pancreatectomia. Ademads, la pancreatectomia parcial es un modelo muy bien
establecido de regeneracion de los islotes pancreaticos en el que se ha propuesto que tanto la
replicacién como la neogénesis contribuyen a regenerar la masa de células beta (Bonner-Weir and

Sharma 2002), asi como de regeneracion del pancreas exocrino.

A diferencia de la robusta regeneracién hepatica, la eliminacién quirdrgica de una parte del
pancreas provoca un crecimiento regenerativo limitado y nunca se consigue restaurar el volumen
pancredtico original. La respuesta regenerativa es proporcional a la parte del pancreas que se ha
eliminado. Si se elimina la mitad del volumen pancredtico el pancreas residual crecerd solamente un
20%. En el caso de un remanente de un tercio del pdncreas —después de una pancreatectomia del

60%- se consigue que el pancreas crezca aproximadamente un 30%. En el caso de dejar una porcién
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pancreatica del 10% del remanente pancreatico crecera aproximadamente un 80% (Pearson, Scott et
al. 1977). La parte endocrina del pancreas se expande también de forma limitada ya que después de
una pancreatectomia de dos terceras partes se observa un crecimiento de la masa beta residual del

30% (De Ledn, Deng et al. 2003).

Dor et al (Dor, Brown et al. 2004) utilizaron una aproximacion por trazado de linaje celular para
mostrar que después de una pancreatectomia del 70% no hay evidencias de nueva formacién de
células beta a partir de progenitores adultos (ver apartado 2.2 de la introduccidén). Este estudio
parecia en contradiccidon con aquellos estudios en los que se observaba neogénesis de células beta a
partir de células ductales en proliferacion después de una pancreatectomia subtotal (Bonner-Weir,
Baxter et al. 1993). Esta aparente discrepancia se podria explicar por diferencias en la extensién del
dafo y la capacidad estimuladora de crecimiento entre los dos modelos, pancreatectomia del 70 o
del 90%. Otra diferencia clave es que la pancreatectomia del 90% induce intolerancia a la glucosa
mientras que la del 70% no. Seria posible entonces que en la pancreatectomia del 70% solo se
activase la replicacién de la células beta mientras que en la del 90% se obtenga una respuesta
regenerativa mayor por neogénesis junto con replicacién de las células beta. Ademas el estudio de

Bonner-Weir se llevé a cabo en ratas mientras que el de Dor en ratones.

En otros estudios con pancreatectomia del 90% la masa de células beta era capaz de duplicarse
en una semana (Plachot, Movassat et al. 2001) mientras que solo se inducia un aumento del 30-40%
4 semanas después de una pancreatectomia del 60% (Leahy, Bonner-Weir et al. 1988). Estos datos
confirman que la extensién de la pancreatectomia condiciona la respuesta regenerativa en el

remanente pancreatico.

En ratas pancreatectomizadas al 90%, la destruccidn de las células beta por tratamiento con
estreptozotocina antes de la cirugia no afectaba a la capacidad regenerativa del pancreas sugiriendo
que es posible obtener una regeneracidn parcial solamente a partir de neogénesis de células beta

(Finegood, Weir et al. 1999).

La pancreatectomia desencadena un proceso regenerativo que permite la formaciéon de nuevos
[6bulos pancredticos de los preexistentes. Este proceso implica formacién de nuevos vasos
sanguineos (angiogénesis) para vascularizar el tejido recién formado. Se sabe que después de una
pancreatectomia se induce la expresion de una gran cantidad de factores de crecimiento entre los
que podemos encontrar VEGF (Oberg-Welsh, Sandler et al. 1997) y c-myc (Laybutt, Glandt et al.
2003) que se ha demostrado que son necesarios para el proceso de angiogénesis en otros tejidos
(Dvorak, Brown et al. 1995; Baudino, McKay et al. 2002). Tras una pancreatectomia del 60% el flujo

sanguineo de los islotes se encuentra aumentado respecto a los animales control con operacién
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simulada (Sham) a pesar de una reduccion en la masa pancredtica total (Jansson and Sandler 1989).
El estudio concluia que la pancreatectomia parcial induce un aumento transitorio en el flujo
sanguineo pancredtico y uno mas duradero en el flujo por islote. Estas observaciones reflejan
probablemente la distinta regeneracidn de las células endocrinas y exocrinas ademas de la

aumentada carga funcional del érgano (Jansson and Sandler 1989).

En el 2007 se publicd un estudio que refuerza la idea de que la pancreatectomia resulta en la
sintesis de factores pro-angiogénicos. Se demostraba que los islotes transplantados a un animal que
ha sido previamente pancreatectomizado presentan mayor aporte sanguineo, tensién de oxigeno y
densidad de vasos sanguineos y masa endocrina un mes después del transplante en comparacién con
los transplantados a animales control. Sugiriendo que los factores sintetizados después de Ia
pancreatectomia no solamente pueden actuar sobre el pancreas enddégeno sino que también

favorecen la vascularizacién de los islotes transplantados (Johansson, Jansson et al. 2007).

3.2.2 Reposicién de la masa beta

La otra estrategia para restablecer la masa beta perdida en situacidn de diabetes es la de

reponer las células productoras de insulina necesarias para restablecer la normoglucemia del sujeto.

Una de las opciones es la del transplante de islotes, que consiste en aislar los islotes de un
pancreas de un donante caddver para luego infundirlos en un paciente con TIDM a través de la vena
porta del receptor. Los islotes impactan entonces en los sinusoides hepaticos donde quedan
situados. Desde ahi los islotes funcionan con normalidad y secretan insulina en funcidn de los niveles
de glucosa sanguinea (Figura 11). Las células beta del injerto van a proseguir con su funcién secretora

de insulina lo que implicard un restablecimiento de la glicemia del receptor del transplante.

A parte del transplante de islotes se pueden considerar otros tipos de terapias celulares que
consisten en transplantar células productoras de insulina derivadas de otros tipos celulares. Estas
células podrian derivar de células madre embrionarias o de células pluripotenciales adultas de
d6rganos como la médula ésea, el higado, el intestino o el propio pancreas (Serup, Madsen et al.

2001; Montanya 2004; Sutherland, Gruessner et al. 2004; Gangaram-Panday, Faas et al. 2007).
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3.2.2.1. Transplante de islotes

Donor Recipient

Islets in pancreas with type 1 diabetes
2

Islet in portal vein

Figura 11: Transplante de islotes. De (Naftanel and Harlan 2004)

a) Breve historia del transplante de islotes

El transplante de islotes se empezd a conocer a principios de los afios 70 cuando Lacy vy
colaboradores demostraron que ratones diabéticos normalizaban su glucemia después del
transplante de islotes (Ballinger and Lacy 1972). A lo largo de los afios 70 y 80 hubo varios intentos de
transplante en humanos pero que resultaron sin éxito. Mds adelante, durante los afios 90 se
consiguieron algunos resultados positivos, logrando que algunos pacientes presentasen niveles
normales de glucosa en sangre, sin tratamiento con insulina, mas de un afio después de la
intervencién (Warnock, Kneteman et al. 1992). Sin embargo, el registro de Transplante de islotes
informaba el afio 2000 que solamente el 12% de los transplantes conseguian la insulino-
independencia y que solo el 8% de los pacientes transplantados entre los afios 1990-1999 se
mantuvieron normoglucémicos durante mas de un afio (White, Nicholson et al. 2000). En el afio 2000
Shapiro y sus colaboradores de Edmonton publicaron que el 100% de siete pacientes consecutivos
con DM-1 que habian recibido un transplante se habian mantenido normoglucémicos durante mas
de un afo (Shapiro, Lakey et al. 2000; Ryan, Lakey et al. 2002). En el 2002 (Ryan et al. 2002) de los 17
pacientes transplantados 15 de ellos llevaban transplantados mds de un afio y 12 de estos seguian
siendo insulino-independientes. De los 6 pacientes que llevaban mas de dos afos transplantados 4
seguian siendo insulino-independientes. La clave de este éxito fue el transplante de un gran numero

de islotes y un cambio en la pauta inmunosupresora. El nimero de islotes que recibia cada paciente
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era de aproximadamente unos 800.000 islotes, una cantidad superior a la requerida para el
mantenimiento de la normoglucemia ya que el autotransplante de 300.000 islotes se relaciona con
un 75% de insulino-independencia (Teuscher, Kendall et al. 1998). El cambio en la pauta
inmunosupresora fue también determinante para el éxito del grupo de Edmonton ya que se
eliminaron los fdrmacos que contenian glucocorticoides que podian afectar a la funcién vy
supervivencia de la células beta ya que se acumulan en el higado, lugar donde se encuentran los

islotes transplantados por embolizacion portal subcutanea.

Sin embargo, las expectativas generadas por este éxito disminuyeron con la publicacién de
los resultados a 5 afios, que mostraban el mantenimiento de la insulino-independencia en el 10 % de
los pacientes transplantados. Sin embargo, alrededor del 80% de los pacientes con funcién inicial del
injerto la mantenian a los 5 afios del transplante, lo que les permitia disfrutar de un excelente control
metabdlico con unas dosis reducidas de insulina (Ryan, Paty et al. 2005). El estudio multicéntrico
internacional ITN confirmé la obtencion de estos resultados (Shapiro, Ricordi et al. 2006). En este
estudio multicéntrico se monitorizaron 36 paciente transplantados. Un afio después del transplante
el 44% de ellos eran independientes de la insulina y presentaban un adecuado control glucémico
mientras que el 28% de los transplantados presentaban funcién parcial del injerto y el 28% restante
habian perdido totalmente el injerto. Solamente el 31% de los pacientes que eran insulino-

dependientes al afio de ser transplantados lo seguian siendo después de dos afios.

Estudios mas recientes han presentado una mejora en los resultados a largo plazo. En el 2009
se publicaron los resultados de un ensayo clinico de fase dos en el que se habian transplantado
islotes a catorce pacientes consecutivos (Vantyghem, Kerr-Conte et al. 2009). Justo después del
transplante todos los pacientes eran insulino-independientes y el 64% de ellos presentaban un
control glucémico 6ptimo. A los tres afos el 57% de los transplantados seguian siendo

independientes de la insulina y el 50% mantenian un control éptimo de la glucosa sanguinea.

El registro colaborativo de transplantes de islotes (CITR) recoge la informacion de estudios de
transplante de islotes en humanos desde el afio 1999. En el afio 2009 se publicéd el informe que
recopila 285 transplantes de islotes llevados a cabo entre los afios 1999 y 2006 en 25 centros
americanos y uno europeo. Los factores que sobresalen como determinantes para el éxito del injerto
son, el tamafio de los islotes transplantados (ser mayor a 1 IEQ), el hecho de haber recibido mas de
una infusidn de islotes, presentar niveles pre-transplante bajos de hemoglobina glicada (HbAlc), y un

tiempo corto de isquemia fria (CITR 2009).

El transplante de islotes permite en definitiva, alcanzar la insulino independencia a corto-
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medio plazo y al mantener la produccion de insulina por el injerto evita las hipoglucemias y mejora la
estabilidad de la glucemia (normalizacién del HbAlc) con lo que consigue mejorar el estado
metabdlico de los pacientes transplantados, incluso en aquellos en los que se precisa la co-

administracién de insulina exégena.

b) Limitaciones del transplante

El escaso numero de drganos disponibles para el proceso de aislamiento y posterior
transplante de islotes, junto con la necesidad de tratamiento inmunosupresor, es la principal
limitacidn para el transplante de islotes. Espafia es el pais con mas donaciones de drganos desde
hace 18 aiios, 1606 durante el afio 2009 segun la Organizacion Nacional de Transplantes. A pesar de
ello son claramente insuficientes para tratar a los 100.000 diabéticos de tipo | del territorio
(Montanya 2001). Ademas, la necesidad de utilizar dos o tres pancreas para cada paciente, dada la
baja eficiencia del proceso de aislamiento es un factor agravante del problema. Esta baja eficiencia es
debida entre otros factores al componente artesanal que aun tiene el aislamiento de islotes, a los
enzimas utilizados durante la digestién del pancreas -que contienen una cierta actividad endotoxina-
y a la cierta toxicidad de los gradientes ficoll que se utilizan para hacer la purificacion de los islotes.
Estos tres factores son los principales causantes de la gran variabilidad existente entre diferentes
aislamientos en cuanto a calidad, niumero y pureza de los islotes obtenidos. Estudios realizados por
diferentes grupos demuestran que la actividad endotoxina presente en algunos reactivos utilizados
en el proceso del aislamiento puede estimular la expresidon de citocinas pro-inflamatorias (Jahr,
Hering et al. 1995; Vargas, Vives-Pi et al. 1998; Jahr, Pfeiffer et al. 1999) por parte de los macréfagos
residentes en los islotes. Estas activarian las células endoteliales lo que favoreceria la migracién de
los monocitos y polimorfonucleares que expandirian la respuesta inflamatoria local que a su vez
podria verse reforzada por la produccion de 6xido nitrico o NO por parte de los macréfagos u otros
tipos celulares (Montolio, Biarnes et al. 2007). Ademas, este NO podria estar induciendo pérdida de

funcidén en las células beta (Stevens, Ansite et al. 1996; Vargas, Vives-Pi et al. 1998).

Aunque la obtencidn de los islotes es un proceso limitante para el transplante, no es el Unico
responsable de la necesidad de utilizar mas de un pancreas para transplantar a un paciente, ya que

después del transplante hay una gran pérdida de masa celular beta debida a dos fenémenos.

- Rechazo agudo del injerto alogénico. La pérdida del injerto de islotes es debida a un ataque
inmunolégico en el que intervienen las APCs y los linfocitos T CD4+, conjuntamente con una mezcla
de citoquinas pro-inflamatorias, IL-1a, IL-2, IL-6, IL-10 (Scharp, Lacy et al. 1991; Ricordi, Tzakis et al.
1992) e INF-y (Diamond and Gill 2000).
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- Pérdida de funcion primaria (primary nonfunction, PNF). La pérdida de funcién primaria se
define como la pérdida de funcidn de los islotes transplantados debido a causas diferentes al rechazo
inmunogénico. Se ha descrito que en los primeros dias después del transplante los islotes no son del
todo funcionales y este hecho se ha asociado a una inflamacién no-especifica que se produce en el
sitio de implantacién y a una falta de vascularizacidn de los islotes en estos primeros dias. Cuando los
islotes se encuentran en el pancreas estan muy vascularizados (reciben un 10% del flujo sanguineo
del pancreas (Lifson, Kramlinger et al. 1980)). Sin embargo, en el proceso de aislamiento de islotes
estos pierden todas sus conexiones vasculares y nerviosas. Una vez transplantados los islotes deben
ser revascularizados por los tejidos circundantes para alcanzar plenamente su funcién. No serd hasta
el dia 10 después del transplante aproximadamente que los islotes vuelven a estar vascularizados
(Menger, Yamauchi et al. 2001). Por lo tanto, durante los primeros dias después del transplante los
islotes carecen de la vascularizacidon necesaria y estan sometidos a hipoxia que no solo afecta al

metabolismo celular sino también a su viabilidad (Davalli, Scaglia et al. 1996).

c) Perspectivas y transplante de islotes experimental

Asi pues, el transplante de islotes es una terapia muy esperanzadora pero con significativas
limitaciones que deben ser solventadas como la obtencién de islotes de buena calidad, evitar la

pérdida de masa celular beta después del transplante y mejorar la pauta inmunosupresora.

En paralelo a los avances conseguidos en el transplante clinico de islotes, el transplante de
islotes a roedores es un modelo experimental muy utilizado. El transplante de islotes a roedores
permite, por una parte, comprender como evoluciona la masa beta transplantada, por otra testar
nuevas estrategias que permitan mantener la masa beta transplantada y finalmente y de forma mas
general estudiar a las células beta en un entorno in vivo pero a la vez aislado del resto de tipos

celulares pancreaticos.

Nuestro grupo ha observado que la pérdida de funcién primaria del injerto esta relacionada
con la muerte de mas del 60% de la masa celular beta transplantada en los primeros dias después del
transplante. Esta muerte inicial es debida tanto a procesos de apoptosis como de necrosis que no
pueden ser contrarestados por la replicacién que encontramos en las células beta transplantadas
(Biarnes, Montolio et al. 2002). De hecho, nuestro grupo ha descrito la inflamacién no especifica que
aparece en los primeros dias después del transplante en la que se induce la expresién de varias

citoquinas pro-inflamatorias, y entre ellas IL-1f y TNF-a. que son bien conocidas por sus efectos
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deletéreos sobre las células beta (Montolio, Téllez et al. 2007). También hemos demostrado que en
los primeros dias después del transplante se induce una situacién de estrés en la que se expresan

una serie de genes tanto pro como anti-apoptoticos (Rodriguez-Mulero and Montanya 2008).
Nuestro grupo estudia diferentes estrategias que puedan contrarrestar esta muerte inicial.

La pérdida en los dias iniciales de masa beta transplantada podria verse compensada por influencia

de alguno de estos tres mecanismos:
- inhibicién de la apoptosis
- aumento de la replicacion
- aumento de neogénesis/ regeneracion

Hemos estudiado la inhibicién de la apoptosis y aumento de la replicacion en los injertos a
través de estudios sobre el transplante de islotes pre-incubados con inhibidores de caspasas
(Montolio, Tellez et al. 2005), islotes que sobreexpresan factores inhibidores de la accién de
determinadas citoquinas (Tellez, Montolio et al. 2007) o islotes que sobreexpresan factores de

crecimiento (Estil les, Téllez et al. 2009).
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4. Péptido similar al glucagoén 1 (GLP-1)

El péptido similar al glucagdon-1 (GLP-1, del inglés Glucagon-Like-Peptide 1) es una hormona
incretina secretada por las células L del intestino que promueve la biosintesis y secrecién de insulina.
Sus efectos sobre la secrecion de insulina asi como unas mads recientemente descritas acciones sobre

la masa beta le han conferido un mas que notable interés en el contexto de la diabetes.

Una de las acciones mas relevantes del GLP-1 es la de actuar como hormona incretinica
(Kreymann, Williams et al. 1987). El efecto incretina consiste en la amplificacidon de la secrecion de
insulina por la accién de hormonas secretadas en el tracto gastrointestinal. En el sentido estricto, el
efecto incretina se cuantifica comparando, para una misma concentracién plasmatica de glucosa, la
secrecidon de insulina en respuesta a la administracién oral de glucosa con la respuesta a la
administracién intravenosa. En sujetos sanos la administracién oral de glucosa ocasiona una
secrecidn de insulina de 2 a 3 veces mayor que la administracion por ruta intravenosa a igualdad de
glucemia alcanzada. Las dos hormonas incretinicas mds importantes son GIP (Glucose-dependent
Insulinotropic Peptide) y GLP-1. Ha habido un cierto desacuerdo acerca de los papeles relativos de las
dos hormonas incretinicas. GIP circula a una concentracidn unas diez veces mayor a la de GLP-1, pero
la accion del GLP-1 es mas potente. Las dos hormonas aumentan activamente la secrecién de insulina
desde el principio de la ingesta aunque el efecto del GLP-1 es el que predomina a altas
concentraciones de glucosa. Ademas, solamente el GLP-1, y no el GIP inhibe la secrecién de glucagdn

(Holst 2007).

El efecto incretina tiene un papel fundamental en la secrecidn de insulina postprandrial y por

extension en la tolerancia a la glucosa de humanos y animales.

4.1. El péptido GLP-1

El GLP-1 es sintetizado en el intestino por modificacidn post-traduccional del proglucagon,
producto del gen del glucagon. El factor de transcripcidn pax6 se expresa en las células L intestinales
y activa la transcripcion del proglucagén. También ha sido demostrado que la § catenina, el efector
principal de la via de sefializacién de Wnt es capaz de activar la expresiéon de proglucagdn en las
células intestinales, pero no en los islotes pancreaticos. Este efecto estd mediado por el factor de
transcripcion TCF7L2 (antiguamente llamado TCF-4) , altamente expresado en las células endocrinas
del intestino (Holst 2007). La regulacién por TCF7L2 de la expresion de GLP-1 en el intestino tiene un
notable interés ya que se ha detectado una asociacion genética de un polimorfismo de un Unico
nucledtido (SNP) en varias poblaciones, el microsatélite DG10478 en el intrén 3 del gen TCF7L2 con el

desarrollo de diabetes de tipo 2. Este descubrimiento podria sugerir que el SNP influye en la
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susceptibilidad a la enfermedad al modular la expresién intestinal del gen del proglucagdn vy

posiblemente los niveles de GLP-1 circulantes (Grant, Thorleifsson et al. 2006).

En el pancreas el procesamiento post-traduccional del proglucagon (PG) resulta en la
formacion de glucagén, GRPP, un pequefio fragmento de la secuencia llamado IP-1 (péptido
intermedio 1) y el fragmento grande del PG y todos estos péptidos son secretados en paralelo en el
momento de la estimulacion. El procesamiento que ocurre en las células alfa pancredticas es debido

a la prohormona convertasa PC2, que corta el proglucagdn como se ha descrito.

En el intestino el procesamiento resulta en la liberacién de glicentina (que también puede ser
cortado para formar oxyntomodulina), un pequefio fragmento de secuencia llamado IP-2 y GLP-1y
GLP-2. El procesamiento en las células L es debido al corte del péptido del proglucagon por la
prohormona convertasa PC 1/3. (Dhanvantari, 1zzo et al. 2001). Los primeros estudios sobre la
actividad del GLP-1 que se llevaron a cabo en los afios 80 estudiaron el péptido en su longitud
completa o forma extendida (GLP-1 1-36amida o GLP-1 1-37). Estas moléculas mas grandes no
presentaban actividad bioldgica. En 1987 tres grupos independientes demostraron que eliminando
los seis primeros aminodcidos se obtenia un GLP-1 mas corto pero con actividad bioldgica (Drucker,
Philippe et al. 1987; Kreymann, Williams et al. 1987; Orskov, Holst et al. 1987). Se demostré entonces
que la secuencia del GLP-1 necesita otro corte de la PC1/3 (que elimina los aminodacidos de 1 a 6,

correspondientes con 72-78 del PG) para la formacidn del péptido activo GLP-1 (7-37).

Proglucagén ] Joot fni) ] | 1
1 30 33 6164 6972 77 108 110 123 126 158
Pancreas | | =] |
1 30 33 61 64 69 72 158
Intestino ] na | ~ Gle-1 . AL P2 GLP-, ]
1 69 78 108 110 123 126 158
| |
1 30 33 69

Figura 12: Procesamiento del gen del proglucagdn. Las barras de colores
en la secuencia del proglucagdn representan los sitios de corte de las
endopeptidasas. Los numeros hacen referencia a la posicién en la
secuencia aminoacidica.

Finalmente, el aminodcido 108 del proglucagdn que corresponde a una glicina, situada en la
extremidad C terminal del péptido del GLP-1 servird de sustrato para la amidacién de la arginina
(posicidn 107). Las consecuencias de la amidacion del GLP-1 no estdan muy claras. Parece ser que las

formas de GLP-1 amidadas (GLP-1 7-36amida) o terminadas en glicina (GLP-1 7-37) presentan el
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mismo metabolismo y bioactividad aunque la forma amidada es un poco mas resistente a la
degradacién enzimatica en plasma. En humanos la mayor parte del GLP-1 secretado es bajo la forma

amida aunque en algunos animales parte del péptido que se secreta es GLP-1 7-37 (Holst 2007).

7 10 20 i) ”
y 108

Xl\midacidn

Figura 13: Modificaciones post-traduccionales del GLP-1. El péptido de largo completo 1-
37 es procesado por la endopeptidasa PC1/3 para la obtencién del GLP-1 7-37. Por
amidacién se obtiene el GLP-1 7-36amida que representa la mayor parte del GLP-1
secretado en humanos. La DPP-4 es capaz de cortar el GLP-1 entre el segundo y el tercer
aminodacido para inactivarlo. En verde numeracién del proglucagdn y en negro numeracién
propia del GLP-1.

4.2 Efectos fisiolégicos del GLP-1

4.2.1 Secrecion de GLP-1

El GLP-1 es secretado en respuesta a la ingesta de nutrientes. En ayunas, las concentraciones
plasmaticas de GLP-1 son muy bajas. En cambio, al ingerir alimentos se detecta una rapida secrecion
de GLP-1 por parte de las células L intestinales. Se cree que es la presencia de nutrientes en la luz
intestinal la que causa la secrecidon de GLP-1, probablemente por interaccidn directa de los nutrientes
con las microvellosidades de las células L. La respuesta secretora varia en funcién de la cantidad de

alimentos que se ingieren y también estd muy relacionada con el vaciado gastrico. Cuanto mas
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abundante es una comida y mas rapido el vaciado gdstrico, mayor secrecidon de GLP-1. En una comida

mixta la concentracién de GLP-1 que se obtiene en sangre raramente excedera 50pM (Holst 2007).

4.2.2 Efecto sobre las células beta pancredticas

El efecto del GLP-1 se produce a consecuencia del abanico de acciones del GLP-1 sobre el
organismo entre los cuales los mas importantes son los efectos sobre las células beta pancredticas.
En primer lugar el GLP-1 actua de forma aguda sobre las células beta amplificando la secrecién de
insulina estimulada por glucosa y en segundo lugar, cuando el estimulo se da de forma mas sostenida
se promueve un aumento en la sintesis de insulina y por lo tanto del contenido celular en insulina de

la célula.

4.2.2.1 Efectos agudos del GLP-1 sobre la secrecién de insulina

La activacién del receptor del GLP-1 en las células beta pancreaticas desencadena una serie
de eventos intracelulares que amplifican la secrecidn de insulina estimulada por glucosa. La via
intracelular de aumento de la secrecion de insulina se inicia con el aumento de AMPc debido a la
union del GLP-1 con su receptor. A partir de ahi se activa la proteina quinasa A y se desencadena un
abanico de eventos intracelulares entre los que encontraremos principalmente el cierre de los
canales de potasio y el aumento del calcio intracelular que llevaran a potenciar la secrecién de

insulina.

a) Canales de potasio

El GLP-1 es capaz de modular la actividad de dos de los canales de potasio criticos para la
secrecidn de insulina, Katp ¥ K,. El cierre de los canales Karp s esencial para la despolarizacidn de la
célula beta y responsable de la primera fase de la secrecidén de insulina. El GLP-1 facilita el cierre de
los canales en un mecanismo dependiente de PKA. En situacidn basal, la membrana de las células
beta tiene un potencial de membrana de entre -65 y -53mV. La actividad eléctrica se inicia a
concentraciones de glucosa de 7-9mM aproximadamente y el potencial de membrana aumenta a -50
-40mV. La aplicacidon de GLP-1 en presencia de glucosa facilita un aumento del potencial de 5-10mV
(Holz, Kuhtreiber et al. 1993). Como consecuencia se aumenta la exocitosis de los granulos de

insulina (Doyle and Egan 2007).
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Los canales de potasio dependientes de voltaje K, son los responsables de la repolarizacidon
de las células beta después de la secrecidn. Se abren en respuesta a la despolarizacién para permitir
restablecer el potencial de membrana de la célula beta al estado de equilibrio después de la
secrecidon. Experimentos de patch-clamp en islotes de rata demostraron que tanto GLP-1 como
exendina-4 (un agonista del receptor del GLP-1) pueden antagonizar las corrientes K,. La sensibilidad
a voltaje de los canales K, se modifica de forma que mas canales permanecen cerrados después de la
despolarizacion, permitiendo un potencial de accidn mas largo y por lo tanto una mayor respuesta de
secrecion de insulina. Este efecto es AMPc/PKA dependiente aunque se cree que sinergiza con la via

PI3K para obtener un efecto integro (MacDonald, Wang et al. 2003).

b) Calcio intracelular

Los niveles de calcio intracelular oscilan en respuesta al tratamiento con GLP-1 en células
INS-1 en una frecuencia que coincide con las oscilaciones de AMPc intracelular (Dyachok, Isakov et al.
2006). Tanto la activacién de la via de la adenilato ciclasa como la del GLP-1 aumentan el Ca®*
intracelular a través de dos mecanismos; en primer lugar por activacion parcial del canal de Ca** de la
membrana plasmatica VDCC y a continuacién aumentando la liberacion de calcio de los almacenes
intracelulares inducida por Ca®*(CICR, del inglés calcium induced calcium release). La exocitosis de los

granulos de insulina esta acoplada al calcio intracelular.

El tratamiento con GLP-1 estimula la liberacidon de calcio del reticulo por un mecanismo
dependiente de PKA o bien dependiente de Epac. Ambos mecanismos estan aguas abajo de AMPc y
se ha demostrado que si no hay aumento de AMPc no hay CICR aun en presencia de concentraciones

altas de Ca’*(Kang, Chepurny et al. 2005).

Los canales intracelulares de calcio son del tipo inositol 1,4,5 trifosfato (IPsR) o bien del tipo
ryanodina (RyR). La activacién de IPsR en respuesta a GLP-1 es PKA dependiente mientras que la
activacion de RyR se da a través de Epac. Ademas, el GLP-1 también activa los canales de calcio de

tipo L de la membrana plasmdtica (Doyle and Egan 2007).

c) Metabolismo celular

La oxidacién del piruvato por la mitocondria de la célula beta es un paso critico para la
activacion de la secrecién de insulina. El aumento en la concentracién mitocondrial de Ca** aumenta
la respuesta metabdlica y secretora de las células beta frente a la glucosa (Wiederkehr and Wollheim

2006). El calcio activa diferentes deshidrogenasas del ciclo del acido tricarboxilico TCA. El GLP-1 causa
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aumentos del Ca®* mitocondrial y de ATP mayores de los que podemos observar con glucosa

solamente (Tsuboi, da Silva Xavier et al. 2003).

d) Exocitosis de los granulos de insulina

El GLP-1 aumenta el nimero de granulos de insulina listos para ser liberados (RRP del inglés
readly releasable pool) gracias a que prolonga la activacion de los canales de calcio. También facilita
la movilizacidn de los granulos del pool de reserva en un mecanismo dependiente de AMPc (Doyle

and Egan 2007).

4.2.2.2 Efectos crénicos del GLP-1 sobre la sintesis y secrecién de insulina

Drucker y colaboradores fueron los primeros en demostrar que el GLP-1 era capaz de
aumentar los niveles de ARNm de insulina en un cultivo de células de insulinoma de rata (Drucker,
Philippe et al. 1987). En 1992 se demostré que el tratamiento con GLP-1 de células BTC-1 aumentaba
el ARNm de la insulina, asi como el contenido de insulina (Fehmann and Habener 1992). El
tratamiento prolongado de células de insulinoma de rata con GLP-1 resulté en un aumento de una

vez y media del contenido intracelular de insulina (Wang, Egan et al. 1995).

El aumento de la expresidon de insulina estda causada en parte por la estabilizacion del
transcrito de la insulina. Se ha demostrado que el GLP-1 estimula la localizacién nuclear de PTB1 que

se une al mRNA de la proinsulina para estabilizarlo (Knoch, Meisterfeld et al. 2006).

El elemento regulador CRE permite la activacidén de la transcripcion de genes en respuesta a
niveles elevados de AMP ciclico. La proteina CREB (del inglés CRE binding) necesita ser fosforilada
para formar un complejo con CBP (del inglés CREB binding protein) y entonces unirse a la secuencia
CRE del promotor de un gen para regular su expresién. El gen de la insulina humana contiene cuatro
sitios CRE, de los que por lo menos tres son esenciales para la induccién de la transcripcién del gen
de la insulina por GLP-1 (Hay, Sinclair et al. 2005). Como ya detallamos en la seccién 4.3.4.1 d) el
calcio intracelular también promueve la transcripcidn del gen de la insulina permitiendo la unién al

promotor de NFAT.

El factor de transcripcidn PDX-1 es esencial durante el desarrollo embrionario y para la
regulacién de la transcripcion del gen de la insulina. Ademas la expresiéon de PDX-1, su localizacidon
intracelular y su unién al DNA son determinantes para el metabolismo de la glucosa en la célula beta.

Finalmente, PDX-1 regula la induccion del gen de la insulina estimulada por glucosa (Rafig, Kennedy
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et al. 1998) ya que se ha demostrado que tiene varios sitios de unién en el promotor del gen de la
insulina (Doyle and Egan 2007). PDX-1 es ademas un efector clave de la via de GLP-1R y es critico
para los efectos positivos de los agonista del GLP-1R sobre diferenciacidén, proliferacion,
supervivencia y funcién de la célula beta (Li, Cao et al. 2005). En respuesta al tratamiento con GLP-1
en células de insulinoma de rata tanto los niveles de mRNA como de la proteina PDX-1 se
incrementan (Buteau, Roduit et al. 1999; Wang, Cahill et al. 1999). El tratamiento crénico con
agonistas del GLP-1 provoca el aumento de expresidon de PDX-1 en el pancreas tanto endocrino como
exocrino y también aumenta la translocacién nuclear del PDX-1 en las células beta (Stoffers, Kieffer
et al. 2000). El efecto del GLP-1 sobre PDX-1 se inhibe parcialmente con un inhibidor de la PKA
(Wang, Zhou et al. 2001) y también con un inhibidor de la PI3K (Buteau, Roduit et al. 1999) indicando
que probamente las dos vias de sefializacidn estan implicadas en promover la sintesis de PDX-1. El
mecanismo por el cual el GLP-1 induce la localizacién nuclear del PDX-1 implica la fosforilacién de un
miembro de la familia de factores de transcripcién forkhead (Fox) de la subclase O, en concreto
FoxO1. En el estado fosforilado FoxO1 es citoplasmatico y PDX1 y FoxO1 se excluyen mutuamente del

nucleo de la célula (Buteau, Spatz et al. 2006).

4.2.2.3 Inhibicidn de la secrecién de glucagdn

El GLP-1 induce una fuerte inhibicidén de la secrecidn de glucagdn (Orskov, Holst et al. 1988)
aunque el mecanismo no estd totalmente dilucidado. La insulina es un factor clave que inhibe la
secrecidon de glucagdn y aumentos locales de insulina en la proximidad de las células alfa podrian
inhibir la secrecién de forma paracrina. Sin embargo, en pacientes con diabetes tipo 1, sin masa beta
residual (ausencia de péptido C) el GLP-1 sigue siendo capaz de inhibir la secreciéon de glucagon,

sugiriendo que otros mecanismos deben estar implicados (Creutzfeldt, Kleine et al. 1996).

El GLP-1 es capaz de estimular la liberacién de somatostatina que a su vez podria estar
inhibiendo la de glucagdn de forma paracrina, como lo demuestra la capacidad inhibidora del efecto
del GLP-1 de anticuerpos anti-somatostina y de un antagonista del receptor de somatostatina (de

Heer, Rasmussen et al. 2008).

Cabe remarcar que la presencia de receptores de GLP-1 en las células alfa es un tema
controvertido pero ciertos autores defienden su existencia y han publicado que la estimulacién con

GLP-1 de células alfa aisladas resulta en la secrecion de GLP-1 (Ding, Renstrom et al. 1997).
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4.2.2.4 Inhibicidn de la secrecion y motilidad gastrointestinal

En un principio se describié que el GLP-1 inhibia la secrecién de acido gdastrico inducida por
gastrina y mds adelante se demostré que el GLP-1 también inhibia la secrecién acida inducida por la

ingesta, asi como el vaciado gdstrico y las secreciones exocrinas del pancreas.

La inhibicidén de la secrecion de acido por GLP-1 se suma al efecto inhibitorio de PYY, que es
secretado por las células L en paralelo al GLP-1. GLP-1 y PYY serian por tanto las hormonas
mediadoras del “freno ileal”, que consiste en la inhibicidn endocrina de la parte superior del sistema
gastrointestinal por la presencia de nutrientes no absorbidos en el ileo. Las acciones del GLP-1 sobre

el tracto digestivo estan mediadas via vagal (Holst 2007).

4.2.2.5 Induccion de saciedad

La administracién de GLP-1 como de liraglutida reducia la ingesta de alimentos en ratas
normales y diabéticas (Larsen, Fledelius et al. 2001). Varios estudios han demostrado que la infusion
de GLP-1 induce saciedad y reduce la cantidad de comida ingerida de forma dosis dependiente en
sujetos sanos (Flint, Raben et al. 1998; Verdich, Flint et al. 2001). Este efecto estd preservado en
personas obesas asi como en pacientes con diabetes tipo 2 obesos. Los ensayos clinicos a medio
plazo indican que la inyeccion subcutdnea de los andlogos del GLP-1, exenatida y liraglutida da lugar
una pérdida de peso gradual y linear y el mantenimiento de la eficacia (Blonde, Klein et al. 2006;
Astrup, Réssner et al. 2009). El mecanismo por el cual la administracién de GLP-1 induce saciedad no
estd claro. La interaccién con neuronas sensoriales del tracto digestivo podria estar involucrada. Otra
posibilidad seria que el GLP-1 administrado exdégenamente actie sobre los nucleos hipotalamicos

que regulan la ingesta a nivel cerebral (Holst 2007).

4.2.2.6 Otros efectos

Se han descrito receptores de GLP-1 en el corazon (Campos, Lee et al. 1994; Bullock, Heller et
al. 1996). En situacion de dafio por isquemia-reperfusion el GLP-1 reduce el tamafio del infarto y
tiene un efecto protector (Holst 2007). Ademds también tiene efectos antihipertensivos y
vasodilatadores (Yu, Moreno et al. 2003). El GLP-1 aumenta el consumo de glucosa por los
cardiomiocitos e inhibe la contractibilidad del corazén, modula la frecuencia cardiaca y el tono

vascular (Grieve, Cassidy et al. 2009). En el endotelio de la arteria pulmonar y coronaria se ha
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detectado la expresién del receptor (Richter, Feddersen et al. 1993; Ban, Noyan-Ashraf et al. 2008;
Erdogdu, Nathanson et al. 2010).

En los pulmones también se encuentran receptores del GLP-1. La funcidon de GLP-1 a nivel
pulmonar es desconocida aunque se describié que inducia la secrecidon de macromoléculas por parte

de las células neuroendocrinas (Holst 2007).

GLP-1 tiene acciones neurotrdpicas. La administracion intracerebroventricular de GLP-1 se ha
asociado con mejoria en el aprendizaje (en ratas) y con efectos neuroprotectores, por lo que se
propuso como agente terapéutico para enfermedades neurodegenerativas, como el Alzheimer (Holst

2007).
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Figura 14: Acciones fisioldgicas del GLP-1 sobre los diferentes 6rganos.

Adaptada de (Drucker 2006)
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4.3 Senalizacion y receptor

4.3.1 El receptor de GLP-1

El receptor de GLP-1 es un receptor especifico de 7 dominios transmembrana asociado a
proteina de unidn a nucledtidos de guanina (proteina G), con las siglas GPCR del inglés G-protein
coupled receptor. Fue clonado por primera vez a partir de islotes pancreaticos de rata (Thorens
1992). Forma parte de la clase B de receptores asociados a proteinas G, la misma a la que pertenecen
varios receptores de hormonas cldsicos. Dentro de la clase B, los receptores de hormonas peptidicas
forman la subclase de la familia del receptor del glucagdén que incluye los receptores de glucagon,
GLP-2, GIP, hormona liberadora de la hormona del crecimiento y secretina (Doyle and Egan 2007).
Aunque el GLP-1, GLP-2 y glucagdn estan codificados por el mismo gen y proceden de modificaciones
postraduccionales del proglucagdn (ver apartado 4.1), la unién del péptido del GLP-1 con su receptor
es muy especifica con ninguna reactividad cruzada relevante con receptores para otros péptidos. La
Unica excepcidn es el glucagdn que es capaz de unirse al GLP-1R con una afinidad entre 100 y 1000
veces menor que el GLP-1 (Thorens 1992; Fehmann, Jiang et al. 1994). De todas formas, tanto en
roedores como en humanos los niveles plasmaticos de glucagdén nunca alcanzan niveles necesarios
para que su accion sobre el receptor de GLP-1 pueda tener importancia. Todos los miembros de
GPRC de la familia del glucagdn estan asociados a la subunidad Ga,s que subsecuentemente activa la
adenilato ciclasa (AC) y la produccidon de AMP ciclico (cAMP) aunque algunos de ellos, entre los que
se encuentra el GLP-1R son capaces de seializar a través de otros tipos de subunidades de proteinas

G.

4.3.2 Desensibilizacion del GLP-1R

La fosforilacién de tres parejas de serinas se ha asociado con la internalizaciéon del receptor del
GLP-1 y con la desensibilizacidn de este. Con el objetivo de estudiar la desensibilizacién del GLP-1R
Baggio y colaboradores utilizaron la linea INS-1 pretratada durante diferentes intervalos con
exendina-4 (Ex-4). Luego dejaban 1h de descanso a las células y volvian a estimular con exendina-4.
Demostraron una regulacién a la baja de la respuesta medida como produccién de cAMP. Por otra
parte trabajaron con unos ratones transgénicos que expresaban la exendina-4 en muchos de sus
tejidos (MT-Ex-4) y que por lo tanto presentaban niveles elevados de Ex-4 en sangre y en los que
potencialmente los receptores de GLP-1 estarian desensibilizados. Sometieron a estos ratones a un
test intraperitoneal de glucosa y a un test oral inmediatamente después de haberles inyectado

intraperitonealmente exendina-4. En el test oral la exendina-4 mejoraba la tolerancia a la glucosa
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tanto en animales salvajes como en los transgénicos, sugiriendo que los receptores de GLP-1 no
estaban desensibilizados. Sin embargo, en el test intraperitoneal, la exendina-4 perdia la capacidad
de reducir el area bajo la curva de la glucosa (AUC) en los transgénicos MT-Ex-4. Los autores sugerian
que este efecto podria ser consecuencia de una desensibilizacién a nivel del vaciado gastrico pero no
a nivel de la secrecidn de insulina (Baggio, Kim et al. 2004). Sin embargo, en los ensayos clinicos en
los que se provoca un aumento crénico de la cantidad de GLP-1 en plasma éste ha resultado en una
reduccién efectiva de los niveles de glucosa sin que se observe ningun sintoma de pérdida de
efectividad por parte del GLP-1 administrado. Lo que indicaria entonces que la desensibilizacidn
homaloga o heterdloga in vivo del receptor del GLP-1 no tiene relevancia fisiolégica (Doyle and Egan

2007) .

4.3.3 Expresion del GLP-1R

El receptor de GLP-1 se expresa en islotes pancredticos, cerebro, pulmén, corazén, riiidn y
tracto gastrointestinal (Campos, Lee et al. 1994; Bullock, Heller et al. 1996). En cuanto a la
distribucidn del GLP-1R en el pancreas existe gran cantidad de estudios que intentan clarificarlo y que
en mds de una ocasion se contradicen.

Los primeros experimentos de hibridacion in situ describian una expresién muy marcada en
el centro de los islotes (Bullock, Heller et al. 1996). Sin embargo, estudios por autorradiografia de
GLP-1 marcado describieron sitios de unién en las células a, § y 0 de los islotes (Orskov and Poulsen
1991; Heller and Aponte 1995)

Mas adelante, Moens et al por Western Blot solamente detectaban GLP-1R en las células
beta (Moens, Heimberg et al. 1996) mientras que en 1997 Heller et al afirmaban (estudios de
inmunohistoquimica) que el 76% de la células somatostatina positivas también se tefilan por GLP-1R
asi como el 20% de las positivas para glucagén (Heller, Kieffer et al. 1997).

Mas recientemente, una combinacidon de hibridacidon in situ e inmunocitoquimica fue
utilizada para determinar cuales son las células que expresan el receptor del GLP-1 en el pancreas de
rata, ratén y humanos. El receptor de GLP-1 fue localizado en las células ductales y beta pancreaticas

con muy poca expresion en los demas tipos celulares del islote (Tornehave, Kristensen et al. 2008).

En cuanto al patrén de expresidon temporal del receptor del GLP-1 se ha demostrado que las
células beta de rata alcanzan los niveles adultos de mRNA del glp1r hacia el dia postnatal 28 (Aguayo-
Mazzucato, Koh et al. 2010). En el momento de nacer, los islotes de las ratas expresan niveles de

GLP1R muy bajos, que irdn aumentando de forma significativa entre los dias 7y 9.
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El factor de transcripcién MAFA, clave en la maduracidén de la célula beta controla la expresidn génica
del GLP1R. Por una parte se ha comprobado que su sobreexpresién induce una aumento de la
transcripcion del gen glplr en una linea celular (Wang, Brun et al. 2007) y en islotes neonatales
(Aguayo-Mazzucato, Koh et al. 2010)

La expresidon del receptor del GLP-1 puede ser regulada por diferentes factores. En islotes
pancreaticos sometidos a alta glucosa (20mM) o a dexametasona el mRNA del GLP-1R decae. Sin
embargo, su expresién no se modifica frente a cambios en el cAMP intracelular (Abrahamsen,
Lundgren et al. 1995).

El impacto de la hiperglucemia in vivo sobre la expresion del GLP-1R fue estudiada en ratas
pancreatectomizadas y en ratones db/db. Tanto el mRNA del receptor como la proteina
inmunoreactiva se reducian en las ratas hiperglucémicas parcialmente pancreatectomizadas, y los
niveles de mRNA y proteina se restablecian al normalizar los niveles de glucosa sanguinea con
phlorizina. En ratones db/db de larga evolucién también se confirmé la regulacion a la baja del
receptor de GLP-1. PKCa estaria implicada en la reduccién de la expresion de GLP-1R por alta glucosa

(Xu, Kaneto et al. 2007)

4.3.4 Senalizacion

La unién del receptor de GLP-1 con su ligando en las células beta desencadena la activacidn
de segundos mensajeros que a través de diferentes vias de sefializacién permiten, por una parte,
aumentar la secrecién de insulina y por la otra, promover el crecimiento y supervivencia de las

células beta.

4.3.4.1 Estimulacién de la produccién de AMPc

La accidn insulinotrépica del GLP-1 es consecuencia de la interaccién del GLP-1 con las células
beta a través del receptor del GLP-1 (Scrocchi, Brown et al. 1996). La unidn del GLP-1 con su receptor
causa la activacién, a través de una proteina G estimuladora Gs, de la adenilato ciclasa (AC) que
induce la produccién de Adenosin monofosfato ciclico (AMPc) (Drucker, Philippe et al. 1987). El
tratamiento de células beta aisladas de rata con GLP-1 (10mM) en presencia de baja (1,4mM) o alta
(20mM) glucosa aumenta la acumulacién de AMPc durante una incubacién estdtica de 15 minutos
(Delmeire, Flamez et al. 2003). EIl AMPc es el principal mediador de la accién del GLP-1 en los eventos
moleculares que promueven la secrecidén de insulina. Se ha demostrado que la sobreexpresién del
GLP-1R en una linea celular de células beta aumenta los niveles basales de cAMP (Montrose-

Rafizadeh, Wang et al. 1997).
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El AMPc activa vias de sefializacién que regulan la funcidén beta y entre ellas las de PKA y

Epac, que detallaremos mas adelante.

4.3.4.2 Activacion de la proteina quinasa A (PKA)

El aumento de AMPc resultante de la activacidn del receptor de GLP-1 acoplado a proteina G
activa la proteina quinasa A (PKA), una enzima ubicua fosforiladora de serina/treonina (Taylor,
Buechler et al. 1990). En el estado inactivo, el holoenzima PKA estd formado por una subunidad
reguladora unida no covalentemente con 2 subunidades cataliticas. Existen al menos cuatro unidades
reguladoras diferentes (Rla, RIB, Rlla, RIIB) con diferentes afinidades para el AMPc. Existen 3
unidades cataliticas Ca, CB y Cy. Cuando cuatro moléculas de AMPc se unen al dimero de la
subunidad reguladora (2 a cada subunidad) hay un cambio conformacional que resulta en Ia
disociacién del complejo. La PKA es un componente clave en la regulacidén de la secreciéon de insulina
por AMPc. Es la responsable de muchas de las fosforilaciones que se requieren para llevar a cabo la
secrecidn en las células beta. La inhibicién de la PKA en islotes aislados y en lineas de insulinoma
disminuye la secrecion de insulina mediada por glucosa y por GLP-1 (Wang, Zhou et al. 2001). El
tratamiento de células BTC6 con GLP-1 estimula la translocacion de PKA al ndcleo determinado por

microscopia confocal (Gao, Young et al. 2002).

Muchos sustratos de la PKA participan en la secrecidn de insulina. Entre ellos se incluyen, el
receptor de IP; del reticulo endoplasmatico, el transportador de glucosa GLUT-2 y los canales de

potasio dependientes de ATP (Katp).

4.3.4.3 Factor de intercambio de nucledtidos de guanina dependiente de AMPc

En los islotes entre un 40 y 50% de la secrecién de insulina estimulada por GLP-1 es
resistente al tratamiento con el inhibidor de la PKA H89 implicando que existe otra via mediadora de
sefiales intracelulares dependiente de AMPc (Kashima, Miki et al. 2001). Esta via PKA independiente
es la de proteinas de intercambio directamente asociadas a AMPc, también denominada factor de
intercambio de nucleétidos de guanina dependiente de AMPc o Epac (del inglés Exchange proteins
directly associated with cAMP). Forma parte de una familia de efectores no quinasa inicialmente
descritos como activadores de GEF (factores de intercambio de nucleotidos de guanina, del inglés
guanine nucleotide exchange factors). Existen dos variantes de Epac que muestran alta especificidad
por AMPc. La Epac es sensible a AMPc en un rango en el que la PKA ya esta saturada lo que tiene una
gran importancia en la relevancia fisioldgica de la via. En un estudio sobre los efectos protectores de
los activadores de AMPc frente a la apoptosis inducida por palmitato en células RINm5F se demostré

que la proteccion era conferida por un mecanismo dependiente de Epac (Kwon, Pappan et al. 2004).
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Epac también estd involucrado en la liberacién de calcio por el reticulo endopldsmico y sus

dianas aguas abajo son importantes para la exocitosis de los granulos secretores de insulina.

4.3.4.4 Via calcio/calmodulina

La CaM quinasa Il es un miembro de la familia de quinasas dependientes de calcio. Al
activarse por altas concentraciones de Ca®* (Easom 1999), el enzima se autofosforila y adquiere
afinidad por la calmodulina. Se sabe que el GLP-1 activa la CaM quinasa Il ya que aumenta los niveles
de Ca” intracelular al activar los canales de calcio dependientes de voltaje de tipo Ly la liberacién de

calcio del ER (Doyle and Egan 2007).

La calcineurina o PP2B es una serina/treonina fosfatasa activada por CaM. Es capaz de
desfosforilar el factor de transcripcién nuclear de células T activadas (NFAT) y permitir su
translocacion al nicleo (Rao, Luo et al. 1997). La inhibicidén de calcineurina (por ciclosporina o FK506)
disminuye la transcripcién del gen de la insulina inducido por GLP-1 al eliminar la union de NFAT al

promotor de la insulina (Lawrence, Bhatt et al. 2002).

4.3.4.5 Proteina quinasa activada por mitdogenos (MAPK) y fosfatidilinositol 3 guinasa (P13K)

Estudios de sobreexpresion del receptor de GLP-1 en células CHO demostraron que el GLP-1R
también puede estar asociado a las subunidades de proteina G, G4/11. Y en menor medida G ;. o que
llevaria a la activacidon de la via de MAPK (Montrose-Rafizadeh, Avdonin et al. 1999). Estudios mas
recientes demostraron que la activacion de las vias MAPK por GLP-1 también podian ser mediadas
por AMPc. En concreto, las quinasas reguladas por sefales extracelulares ERK 1 y 2 se activan de
forma dependiente a Ca’* (Gomez, Pritchard et al. 2002; Arnette, Gibson et al. 2003) y cAMP (Park,
Dong et al. 2006). ERK1 y ERK2 son los enzimas terminales de una cascada de 3 enzimas, compuesta
por las Raf quinasas, que activan las quinasas de ERK y MAPK llamadas MEK1 y MEK2 que a su vez
activan ERK1/2. La fosforilacién de ERK1/2 en respuesta al tratamiento con GLP-1 ha sido
demostrado en lineas de insulinoma (Gomez, Pritchard et al. 2002; Arnette, Gibson et al. 2003) y mas
recientemente por GLP-1 (Triimper, Ross et al. 2005) y exendina 4 (Park, Dong et al. 2006) en islotes

humanos.
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Figura 16: Principales vias de sefializacion activadas por GLP-1R. La unién de un agonista del
GLP-1R causa un aumento de AMPc que conlleva la activacidén de la PKA y de Epac. Los niveles
de AMPc también aumentan gracias al aumento de ATP provocado por la metabolizacién de
la glucosa. En nucleo la PKA regula PDX-1 y CREB. La unién del GLP-1 con su receptor produce,
de manera sinérgica con la glucosa, el cierre de los canales de K dependientes de ATP,
facilitando de esta manera la despolarizaciéon de la membrana y la induccion de actividad
eléctrica. El aumento de la concentracion citosdlica de calcio promueve la reaccidén exocitica
que se ve potenciada por las altas concentraciones de cAMP. Las flechas en punteado indican
vias que no han sido del todo demostradas. Adaptada de (Doyle and Egan 2007)

La activacion de PI3K estd implicada en una multitud de eventos en las células beta
incluyendo crecimiento, supervivencia, metabolismo y regulacién de canales. La activaciéon de PI3K
por GLP-1 es compleja y esta regulada por diferentes vias de sefializacién integradas. La PI3 quinasa
es capaz de reclutar las serina/treonina quinasas PDK1 (quinasa 1 dependiente de fosfatidilinositol) y
PKB a la membrana plasmadtica. Una vez alli la formacion de fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3)
activa PDK1 que es capaz de fosforilar para activarla PKB (Lawlor and Alessi 2001). Muchos efectores
aguas abajo de PDK1 se encuentran fosforilados después de la estimulacién de células MIN6 con
GLP-1 (MacDonald, Wang et al. 2003). La fosforilacién de PKB en la serina 473 y treonina 308 se
demostrd en células INS-1 después del tratamiento con GLP-1 (Trimper, Trimper et al. 2000). La PKB
es un elemento clave en la regulacién de la proliferacidn y supervivencia de las células beta (Bernal-

Mizrachi, Wen et al. 2001; Tuttle, Gill et al. 2001).
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La PI3K también se encuentra aguas abajo del sustrato 2 del receptor de insulina (IRS2) (ver
apartado 4.2). Hay evidencias de que el GLP-1 puede activar a IRS2 ya que el aumento de la
fosforilacién de tirosinas de IRS2 se observé después de 10 minutos de tratamiento con GLP-1 en
células INS-1 (Trimper, Trimper et al. 2000). Ademads la activacién del GLP-1R por exendina-4
aumentaba la expresion de IRS2 via la unidn del elemento de respuesta al AMPc (CRE) al promotor
de IRS2 (Jhala, Canettieri et al. 2003). En islotes humanos estimulados con exendina-4 se detecta
aumento de la fosforilacion de IRS2 y PKB (Park, Dong et al. 2006). No estda muy clara cual es la
relacién entre PKB, IRS2 y la via ERK1/2. IRS2 parece estimular la fosforilacion de PKB pero no hay

consenso en que sea capaz de inducir la cascada de ERK (Doyle and Egan 2007).

Otra via de activacion de PI3K mediada por GLP-1 podria ser por activacién de la tirosina
quinasa Scr (Buteau, Foisy et al. 2003), que es un efector de la proteina Gy y que puede ser un

mecanismo importante en la induccién de la proliferaciéon por GLP-1.

Un elemento de la via de seializacidon por PI3K es la diana de la rapamicina en mamiferos
(mTOR). mTOR podria activarse directamente por PKB aunque los mecanismos de regulacion de esta
molécula son complejos (Kwon, Marshall et al. 2004). mTOR se fosforila y se activa en respuesta al
aumento de los niveles de AMPc en respuesta a exendina-4. Esto es consecuencia del aumento de los
niveles de ATP, que desactivan los canales KATP que son los que regulan directamente la activacion
de mTOR. Los efectos de mTOR en las células beta son complejos, sin embargo se sabe que esta

implicado en el aumento de proliferacion mediado por GLP-1R (Kwon, Marshall et al. 2004).

4.4 Formas farmacoldgicas del GLP-1

El mayor inconveniente para el uso clinico de GLP-1 es su corta vida media bioldgica debido a
la rapida inactivacion por la ubicua proteasa dipeptidil peptidasa IV (DPP-4) y el aclaramiento renal,
lo que ha dado lugar por una parte al desarrollo de inhibidores de DPP-4 que prolongan la vida media
del GLP-1 endégeno y por otra al de andlogos de larga duracidn del GLP-1 resistentes a la accion de
DPP-4 (Deacon 2004). Estos agentes GLP-1 miméticos se unen al receptor de GLP-1 (GLP-1R) con
afinidad similar al GLP-1 y dan lugar a acciones bioldgicas idénticas a la del GLP-1 nativo pero dan

lugar a una activacion sostenida del GLP-1R.

La exendina-4 (Ex-4,) es un agonista del GLP-1R sintetizado en las glandulas salivares de
Heloderma suspectum o monstruo de Gila (Eng, Kleinman et al. 1992). Exenatida es la version

sintética de la exendina-4. La exendina-4 es mucho mas potente que el GLP-1 nativo, principalmente
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debido a su resistencia a la inactivacion por la DPP-4. A diferencia del GLP-1, que tiene una alanina en
la posicion 2, exendina-4 presenta una glicina en la posicién 2, que no es sustrato de la DPP-4 y por lo
tanto tiene una vida media in vivo mucho mas larga, de 2,4h frente a los 1,5 minutos del GLP-1
nativo. En abril del 2005 la FDA (US Food and Drug Administration) aprobd la utilizacién de exenatida,
para el tratamiento de pacientes de diabetes tipo 2 y desde su introduccidn ha sido utilizado por mas
de un millédn de pacientes. Exenatida se administra de forma subcutanea entre 30 y 60 minutos antes
de las 2 comidas principales del dia. El uso de exenatida estd aprobado como terapia adjunta para
mejorar el control metabdlico de pacientes de diabetes de tipo 2 que estan tomando metformina o
una combinacion de metformina y sulfonilurea pero que tienen un pobre control glucémico. Desde

octubre de 2009 también ha sido aprobado como monoterapia en los Estados Unidos de America.

Liraglutida (o NN2211) es el segundo agonista del GLP-1R comercializado. Ha sido aprobado
por la FDA y por la agencia europea del medicamento (EMA). El fdrmaco es un analogo humano del
GLP-1 vy su secuencia de aminoacidos presenta un 97% de homologia con la hormona humana. Segun
el fabricante su vida media es de 13-15h y alcanza su concentracién mdaxima a las 8-12h tras su
administracion (Agersg, Jensen et al. 2002; Elbrgnd, Jakobsen et al. 2002). Esta prolongacion de la
vida media se consiguié al anadir una cadena de acidos grasos a la molécula de GLP-1. Esta cadena
permite a la molécula unirse a la albimina circulante o presente en los tejidos subcutaneos. La forma
activa de GLP-1 se va liberando entonces de forma continuada de las moléculas de albumina.
Ademads, la unidén con la albimina también reduce la velocidad de degradacién y de eliminacion

renal.

Liraglutida ha sido testado en varios ensayos clinico que incluyeron a mas de 6500 pacientes.
Se administra una sola vez al dia, lo que le confiere un cierta ventaja frente a exenatida. Liraglutida
estd indicado para el para el tratamiento de adultos con diabetes de tipo 2 para mejorar su control
metabdlico en combinacién con metformina sola o bien con metformina y sulfonilurea o metformina

y thiazolidinediona.

Otros agonistas del receptor de GLP-1 estan en desarrollo como el Albiglutide, Lixisenatide,

Exenetida-LAR (en estudios de fase Ill) y se administrarian una vez a la semana.

Otra estrategia farmacoldgica para el uso terapéutico de GLP-1 estd basada prolongar la vida
media del GLP-1 enddgeno mediante la utilizacion de inhibidores de la DPP-4. Al provocar la

inhibicidn de la proteasa se protege al GLP-1 circulante de la degradacién y su nivel plasmatico no
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decae con tanta rapidez. Diversos farmacos inhibidores de DPP-4 ya estan en el mercado, como la
sitagliptina, la vidagliptina y la saxagliptina, y diversos compuestos mds se encuentran en fase de

desarrollo.

4.5 Regulacién de la masa beta y GLP-1

4.5.1Efectos del GLP-1 in vitro

4.5.1.1 GLP-1y proliferacién de células 8 in Vitro

En 1999, Buteau y colaboradores demostraron que el tratamiento de islotes pancredticos de
rata con GLP-1 durante 24 horas aumentaba la sintesis de DNA, medida por incorporacién de

timidina tritiada (Buteau, Roduit et al. 1999).

Los mecanismos por los que la activacién de GLP-1R aumenta la masa beta son diversos y no
totalmente conocidos. Un elemento comun a las acciones proliferativas, antiapoptéticas y
neogénicas es la activacion del factor de transcripcion PDX-1 (duodenal homeobox factor-1)(Li, Cao

et al. 2005) esencial en el desarrollo pancreatico y para la funcién beta.

Varios estudios propusieron que el mecanismo por el que el GLP-1 induce la proliferacion de
las células beta es a través de la activacion de PI3K (Phosphatidylinositol 3’-kinasa) y de la

translocacién al nutcleo de su efector aguas abajo proteina quinasa-CC (Buteau, Foisy et al. 2001).

En una provocativa publicacién del afio 2003 se demostré que los efectos proliferativos del
GLP-1 eran suprimidos por la adicidn de un inhibidor del receptor de EGF (Epidermal Growth Factor)
y sugerian que el GLP-1 actuaba transactivando el receptor de EGF. Se hipotetizé que c-src promueve
la fosforilacion del EGFR a través de la liberacidn de la betacelulina (ligando del EGFR) asociada a la

membrana plasmatica (Buteau, Foisy et al. 2003).

Los mecanismos aguas abajo de la activacién del receptor de GLP-1 incluirian también la
desactivacién de FoxO1, un efector transcripcional de la sefializacidén por insulina y de los factores de

crecimiento similares a la insulina (IGF) (Buteau, Spatz et al. 2006).

El factor de transcripcion dependiente de cAMP (CREB) también ha sido apuntado como uno
de los efectores de las acciones proliferativas del GLP-1, como queda reflejado en el estudio de Jhala

(Jhala, Canettieri et al. 2003).
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4.5.1.2 GLP-1y neogénesis de células f in vitro

Los estudios in vitro para determinar la capacidad de los agonistas del GLP-1R para inducir
diferenciacidén se han llevado a cabo en lineas celulares ductales o acinares, en las que se ha probado
la capacidad de las células para expresar hormonas. La expresién del factor de transcripcién PDX-1

también es importante en el proceso de diferenciacién de células ductales a células beta.

Cuando la linea de células ductales de rata AR42J era tratada durante 3 dias con GLP-1
aparecian células productoras de insulina y de glucagdn. La diferenciacion se podia inducir
parcialmente con tratamiento con forskolina (mimético de la adenilato ciclasa) y se bloqueaba por
tratamiento con el inhibidor de MEK PD98059. Se determind entonces que el mecanismo de
diferenciacion era codependiente de las vias de PKA y de MEK/ERK. La PKC también parece estar

implicada aunque adn no se ha investigado qué isoforma tendria relevancia (Zhou, Wang et al. 1999).

Un estudio del 2004 también consiguié diferenciar a fenotipo beta células exocrinas AR42)J
con un tratamiento de 3 dias con exendina-4 (Yew, Prasadan et al. 2004). Se demostré que la via del
TGF, y las proteinas asociadas a ésta Smad 2 y Smad 3 también estaban implicadas en la induccién
de diferenciacién con exendina-4. Mas adelante demostraron la implicacion de la proteina
morfogenética del hueso (BMP del inglés Bone Morphogenetic Protein), que también forma parte de

la familia de TGFf (Yew, Hembree et al. 2005).

En un estudio en el se trataban con exendina-4 células ductales humanas Capan-1 se
demostré que por una parte aumentaba el nimero de células insulina-positivas en el cultivo y por
otra aumentaba la expresion de PDX-1 asi como la translocacién nuclear del mismo (Zhou, Pineyro et

al. 2002).

Rabinovitch y colaboradores transplantaron islotes humanos con baja proporcién de células
endocrinas a ratones NOD inyectados con STZ. Trataron a los animales con una combinacién de GLP-
1 y gastrina y observaron una mejora en la hiperglucemia de los animales acompafiada de un
aumento de los niveles de C-péptido humano. A nivel histolédgico reportaron un aumento de cuatro
veces de la cantidad de insulina y la aparicidn de gran cantidad de células citoqueratina positivas que

también expresaban insulina (Suarez-Pinzon, Lakey et al. 2008).

4.5.1.3. GLP-1y apoptosis de células f in vitro

Ha sido demostrado que el GLP-1 es capaz de proteger a las células beta de la apoptosis
inducida por un gran variedad de estimulos. El tratamiento con GLP-1 de diferentes lineas celulares
de células beta protegia de la apoptosis inducida por perdxido de hidrégeno (Hui, Wright et al. 2001;

Kwon, Pappan et al. 2004), por acidos grasos como el palmitato (Kwon, Pappan et al. 2004), por
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agentes inmunosupresores como la dexametasona (Ranta, Avram et al. 2006) o por citoquinas pro-
inflamatorias (Li, EI Kholy et al. 2005). Las acciones antiapoptéticas del GLP-1 son mediadas por la
activacion de la proteina quinasa B (PKB o AKT) (Wang, Li et al. 2004) y ha sido hipotetizado que por
union del NF-xB al DNA (Buteau, El Assaad et al. 2004).

4.5.2 Efectos del GLP-1 o sus andlogos sobre la masa beta de modelos

murinos de diabetes

La primera evidencia de que los agonistas del GLP-1R presentan acciones mitogénicas sobre
las células beta in vivo se dio en un estudio en el que se administré exendina-4 a ratas a las que se les
habia practicado una pancreatectomia subtotal. Los animales pancreatectomizados que recibieron el
tratamiento con GLP-1 mostraron una mejor tolerancia a la glucosa y una masa beta superior. Se
describié un aumento de la proliferacién de las células beta en los animales sham tratados con GLP-1
respecto a los sham no tratados, aunque no se observd un aumento de la proliferacién en los
animales pancreatectomizados tratados respecto a los no tratados (Xu, Stoffers et al. 1999). La

hipdtesis de los autores fue que el aumento de masa beta era debido a un aumento de la neogénesis.

Las ratas Wistar presentan una pérdida gradual de la funcion beta con la edad y una
progresiva intolerancia a la glucosa. El tratamiento contindo con GLP-1 a ratas Wistar de 22 meses de
edad restaurd la tolerancia a la glucosa e incrementd la expresién de PDX-1 en los islotes y en el
pancreas entero. Se observé un aumento en el nimero de células insulina positivas en los ductos asi
como un aumento de la replicacién acinar y ductal. El estudio sugeria que el GLP-1 promovia la
proliferacién de células acinares y ductales, donde posteriormente se expresaba el PDX-1 y en

consecuencia se inducia su diferenciacidn a células beta (Perfetti, Zhou et al. 2000).

En un estudio del afio 2001 se describieron los efectos de la administracién de GLP-1 o
exendina-4 a ratas Wistar inyectadas con STZ el dia de su nacimiento (modelo n0-STZ). Este modelo
animal se caracteriza por una regeneracién espontanea, pero incompleta, de la masa beta que
empieza a los tres-cinco dias después del nacimiento. Se ha hipotetizado que esta regeneracion es
debida a la diferenciacién de células progenitoras. Los animales fueron tratados con el GLP-1 o con
exendina-4 durante 5 dias a partir del nacimiento. A los 7 dias de vida, los animales n0-STZ tratados
con GLP-1 o con exendina-4 presentaban una masa beta significativamente mayor que la de las ratas
control n0-STZ no tratadas. Este aumento en la masa beta se correspondia con un aumento de la

neogénesis de células 3 —cuantificado como el nimero de células beta aisladas o nimero de células
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beta muy cercanas a los ductos—, ya que no se detecté un aumento de proliferacién o disminucién de

la apoptosis de las células beta (Tourrel, Bailbe et al. 2001).

La rata Zucker (Zucker diabetic fatty; ZDF) es un modelo espontdneo de diabetes tipo 2 que
presenta un defecto en su receptor de leptina y se caracteriza por una inadecuada masa beta debido
a una apoptosis incrementada y una menor tasa de proliferacion de las células beta. El tratamiento
de estas ratas con GLP-1 mejoré la tolerancia a la glucosa de los animales, aumenté la proporcién de
células beta marcadas con Ki67, un antigeno expresado en las células en division y también

disminuyd el nimero de células beta apoptadticas (Farilla, Hui et al. 2002).

En el 2002 Wang y Brubaker estudiaron los efectos de exendina-4 en ratones prediabéticos
db/db. Demostraron que el tratamiento prevenia la aparicién de la hiperglucemia y promovia la
expansion de la masa beta con un aumento en la proliferacién y una disminucidn de la apoptosis de
las células beta (Wang and Brubaker 2002). Otro estudio de ese mismo afio confirmé el aumento de
masa beta y replicacion en ratones db/db diabéticos tratados con liraglutida (Rolin, Larsen et al.

2002).

Dos estudios del aio 2003 con el analogo del GLP-1 liraglutida sugirieron que los efectos de
este sobre la expansion de la masa beta son dependientes del estado metabdlico del animal (Bock,
Pakkenberg et al. 2003; Sturis, Gotfredsen et al. 2003) ya que que el tratamiento con GLP-1 no
resulté en un aumento de proliferacién ni de masa celular beta cuando se administré a animales en

situacion de normoglucemia.

El tratamiento con GLP-1 de ratones inyectados con varias dosis bajas de estreptozotocina
(low-doses STZ) -un conocido inductor de apoptosis de las células beta- reducia significativamente la
apoptosis de las células beta pancredticas, mientras que los ratones transgénicos GLP-1R -/-
mostraban una susceptibilidad incrementada a la apoptosis inducida por STZ (Li, Hansotia et al.

2003).

Un estudio del afio 2006 por el laboratorio de Bonner-Weir volvié a remarcar el hecho de que
la regeneracidn pancreatica estimulada por exendina-4 era debida a un aumento de neogénesis de
las células beta. Utilizaron ratas SD diabéticas tras una Unica inyeccién de STZ y trataron a las ratas
con una dosis diaria de exendina-4 durante 10 dias. Los analisis histolégicos de los pancreas
mostraron que no habia cambios en la apoptosis de las células B, pero si un aumento de células
insulina positivas en los ductos pancreaticos, resultante en un aumento de la masa beta (Xu, Kaneto

et al. 2006).

Ratones NOD diabéticos fueron tratados con GLP-1 o con una combinacion de GLP-1 vy

gastrina durante 3 semanas. Mientras que la monoterapia con GLP-1 no fue capaz de aumentar ni la
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masa beta ni el contenido de insulina de los animales diabéticos la combinacién de ambos
tratamientos resultd ser mas eficaz. El tratamiento con gastrina y GLP-1 combinados aumentoé el
contenido de insulina y la masa beta, protegid a las células beta de la apoptosis y también permitié
aumentar al nimero de células ductales que expresaban la insulina (Suarez-Pinzon, Power et al.

2008).

En el campo del transplante de islotes, los trabajos con analogos del GLP-1 son un poco mds
tardios y existe una gran variacién en los resultados obtenidos. En el 2005 se publicé el primer
estudio de transplante de islotes y GLP-1. Se transplantaron ratones diabéticos por STZ con islotes
frescos o cultivados en presencia o ausencia de exendina-4 y se les administré vehiculo o exendina-4.
El tratamiento de los animales receptores con exendina-4 no tenia efectos en la homeostasis de la
glucosa, pero si el cultivo, que en presencia de exendina-4 acortaba el tiempo para obtener la
curacién, aunque no conseguia igualar los mejores resultados obtenidos con el transplante de islotes
frescos (King, Lock et al. 2005). En el 2006, Sharma y colaboradores demostraron que el tratamiento
con exendina-4 mejoraba el prondstico a corto plazo del transplante de islotes de rata a ratones
atimicos diabéticos por STZ. Si ademas, los islotes se precultivaban con exendina-4, el nimero de

animales con injerto funcional aumentaba aliin mas (Sharma, Sérenby et al. 2006).

Un estudio del grupo de Shapiro fue el primero en determinar pardmetros de supervivencia y
crecimiento de las células beta de islotes transplantados a animales diabéticos tratados con un
andlogo del GLP-1 (liraglutida). Siguieron a los ratones a muy largo plazo y observaron que los
tratados con liraglutida revertian antes a normoglucemia y presentaban una mejor tolerancia a la
glucosa. La replicacion de las células beta no estaba aumentada dos semanas después del
transplante, pero la apoptosis se encontré disminuida en los injertos de los animales inyectados con
liraglutida dos dias después del transplante (Merani, Truong et al. 2008). Ese mismo afio otro estudio
con exendina-4 coincidia en describir efectos beneficiosos del tratamiento sobre los injertos en
cuanto a menor tiempo de curacion y mayor masa beta del injerto (Toyoda, Okitsu et al. 2008). Sin
embargo otro estudio de ese mismo afio del grupo de Stoffers, con dilatada experiencia en el campo
de los analogos del GLP-1 y las células beta, afirmaba que el tratamiento con exendina-4 no tiene
efectos beneficiosos sobre la masa beta transplantada ya que en su estudio no detectaron ningin
aumento de la replicacidn ni inhibicion de la apoptosis, si bien los animales (ratas) tratados tenian
tendencia a presentar niveles de glucemia mds bajos sin ser estadisticamente significativos

(Crutchlow, Yu et al. 2008).

En definitiva, en los ultimos afios se han hecho numerosos estudios sobre los efectos de la

administracién de GLP-1 o analogos sobre las células beta en diferentes modelos animales en los que
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se advierte una gran diversidad de resultados probablemente debido a la variabilidad de modelos

animales utilizados y de los estados metabdlicos considerados.

En cuanto a la proliferacién de las células beta los andlogos del GLP-1 han mostrado su
efectividad en ratones db/db prediabéticos (Wang and Brubaker 2002) y diabéticos (Rolin, Larsen et
al. 2002), ratas Zucker diabéticas (Farilla, Hui et al. 2002) pero sin embargo no fueron capaces de
aumentar la proliferacion de las células beta en ratas SD pancreatectomizadas al 90% (Xu, Stoffers et
al. 1999) ni en ratas Wistar n0-STZ (Tourrel, Bailbe et al. 2001) ni en ratas ZDF diabéticas (Sturis,
Gotfredsen et al. 2003). En el caso del transplante de islotes ninguno de los dos estudios que median
la replicacion de las células beta encontraron diferencias en la proliferacion entre los animales

tratados con el andlogo y los controles (Crutchlow, Yu et al. 2008; Merani, Truong et al. 2008).

Los efectos de los andlogos de GLP-1 sobre neogénesis de células beta fueron evaluados en
algunos de los modelos que hemos descrito; en ratas pancreatectomizadas al 95% se sugirié
neogenesis debido a un aumento de masa beta no correlacionado con un aumento de proliferacion
(Xu, Stoffers et al. 1999), en ratas Wistar se sugirié aumento de neogenesis por aumento del numero
de células insulina positivas en los ductos (Perfetti, Zhou et al. 2000) en ratas Wistar n0-STZ se
detectd un aumento del numero de agrupaciones aisladas de células positivas para insulina asi como
de células insulina positivas en los ductos (Tourrel, Bailbe et al. 2001) y en ratas SD diabéticas por STZ
también se sugirié la neogénesis por aumento del numero de células insulina positivas en los ductos

(Xu, Kaneto et al. 2006).

En cuanto a la apoptosis los andlogos del GLP-1 han sido capaces de prevenir la apoptosis de
células beta en ratones db/db prediabéticos (Wang and Brubaker 2002), ratones C57BL6 inyectados
con multiples dosis de STZ (Li, Hansotia et al. 2003), ratas Zucker diabéticas (Farilla, Hui et al. 2002),
islotes transplantados a ratones diabéticos (Merani, Truong et al. 2008). mientras que no se
consiguid prevenir la apoptosis en ratas diabéticas por STZ (Xu, Kaneto et al. 2006) ni en ratas Wistar
n0-STZ (Tourrel, Bailbe et al. 2001) ni en los islotes transplantados a ratas diabéticas (Crutchlow, Yu

et al. 2008).

Dada la diversidad de resultados y modelos utilizados es dificil sacar conclusiones firmes
sobre los efectos de los anadlogos del GLP-1 sobre la regeneracidn y supervivencia de las células beta
pancreaticas in vivo. Ademas otra de las limitaciones es que pocos de los estudios realizados hasta
ahora contemplan los tres aspectos —proliferacidon, neogénesis y apoptosis- en un mismo modelo

animal.
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