Nous horitzons en la historia
de la diabetis mellitus:

la recuperacio

de la céllula beta

Discurs de presentacié de Ramon Gomis de Barbara
com a membre numerari de la Seccié de Ciencies
Biologiques, llegit el dia 20 de mar¢ de 2017

ePEEEAl [nstitut | SECCIO
d’'Estudis | DE CIENCIES
“mowvi  Gatalans BIOLOGIQUES

NSTITV




Nous horitzons en la historia
de la diabetis mellitus:

la recuperacio

de la céllula beta






Nous horitzons en la historia
de la diabetis mellitus:

la recuperacio

de la céllula beta

Discurs de presentacié de Ramon Gomis de Barbara
com a membre numerari de la Secci6 de Ciéncies
Biologiques, llegit el dia 20 de marg de 2017

Barcelona, 2017

e Institut | seccio
E g 10 . N
;ﬂ]]lg d'Estudis | pE clENCIES

(2 NS

Catalans | BIOLOGIQUES



Biblioteca de Catalunya. Dades CIP

Nous horitzons en la historia de la diabetis mellitus : la recuperacié de la ceél-lula beta : discurs
de presentacié de Ramon Gomis de Barbara com a membre numerari de la Seccié de Ciéncies
Biologiques, llegit el dia 20 de marg de 2017. — Primera edicié

Referencies bibliografiques

ISBN 9788499653495

L. Institut d’Estudis Catalans. Secci6 de Ciéncies Biologiques II. Titol

1. Diabetis — Investigacié 2. Cellules B — Investigacio

616.379-008.64:001.891

612.112:001.891

© Ramon Gomis de Barbara
© 2017, Institut d’Estudis Catalans, per a aquesta edicié
Carrer del Carme, 47. 08001 Barcelona

Primera edici6: marg del 2017
Text revisat lingiiisticament per la Unitat de Correcci6 del Servei Editorial de 'TEC
Disseny de la coberta: Azcunce | Ventura

Compost per fotocomposicié gama, s. L.
Impres a Service Point FMI, SA

ISBN: 978-84-9965-349-5
Diposit Legal: B 5411-2017

Son rigorosament prohibides, sense I'autoritzacio escrita dels titulars del copyright, la reproduccié total o parcial
d’aquesta obra per qualsevol procediment i suport, incloent-hi la reprografia i el tractament informatic, la distri-
bucié d’exemplars mitjangant lloguer o préstec comercial, la inclusio total o parcial en bases de dades i la consul-
taa través de xarxa telematica o d’Internet. Les infraccions d’aquests drets estan sotmeses a les sancions establer-
tes per les lleis.



La medicina té com a objectiu vetllar per la salut de les persones. Sovint, malgrat
les mesures per prevenir-la, la malaltia apareix. En tals circumstancies, els profes-
sionals de la medicina fem el possible per guarir el malalt. Més sovint del que vol-
driem no ho aconseguim i, en aquest cas, el nostre exercici medic s’orienta a con-
vertir una malaltia aguda en cronica. Es aleshores quan el nostre interés s’orienta
a procurar el maxim benestar al malalt, a millorar-li 'esperanca de vida durant els
anys de cronicitat i a prevenir les complicacions o altres malalties associades.

Durant tot el temps que he exercit de metge clinic he topat amb situacions di-
verses on el meu saber medic ha sigut molt limitat, incapag de fer front a la malaltia.
M’he adonat que els coneixements adquirits eren insuficients, i no només els meus,
sind els de tota la comunitat medica. No podia trobar allo que cercava en els llibres
perque no hi era. Ha estat aleshores quan se m’ha fet més viva la necessitat d’apro-
fundir en el saber per tal d’evitar, de nou, aquest fracas. Aquesta inquietud és com-
partida. Molts metges pensem que la recerca biomedica es I'inic cami que ens pot
facilitar una solucio de futur, una soluci6 que permeti millorar la salut de les perso-
nes i vencer la malaltia.

Des de 'inici de la meva carrera médica, m’he sentit motivat per la recerca. De
primer, per la recerca més clinica, de la ma de 'epidemiologia o de la fisiopatolo-
gia i, més endavant, vers una recerca més casual, més orientada a la patogenia,
amb la idea de conéixer millor els mecanismes moleculars que ens duen a la ma-
laltia. Coneixer-ne I'entrellat fa més facil prevenir i curar les infermetats.

Vaig escollir —gairebé sense voler— I'estudi de la diabetis. L’inici de les voca-
cions mai no és lineal, sind que respon a decisions complexes. I aixi, ben aviat, da-
vant les multiples preguntes que em generava I'atenci6 a les persones que patien



diabetis, vaig orientar part de la meva activitat medica a la recerca, en aspectes di-
versos, d’aquesta malaltia. He de dir que, amb entusiasme, em vaig identificar
amb els objectius de la recerca de transferéncia, aquella on convergeix el saber
dels clinics amb el dels cientifics basics, ja siguin biolegs moleculars, immunolegs,
genetistes, fisics, matematics, bioquimics o enginyers. En podriem ampliar la llis-
ta. En qualsevol cas, es tractava de fer-se preguntes que fossin properes al patiment
del malalt per traslladar-les als cientifics més basics i, a partir de la resposta que
ens donessin, trobar una aplicaci6 util per al benefici del mateix malalt.

Aquesta recerca és molt propera a la frontera del coneixement i es beneficia de
la convergencia de troballes, ja siguin fisiques, quimiques, biologiques o matema-
tiques, amb les aplicacions tecnologiques corresponents. Compartir no significa
oblidar la responsabilitat que el metge té en el procés de la recerca biomedica. No
hi ha recerca biomeédica sense metges i és important no oblidar-ho si volem ser
eficients en I'aplicaci6 dels coneixements cientifics orientats a millorar la salut de
les persones.

Enunciades aquestes quatre idees generals, intentaré exposar —de manera
més concreta— alguna de les aportacions que, al llarg de trenta-cinc anys de re-
cerca, he dut a terme en 'ambit de la diabetis. I em centraré en una pregunta que,
al meu criteri, és important: quin és el paper de la céllula beta en el desenvolupa-
ment de la malaltia diabetica?, és aquest I'esglaé clau?; i, si és aixi, com hi podem
intervenir?

En la historia de la medicina, altres investigadors del nostre pais han fet apor-
tacions importants sobre la diabetis. No deixaré d’esmentar la labor de I'Institut
de Fisiologia i els treballs d’August Pi i Sunyer, de Rossend Carrasco i Formiguera
i de Pere Domingo, entre d’altres. Som deutors de la tradicid, de 'escola, dels nos-
tres mestres. I de tots aquells que, contemporanis a nosaltres i també al nostre
pais, han estat capagos de trencar paradigmes establerts i dissenyar altres horit-
zons per a aquesta malaltia. Els tenim ben presents perqué sabem que una bona
part de les nostres aportacions son properes a les seves i, fins i tot, ”’hem compar-
tit unes quantes.

I anem a la ciencia. Tal com he anunciat, m’agradaria respondre a la pregunta
que he fet i que repeteixo: és la cellula beta I'esglad clau de la malaltia diabetica?

La diabetis mellitus (o diabetis sacarina) és una malaltia prevalent causada per
un deficit total o parcial d’insulina. Aquest deficit comporta una alteracié del me-
tabolisme dels glicids, dels greixos i de les proteines. La caracteristica humoral
més destacada de la diabetis és 'augment de les concentracions plasmatiques de
glucosa, la hiperglucemia. Aquesta variable continua és el marcador bioquimic
que ens permet establir el diagnostic de la malaltia.

Es ben conegut que en la fisiopatologia de la diabetis hi participa la perdua de
massa cellular beta i/o I'alteraci6 funcional d’aquesta cellula pancreatica, tant pel



que fa ala quantitat com ala qualitat de la secreci6 d’insulina. Tanmateix, en algu-
nes formes de la malaltia, existeix un grau més gran o més petit de resistencia a la
insulina que, de manera indirecta, condiciona el fracas relatiu de la cellula beta
pancreatica. Un augment de la resisténcia a la insulina dels teixits periférics com-
porta hiperplasia i hipertrofia de la cellula beta, juntament amb un augment de la
disponibilitat en la produccié d’insulina que, si no es produeix, porta a la malaltia
diabetica. En funcié d’aquestes diferéncies fisiopatologiques s’estableixen diver-
ses formes de diabetis, entre les quals destaquem les anomenades diabetis de tipus 1
i diabetis de tipus 2. El tractament inicial de les dues formes de diabetis és dife-
rent. Mentre que la diabetis de tipus 1 és tributaria d’un tractament obligat amb
insulina, la diabetis de tipus 2 pot ser tractada, a I'inici, només amb dieta i antidi-
abetics orals; només en estadis avangats de la malaltia —quan la perdua de la
massa cellular beta ja és molt important— es requereix tractament amb insulina.
Qualsevol d’aquests tractaments de la diabetis de tipus 2 —ja siguin antidiabetics
orals o insulina— no cura la malaltia, sind que la converteix en una malaltia cro-
nica, la qual cosa permet, a la persona que la pateix, una supervivencia de llarga
durada. No obstant aixo, en diverses fases del procés poden aparéixer complica-
cions propies de la diabetis, ja siguin agudes, com la cetoacidosi i la hipogluce-
mia, o croniques, com les anomenades retinopatia, nefropatia, neuropatia i der-
mopatia diabetiques.

La recerca actual en diabetis s’orienta, d’'una banda, a coneixer millor les cau-
ses que la provoquen per tal de trobar-ne una cura i, d’altra banda, a millorar el
tractament cronic mitjangant 'obtencié d’'un substitut, no tan sols del producte
hormonal deficitari (la insulina), siné també del conjunt cellular destruit (la cel-
lula beta); és a dir, mitjangant una millora de la produccié d’insulina i del sistema
sensor que la regula.

Tenint en compte aquestes consideracions inicials, hem orientat una part im-
portant dels projectes de recerca que he dirigit a investigar com es pot recuperar la
massa cellular beta danyada i, alhora, com es pot recuperar la funci6 global insu-
linosecretora, de manera que siguem capagos de normalitzar 'activitat metaboli-
ca de glicids, greixos i proteines. En aquest sentit, al llarg del temps ens hem for-
mulat diverses preguntes.

La primera és la segiient: com podem evitar la mort de la cellula beta? Pensem
que, per respondre-la, ens cal conéixer algun dels determinants moleculars impli-
cats en aquest procés de mort cellular. Si el coneixem, sera més facil identificar
com aquest determinant provoca la mort cellular.

En una primera série de treballs, vam intentar relacionar l'activitat autoim-
munitaria en la diabetis tipus de 1 amb la disfuncié de la cellula beta, entenent
que aquesta disfunci6 podria ser un mirall de la pérdua de massa cellular beta. Per
aix0 —en un treball clinic— vam intentar trobar una relacio entre el titol d’anti-
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FIGURA 1. Resposta funcional de la c¢l-lula beta basada en la presencia i I'absen-
cia d’anticossos circulants en els malalts de diabetis.

cossos al serum dels malalts de diabetis amb el grau de secreci6 d’insulina o el seu
equivalent, el peptid C, per part de la cellula beta. Els resultats ens van mostrar la
relacio6 representada a la figura 1 [1, 2].

En aquesta figura es pot observar com la presencia (rodona negra) o absencia
(rodona blanca) d’anticossos circulants és un indicador de la resposta funcional de
la cellula beta, la qual cosa suggereix que la intensitat de I'agressié immunitaria
condiciona la funcio de la secreci6 d’insulina i, en conseqiiéncia, I'estat metabolic.

Si és aixi, és raonable pensar que I'activitat autoimmunitaria indica el grau de
lesio i, indirectament, la perdua de massa cellular beta. I és ara quan ens podem
preguntar si la prescripcié d’un tractament immunomodulador pot revertir la si-
tuacio, és a dir, si aquest tractament és capag de disminuir el grau d’agressid, mi-
llorar la disfuncié insulinosecretora i limitar el grau de perdua del nombre cél-
lules beta. Per respondre a aquesta pregunta I'estrategia més senzilla és intervenir
en aquest tipus de diabetis (de tipus 1) i en les etapes inicials de la malaltia amb
substancies immunodepressores o immunomoduladores, i valorar I'impacte cli-



nic d’aquesta decisi6. Hi ha diferents maneres de fer-ho i aqui n’exposarem dues
que hem investigat. La primera és 'administracié de cortisona en malalts amb di-
abetis de tipus 1 en el moment del debut clinic de la malaltia amb la intenci6 de
modificar la reactivitat immunitaria i obtenir beneficis sobre la funcié beta pan-
creatica. Es va administrar prednisona a dosis d’1 (mg/kg)/dia durant deu dies i
de 0,3 (mg/kg)/dia durant cinquanta dies més. Es van comparar els malalts trac-
tats amb els controls corresponents, del mateix temps d’evolucio clinica, edat, pes,
titol d’anticossos i funcié insulinosecretora en condicions basals i després d’esti-
mul amb glucagé. Vam observar que el tractament immunodepressor disminuia
'activitat autoimmunitaria mesurada pels titols d’anticos en sérum i millorava
la funcio beta pancreatica, perod no tenia cap impacte sobre I'evolucié clinica de la
malaltia [3]. Es possible que aquesta no fos I'estratégia immunodepressora adequa-
da. Sabiem que altres investigadors, utilitzant ciclosporina i azatioprina, obtenien
més bons resultats, amb una remissio temporal de la malaltia pero sense aplicacid
clinica possible ates que induien a una alta toxicitat renal. En aquest cas, teniem un
dilema: a més eficiencia, més toxicitat; a menys eficiéncia, menys toxicitat. A partir
de tots aquests resultats la immunosupressié convencional va ser abandonada.
I, com en altres camps cientifics, noves descobertes en recerca basica van fer recon-
siderar algunes de les estratégies cliniques orientades a reduir I'activitat immunita-
ria. Aixi, gracies als nous coneixements sobre el poder citotoxic de les citocines, els
tractaments es van poder orientar vers altres caracteristiques moleculars.

En el transcurs de la nostra activitat investigadora ens vam interessar per I'im-
pacte de la interleucina 1 beta (IL-1P) sobre la céllula beta. Es tractava d’analitzar
els mecanismes moleculars del seu procés destructiu i de trobar com es podia li-
mitar o inhibir aquest efecte citotoxic. Per aixo vam realitzar diferents experi-
ments in vitro amb illots pancreatics isolats de rosegadors. Vam incubar els illots
amb IL-1f i vam observar com en aquest procés es trencava el DNA nuclear, s’ini-
ciava la reparaci6é del DNA trencat a través de 'augment de I'activitat de I'enzim
poli(ADP-ribosa)-sintetasa i s’induia a un increment del consum del substrat
NAD en el procés; aquest consum alterava la sintesi proteica i, per tant, la sintesi
d’insulina. Augmentar I'aportaci6 del substrat NAD, a través de 'administracio
de nicotinamida, podria suposar algun avantatge. En teoria, en incrementar
Iefecte reparador de 'enzim per augment de substrat hauria de millorar la viabili-
tat de la cellula beta sense afectar la produccié d’insulina. I aixi va ser: els resultats
in vitro van demostrar que la nicotinamida mantenia la supervivencia de la cel-
lula beta i la funcié insulinosecretora enfront de la IL-1f [4].

Aquests resultats ens van encoratjar a investigar si I'administracié de nicoti-
namida prevenia la diabetis. Vam iniciar aquest projecte de recerca amb un model
experimental animal de diabetis autoimmunitaria, la rata Wistar BB. Vam tractar
els animals durant nou setmanes amb nicotinamida i vam comparar I'impacte de



la intervenci6 enfront d’animals de control. Tal com esperavem, la nicotinamida
disminuia el nombre de casos amb diabetis en aquesta rata BB, i vam concloure
que aquesta substancia podia ser un tractament curatiu o preventiu de la diabetis
autoimmunitaria (diabetis de tipus 1). A partir d’aquests resultats ens van autorit-
zar a desenvolupar un estudi pilot que consistia a administrar nicotinamida oral a
un grup de persones diagnosticades recentment de diabetis de tipus 1. Es van in-
cloure vint malalts en un estudi a doble cec. Al grup tractat amb nicotinamida li
vam administrar 1 g al dia d’aquesta substancia per via oral i als controls, una
substancia placebo. Els resultats van demostrar un augment en la secreci6 d’in-
sulina endogena, fet que vam atribuir a una atenuacio6 del procés d’agressié immu-
nitaria, perd no vam observar cap impacte en la remissio clinica, ni en el nombre
d’unitats d’insulina necessaries per aconseguir els objectius normoglicemics, ni
en el grau de control metabolic. Podem concloure que, amb les dosis utilitzades, la
nicotinamida no és capag de fer revertir la diabetis de tipus 1 a la normalitat [5].
Anys després, altres autors, amb dosis més elevades, en persones amb alt risc de
patir diabetis —prediabetis— i amb més temps d’exposicié a la substancia, tam-
poc van aconseguir demostrar un efecte beneficios de la nicotinamida sobre el
curs de la malaltia, més enlla de petits canvis sense significanga clinica [6].

Unes observacions ens van canviar la visi6 del problema. No haviem aconse-
guit cap aveng de rellevancia clinica a través d’estratégies que intentaven inhibir el
procés agressiu mediat per 'autoimmunitat. I tampoc no semblava que sabéssim
molt bé cap a on calia dirigir els propers projectes. Enmig d’aquests dubtes, els
pares d’'un nen que va morir de cetoacidosi diabética, i que feia més de deu anys
que patia la malaltia, van autoritzar la donacié dels organs del pacient per al trans-
plantament clinic i, a més a més, la donaci6 del pancrees per a I'estudi de I'etiopa-
togenia de la malaltia. Vam aillar illots d’aquest pancrees, és a dir, illots d’'un ma-
lalt amb diabetis de tipus 1 de més de deu anys d’evolucié postdiagnostic i
tractament amb insulina. Aquests illots estaven formats per cellules beta que ex-
pressaven insulina i I'alliberaven davant la glucosa [7].

Aixo ens va fer pensar dues coses. La primera ens va fer suposar que, per algun
motiu, per algunes caracteristiques no conegudes, les cellules beta que observa-
vem eren cellules romanents que havien estat resistents a I'atac autoimmunitari.
La segona ens va suggerir que les céllules beta provenien de céllules no-beta a
través d’un precursor que no haviem identificat.

A partir de les reflexions que abans he exposat, la pregunta que ens feiem era
la segiient: com podriem provocar la replicacié de les cellules beta romanents a
I'atac destructiu de naturalesa immunitaria o com podriem provocar la transdife-
renciacid per mitja d’'un precursor pancreatic, fos una cellula del pancrees no en-
docri o una céllula d’un altre origen? Una observacio6 casual posterior em va aju-
dar a respondre —en part— a aquesta pregunta. Sabiem que alguns autors havien
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demostrat que alguns factors de creixement induien replicacio, com la prolactina
i els IGF, o afavorien la neogenesi, com 'INGAP (‘proteina associada a la neoge-
nesi insular’). Pero teniem ben poca informacid sobre possibles substancies que,
administrades per via oral, poguessin afavorir tant un augment de replicacié com
la diferenciaci6. Vam observar en rosegadors tractats per via oral amb sals de
tungstat de sodi un efecte no conegut sobre l'illot pancreatic. Aquest efecte s’ob-
servava en els animals amb un déficit de céllula beta i era similar al que s’observa
en aquells humans que han estat diagnosticats de diabetis de tipus 1 [8]. Aquesta
substancia era capag de normalitzar la glucemia i augmentar la secrecié d’insulina
per part dels illots pancreatics.

Com es produia? Durant un quant temps hem intentat esbrinar més detalls
d’aquest efecte de les sals del tungstat sodic sobre I'illot pancreatic en la diabetis
secundaria amb una reduccié de massa cellular beta. En un primer grup d’experi-
ments vam utilitzar un model de rata diabeética amb reducci6 parcial de massa cel-
lular beta, la rata nSTZ (‘estreptozotocina neonatal’). Es tracta d'un model de dia-
betis induida per estreptozotocina (STZ), toxic especific de céllula beta administrat
al cap de tres o quatre dies del naixement. En aquestes condicions, quan la rata es-
devé adulta —nou setmanes de vida—, presenta una diabetis amb glucemies basals
al voltant de 200 mg/dl, molt similars a les que s’observen en la diabetis mellitus de
tipus 2 dels humans. En 'analisi morfologica es visualitza una reducci6 del 70 %
de la massa beta pancreatica. Administrant 2 mg/ml en I'aigua de beguda d’aquests
animals durant quatre setmanes, s’aconseguia gairebé la recuperacié total de la
massa cellular beta perduda i, en suprimir el tractament, les rates tractades mante-
nien la normoglicemia, la qual cosa suggeria que no només haviem controlat la
disfunci6 glucemica, sind que també haviem aconseguit guarir els animals.

A la figura 2 s’observa, a dalt, que 'administraci6 oral de tungstat sodic nor-
malitza la glucémia dels animals diabétics (els quadrats negres respecte als blancs;
les rodones representen els controls no diabétics) i, a baix, que algunes cellules
d’origen exocri o estructural expressen insulina —en verd—, cosa que suggereix
neogenesi.

Si observem la figura veurem que no només es produeix un augment en la
proliferacio, sind que també es detecta un augment en el grau de transdiferencia-
cid de cellules del ducte en cellules que expressen insulina. Tot aquest procés esta
regulat per un augment en la fosforilacié del factor promotor de la insulina
—PDX-1— amb translocacié intracellular d’aquest peptid, i el consegiient aug-
ment de proliferacio, diferenciacié i sintesi d’insulina [9].

Ens trobavem davant d’'una observacid interessant. L’administraci6 oral
d’una sal de tungstat era capag de revertir el fenotip diabetic i, el que era més
avantatjos, en suprimir el tractament aconseguiem que la normoglicemia es man-
tingués estable. Malauradament, la dosi efectiva de tungstat sodic va resultar ina-
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FIGura 2. Normalitzacié de la glucémia en animals diabetics i no diabetics des-
prés de 'administracié de tungstat sodic. A sota, insulina en cel-lules d’origen exo-
cri o estructural.

dequada per als humans. Els estudis de toxicitat no ens permetien I'aplicacio
d’aquesta molecula al tractament de la diabetis.

A partir d’aqui, se’ns plantejava una altra pregunta: quin era el mecanisme de
curacio experimental i quines dianes especifiques aconseguien la recuperacié to-
tal de la massa cellular beta? Per contestar-la calia identificar el mecanisme mole-
cular i, per descomptat, avaluar si a través de les dianes critiques detectades podi-
em trobar altres possibles agents terapeutics que tinguessin un efecte similar al
tungstat sodic pero sense la toxicitat.

Per aquest motiu vam iniciar una serie d’experiments amb el model de rata
diabética induida amb una dosi unica d’estreptozotocina en '’edat adulta. Aquest
model es caracteritza per presentar un fenotip amb hiperglucemia elevada, insuli-
nopenia marcada i massa cellular beta minima. Vam tractar els animals diabetics
amb tungstat sodic per via oral amb les dosis ja assenyalades i vam observar que al
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cap de cinc setmanes de tractament la recuperacié de la massa cellular beta era
gairebé total, amb valors de glucémia gairebé normals i una marcada recuperacio6
de la insulinémia. Es reproduia en aquest model el mateix que ja haviem observat
en altres models experimentals de diabetis. El tungstat sodic revertia la diabetis en
incrementar la taxa de replicacié de la massa cellular beta, a partir de les céllules
romanents de 'atac quimic amb STZ. Vam obtenir illots pancreatics dels dife-
rents grups: animals de control, animals de control tractats amb tungstat sodic,
animals amb diabetis i animals amb diabetis tractats també amb la sal de tungstat.
Un cop isolades les cellules, a través de diferents matrius d’expressié génica, vam
identificar el gens dels illots que es modificaven amb el tractament. Després de la
consegiient analisi bioinformatica vam poder concloure que I'administraci6 de
tungstat sodic a animals diabetics activa la proteina-cinasa activada per mitogens
(MAPK), incrementa la fosforilacié de p42/p44 i indirectament disminueix I'ex-
pressio de la proteina-cinasa Raf inhibidora (RKIP). A partir d’aquesta primera
observacié vam poder definir les vies activades pel tungstat sodic en el procés de
replicacié i els corresponents nodes critics [10].

Si voliem mirar una mica més lluny, podiem investigar si generant un animal
modificat genéticament que expressés una reduccié de RKIP s’observava una re-
sisténcia a presentar diabetis després de I'administracié de STZ o, encara millor,
una recuperacié de la massa cellular després de I'agressié quimica. I, com espera-
vem, el ratoli knockout (RKIP™'"), després de perdre una bona part de la propia
massa cellular a causa de la STZ, era capag —espontaniament— de recuperar-la i
aconseguir la normoglicémia [11].

Tanmateix, calien altres evidéncies. Per aquest motiu vam administrar tungs-
tat sodic a un altre model animal que es caracteritza per la pérdua progressiva de
ceéllula beta i que desenvolupa diabetis. Es tracta del knockout de la proteina subs-
trat de la insulina, 'anomenada IRS-2. Aquest ratolins (IRS-27") tenien «noqueja-
da» aquesta proteina en les céllules de I'illot i, tan bon punt vam observar que
presentaven hiperglucemia, els vam tractar amb tungstat sodic oral a les dosis ja
utilitzades. L’objectiu era observar si recuperaven la normoglicémia i, alhora, evi-
tavem la progressi6 a una diabetis insulinodepenent. Els resultats confirmaven la
nostra hipotesi de treball. El tungstat sodic revertia la hiperglucemia i evitava
I'aparicio6 de diabetis, a través d'una recuperacio de la massa cellular beta perdu-
da. El mecanisme molecular d’aquesta recuperaci6 era 'augment de la fosforilacio
que la mateixa insulina genera sobre la cascada de senyals provocada per 'activa-
ci6 del receptor d’insulina a la céllula beta. Aquesta segona evidencia reforga la
idea que la regeneraci6 de la massa cellular beta és possible [12].

No obstant aix0, un dels riscs d’activar la replicacié de la céllula beta és la pos-
sibilitat d’'induir una replicacié desordenada que ens condueixi a la formacié de
tumors. Per aquest motiu ens hem preguntat sovint si no existeixen algunes vies
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fisiologiques reguladores de la replicacié que, malgrat que sén menys potents, si-
guin més ttils a 'hora de fer aplicacions terapeutiques. Per aquest motiu, vam in-
tentar esbrinar en quins moments de la biologia humana tenim evidencies d'una
adaptacié de la massa cellular beta a 'augment de les necessitats d’insulina. En
vam identificar tres. El primer és durant el periode de lactancia, quan I'infant adap-
ta la plasticitat cellular beta a 'augment de la demanda d’insulina per tal d’utilit-
zar els substrats metabolics que li arriben a través de la nutricié oral. El segon és
durant la gestacid, quan la mare augmenta la necessitat de produir hormones ana-
boliques, com la insulina, per tal d’afavorir el creixement del fetus. I el tercer és
quan s’incrementa la ingesta i es produeix un sobrepes, com un intent fisiologic
de treure profit dels substrats energetics en temps d’abundancia.

A partir d’aquests coneixements previs, ens vam fer les preguntes segiients: hi
ha factors secretats pel teixit gras peripancreatic que modulin la plasticitat pan-
creatica i, en especial, la poblaci6 de cellules beta?; si és aixi, quins sén aquests
factors? Per respondre a aquestes noves preguntes vam utilitzar el model de rata
obesa induida per dieta de cafeteria. En aquest model vam estudiar la morfome-
tria del pancrees i vam observar com aquests animals, en engreixar-se, augmenten
la poblacié de cellules beta amb relaci6 als controls, amb un increment de la taxa
de replicacié. Vam pensar que, com a minim en aquest model, aquest procés po-
dria estar regulat per algunes de les citocines que segrega el teixit gras blanc i, en
concret, el teixit gras blanc peripancreatic (secrecid paracrina). Per tal de demos-
trar-ho, vam obtenir el producte de secrecié de diferents bocins de teixit gras
blanc del voltant del pancrees i vam observar que aquest producte induia una re-
plicacié més gran de cellules beta amb relaci6 al que alliberava el teixit gras blanc
del grup control. Mitjangant analisis d’expressio proteica diferencial vam poder
establir quines proteines senyal participaven en aquesta regulacié. Entre les iden-
tificades, podem destacar la proteina transportadora del factor de creixement
IGF, 'anomenada IGFBP-3, i una de les anomenades proteines arrissades que
modifiquen els senyals de Wnt, la proteina SFRP5. Ambdues, IGFBP-3 i SFRP5,
tenen un paper rellevant en el procés de regulacio plastica [13, 14].

El pas segiient era esbrinar si la modificaci6 de I'expressié génica d’aquestes
proteines a les cellules de I'illot era capag de variar el procés de replicacié d’aques-
tes cellules, en el sentit que la modificacié en I'expressié mimetitza els efectes so-
bre la plasticitat que hem observat en el model d’obesitat. Aquestes hipotesis es
van confirmar. La modificacié tant d'IGFBP-3 com de SFRP5 altera el nombre de
cellules beta funcionals a I'illot [13, 14].

No obstant aixo, no ens podem explicar aquesta interrelacié entre teixits
d’una manera unidireccional, siné que n’hem de fer un tractament més sistemic,
entenent que si bé existeixen uns nusos critics —possibles dianes terapeutiques—,
aquests es relacionen. Intervenir en un d’aquests nusos pot, en alguns casos, mo-
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FIGURA 3. Analisi de la interrelacié dels nusos critics del teixit gras blanc peripancreatic.

dificar la funcionalitat d’un altre, mitjancant contrapesos i mecanismes de com-
pensacio. Per aix0 vam fer un tractament diferent. Vam obtenir teixit adipds peri-
pancreatic i illots d’aquest model de rata obesa i no tan sols vam fer una analisi de
I'expressio genica dels teixits, sind també del mateix proteasoma aixi com del me-
taboloma secretat.

L’analisi del conjunt resultant, elaborada mitjangant eines bioinformatiques,
es mostra a la figura 3. Amb aquesta analisi vam poder identificar —amb més pre-
cisio— les molecules critiques en el procés de regulacié de la plasticitat de I'illot i
les interrelacions entre les diferents vies. En conseqiiéncia, ens va obrir nous ca-
mins de recerca en la interrelacié entre teixits, en concret entre teixit gras blanc i
céllula beta. Qualsevol aposta de futur —i altres grups treballen en aquesta idea—
exigeix I'analisi simultania de més teixits que ens permetria no només identificar
els nusos critics, sin6 també les vies metaboliques basiques implicades en els pro-
cessos de regulaci6 plastica i funcional de la cellula beta [15].

Amb els resultats mostrats es pot suggerir que, en un futur, la induccié de re-
plicacié podria ser una bona estrategia per curar la diabetis amb deficit d’insulina.
Malgrat tot, si partim d’una poblacié residual petita, I'efecte inductor pot ser insu-
ficient, en especial si, com esta descrit, la perdua de massa cellular beta és superior
al 80 % i la massa residual amb capacitat de replicar és molt petita, tal com succe-
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eix en la diabetis de tipus 1. Una manera adequada de superar aquesta limitaci6
seria tractar la diabetis en les fases inicials, fins i tot abans del diagnostic clinic de
la malaltia (prediabetis), quan només existeix intolerancia a la glucosa i anticossos
circulants d’autoimmunitat (anti-GAD, anti-IA2, anti-IAA, anti-pZn, entre d’al-
tres). Una altra opcio seria activar aquest procés de replicaci6 posttrasplantament
d’illots o cellules beta, de manera que els empelts cellulars, insuficients en nom-
bre de cellules, es poguessin autoreplicar i milloressin en eficiéncia en assolir la
normoglicémia.

Hem explorat aquesta darrera opci6. Fa uns quants anys vam desenvolupar
Iaillament d’illots pancreatics humans a partir de donants de cadaver, amb la idea
de ser capagos de poder tractar les persones que patien diabetis de tipus 1 amb el
trasplantament d’illots. Treballs experimentals previs ens van ensenyar que la xar-
xa de vasos sanguinis que nodreix 'empelt d’illots és clau per a I'éxit del trasplan-
tament [16].

Quan vam iniciar el programa clinic amb humans vam observar que els bene-
ficis del trasplantament eren limitats en el temps. Encara que incrementavem la
secrecié d’insulina endogena i disminuiem de manera ben marcada 'administra-
ci6 d’insulina exogena, al cap d’uns quants mesos de la intervencio 'estat metabo-
lic del pacient era ben similar al que observavem abans del trasplantament. Una
reanalisi de les dades i dels estudis d’altres autors suggereixen que la manca d’una
xarxa microvascular adequada pot ser critica per a la supervivencia de l'illot. Pen-
sem que el fracas, a mitja o a llarg termini, del trasplantament cellular aplicat al
tractament de la diabetis en humans podria estar relacionat —en part— amb la
manca d’una xarxa microvascular adequada.

No cal dir que un fracas —encara que sigui parcial— sempre et porta a modi-
ficar el cami. A partir d’aquesta reflexié ens vam adonar que durant els treballs
previs, quan estudiavem els efectes beneficiosos del tungstat sodic sobre la cellula
beta, en el procés de replicacié també s’estimulava 'augment de la xarxa vascular i
que aquest augment estava regulat per la inhibicié d’una fosfatasa, la PTP1B.

Que succeiria si trasplantavem illots amb una inhibicié de PTP1B? Per con-
testar la pregunta vam dissenyar un estudi utilitzant illots pancreatics procedents
d’un animal knockout per PTP1B. Vam trasplantar aquests illots PTP1B™~ a ratolins
diabetics. Com a controls, vam utilitzar illots no «noquejats» per PTP1B —illots
PTP1B"*—, que també vam trasplantar a animals diabétics. Tots els trasplanta-
ments els vam fer a la cambra anterior de I'ull, de manera que, gracies a un micros-
copi confocal, era facil fer un seguiment de la viabilitat cellular de 'empelt i la xarxa
microvascular.

Els resultats obtinguts ens confirmen que PTP1B™ incrementa la revascularit-
zaci6 i millora la supervivencia i la funcionalitat de 'empelt, tal com s’aprecia a la
figura 4 (en vermell, la xarxa microvascular). A partir d’aquesta observacié hem

16



Control PTP1B™~

Ficura 4. Illot no «noquejat» per PTP1B (esquerra) i illot PTP1B (dreta) tras-
plantats a la cambra anterior de 'ull de dos ratolins diabétics.

analitzat quins son els mecanismes pels quals la inhibicié o manca d’expressi6 de
PTP1B augmenta la vascularitzacié. Sabem que aquest efecte és mediat per un in-
crement regulat de VEGF-1, sense que en cap cas aquest augment de cellules endo-
telials disminueixi el nombre de cellules beta; ben al contrari, les incrementa. Tan-
mateix, si «noquejavem» PTP1B en illots humans observavem resultats similars
pel que fa a 'increment de revascularitzacid i superviveéncia [17].

Hem avancat en el coneixement pero se’ns presenten dos problemes si volem
aconseguir una intervenci6 terapeutica adequada:

1) Necessitem un nombre de céllules beta suficient perqué un trasplanta-
ment amb finalitats terapeutiques sigui eficient. Com ho podem aconseguir?

2) Necessitem que aquestes céllules siguin compatibles amb el receptor per
tal d’evitar tractar el receptor amb immunosupressors. Com ho podem aconse-
guir?

A més, cal tenir en compte el segiient:

a) En el cas que aconseguissim céllules beta, hauriem d’aillar aquestes cél-
lules de manera que no poguessin patir una agressi6é autoimmunitaria, atés que en
el cas de la diabetis de tipus 1 estem parlant d’'una malaltia on la autoimmunitat té
un paper patogeénic. Com la podriem evitar?

b) Siaconseguissim un nombre suficient de cellules compatibles i les prote-
gissim adequadament, ens caldria portar a terme una revascularitzacié adequada.

Per tal de respondre a aquestes preguntes hem obtingut cellules beta diferen-
ciades a través de cultius de fibroblasts. Aquests cultius els hem obtingut a partir
d’una mostra de teixit subcutani de la pell de voluntaris, malalts de diabetis o no.
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FIGURA 5. Céllules beta obtingudes a partir de cultius de fibroblasts.

Pel que fa a 'expressio genica, aquestes cellules beta son identiques a les de
I'individu que ens les ha proporcionades (figura 5). Per tant, ja hem avancat en
aquest sentit. Ens queda millorar I'eficiencia funcional d’aquestes céllules beta
obtingudes ja que, si bé segreguen insulina, aquesta secrecié regulada és menys
eficient que la que obtindriem de céllules beta de I'illot pancreatic.

Tenim cellules identiques. Cal que en millorem la funcionalitat i les protegim
de 'atac autoimmunitari. Per aixo amb altres grups estem desenvolupant una
mena de bastida, una estructura en forma de malla que ens ha de permetre incor-
porar-hi les céllules beta obtingudes, aconseguir-ne la revascularitzacié —silenci-
arem la PTP1B— aixi com una funcionalitat adequada.

Aquestes darreres preguntes només tenen respostes inicials, no definitives, i
hi ha camp per correr.

La visi6 aqui exposada és una de les possibles sobre la recerca de la funcionali-
tat i plasticitat de la cellula beta. N’hi ha d’altres, i algunes son tant o més prome-
tedores. Tot 'argumentari es basa en la idea que la céllula beta és la maxima res-
ponsable del fracas metabolic de la diabetis. Pero, i sila diabetis no fos una malaltia
de I'illot pancreatic? I si fos una malaltia neuronal, com ja apuntava Claude Ber-
nard? O hepatica? O hi hagués tantes formes de diabetis a causa d’una etiopatoge-
nia encara més diversa? L’any 1922, a I'Institut de Fisiologia de Barcelona, 'equip
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que dirigia August Pii Sunyer va obtenir insulina d’extractes pancreatics de bous,
i aix0 va permetre aplicar la insulina en el tractament de la diabetis de tipus 1 a
malalts que, si no haguessin tingut 'opcié d’aquest tractament, haurien mort.
Més endavant, diferents investigadors del nostre pais han fet aportacions de gran
rellevancia en I'estudi de la diabetis, i ens han apropat a una millor prevencid i
tractament de la malaltia i de les seves complicacions. En la recerca biomedica els
camins sén multiples pero tots pretenen, com a objectiu final, aconseguir el ben-
estar del malalt i, en la mesura que sigui possible, deslliurar-lo de la malaltia. No-
més a través de la recerca sera factible —en un futur— aconseguir aquest darrer
objectiu.
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