UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

TESIS DOCTORAL

Propiedades bioldgicas e inmunoldgicas del glucagén
extrapancreatico : factores que regulan su sintesis y
secreccion

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR
PRESENTADA POR

Ana Maria Pérez Castillo

Madrid, 2015

© Ana Maria Pérez Castillo, 1980



BIBLIOTECA UCM PER

VR e

5306072137

PROPIEDADES BIOLOGICAS E INMUNCLOGICAS DEL GLUCAGON
EXTRAPANCREATICO. FACTORES QUE REGULAN SU SINTESIS

Y SECRECION.

vepe TESIS PRESENTADA PARA OPTAR
E1 PONENTE AL GRADO DE DGCTCR EN CIEN=-
CIAS BIOLOGICAS

POR

FNO: Dr. ANGEL MARTIN MUNICIO ANA MARIA PEREZ CASTILLO

MADRID, MAYO DE 1980

R 23460



A ANGEL



Esta tesis ha sido realizada en

el Instituto Gregorio Marafén -
del Consejo Superipr de Investi-
gaciones Cientificas bajo la -
direccidn del Dr. Enrigue Bl&zquez

Fernandez.



En primer lugar deseo vivamente expresar mi profundo agradecimiento
al Dr. Enrique Blézquez Fernandez por su direccidn, apoyo vy constan-—

te estimulo y ensefianza durante la realizacidn del presente trabajo.

Quiero asimismo manisfestar mi agradecimiento a mis compafiercs de
trabajo Marfa y Beatriz y la colaboracidn de los Drs. Alonso y Gre-

nados.

Asimismo de una forma muy especial la amistad y colaboracidn de los

Dres. Rosa de Andrés y Francisco Diaz-Gonzalez.

También deseo mostrar mi agradecimiento al Dr. Angel Martin Municio

por aceptar presentar este trabajo y por su revisidn del manuscrito.



INDICE



ABREVIATURAS
INTRODUCCION

1.~ ANTECEDENTES HISTORICOS

2.~ ASPECTOS FILOGENETICOS Y ONTOGENICOS DE LAS CELULAS
A, B8YD.

2.1.- Caracteristicas morfoldgicas de las células en-
docrinas del pdnceeas. Interrelaciones morfo-

funcionales.

2.2.=- Aspectos citolégicos de los procesos de sintasis

y secrecidn de glucagén.
2.3.- Bases citolégicas del glucagdn extrapancredticao.
3.~ BIOSINTESIS DE GLUCAGON
3.1.~ Caracter{sticas del GLI.
4.~ MECANISMOS OE CONTROL PARA LA SECRECION DE GLUCAGON
S.- MECANISMO DE ACCION DEL GLUGAGOCN
6.~ EFECTOS METABOLICOS Y PAPEL FISIOLOGICO D=L GLUCAGON
0BJETIVOS
MATERIAL Y METODOS
1.- REACTIVOS

2.~ ESTUDIOS EN HUMANGCS

13

14

16

18

22

26

32

39

az

43



IT

3.=- ANIMALES DE EXPERIMENTACION

3.1l.~ Tratamiento de los animeles y toma de muestras

sangufineas. -

4.- EXTRACCION DE GLUCAGON, GLI £ INSULINA DE TEJIDOS
HUMANOS Y DE ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

S5.= DETERMINACION DE GLUCOSA EN PLASMA

6.~ DETERMINACIONES HORMONALES EN PLASMA Y EXTRACTOS
TISULARES.

6.1.~ Fundamentos y validez del radioinmuncensayo
para la valoracidn de hormonas polipeptfdi-

cas,
6.2.- Radioinmunoensayo de glucagdén.

6.2.1.- Marcaje y aislamiento del glucagén mono-
IESI

6.2.2.~ Especificidad de los antisuercs.
6.2.3.- Método.
6.2.4.~ Célculos.
6.3.~ Radioinmunoensayo ds GLI.
6.3.1.= Carscter{sticas del antisuero.

43

a5

48

49

51

56

58

59

60

60



III

6.4.- Radioinmunoensayo de insulina.

6.4.1.- Marcaje y aislamiento de insulina mono -

125
I. .

6.4.2.- Caracterfsticas del antisuera.
6.4.3.- M&todo y cdlculaos.

7.~ IDENTIFICACION DE LOS COMPONENTES INMUNOREACTIVOS ~
PARA GLUCAGON, GLI £ INSULINA EN EXTRACTOS EXTRA-
PANCREATICOS.

7.1l.- Caracterizacifn tras filtracifn con Bio=Gel -

P-SG.
7.1.1.- Slucidn con tampén ce glicocola.
7.1.2.~ Elucién con 4cido acético.

7.2.~ Caracterizacifn tras electroforesis en gel de

poliacrilamida.

8.- ACTIVIDAD BIOLGCGICA DEL GLUCAGON INMUNGCREACTIVO PRE-
SENTE EN EXTRACTOS EXTRAPANCREATICOS.

8.1.- Aislamiento de membranas hep&ticas de rata.

8.1.1.- Grados de pureza de las membranas hepdticas
de rata : actividad de la 5°nucleoctidasa y
unidn de glucagdn mono - 1251 a su receptor
durante las distintas etapas del procesao de

purificacidn.

61

62

67

67

67

67

68

73

74



v

8.1.2.~ Conservacidn de las membranas hep&iicas.

~

8.2.~ Desplazamiento del glucagén - mono - 1 DI uni-

do a sus receptores hepdticos por alfcuotas de
extractos pancredticos y extrapancredticos y -

glucagdn pancredtico cristalinoc.
8.2.1.- Caracterfsticas del emsayo biolégica.

8.2.2.- Separacién de la hormona unida el recep-

tor de la hormona libre.

9.- BIOSINTESIS DE GLUCAGON.

9.1.=- Estudios en ratas.

B.1.1.- Obtencién de células aisladas de gléndulas

submaxilares y timo .
9.1.2.- Aislamiento de hepatocitos.

9.1.3.~ Procedimiznto seguido en las incubaciones
de cé€lulas aisladas o trozos de tejido -

3
con triptéfanc - H.

9.1.4.~ Purificacién parcial de las formas inmung-

reactivas de glucagfn extrapancreético.

3
9.1.5.~ Dsteccién de polipéptidos - H inmunoreac-

tivos con el anticuerpo 30K.

9.2.~ Biosfintesis de glucagdn por las gléndulas sali-

vares humanas.

76

77

77

78

79

79

79

81

82

83

84



10.~- FACTORES QUE MODULAN LA SECRECION DOE GLUCAGON EXTRA-

PANCREATICO.

10.1.~ Estudios * in'vivo ".

10.1.1.~ Secrecifn de glucagén extrapancredtico
en condiciones basales y tras la sobre-

carga intravenosa de arginina en perros.

10.2.~ Estudics "™ in vitro ".

10.2.1.~ Control de la secrecién de glucagén en
células aisladas y trozos de tejido de
la rata o cflulas aisladas de gléndulas

saliveres humanas.

RESULTADOS

1.~ CONCENTRACICNES DE GLUCOSA, GLUCAGON, GLI £ INSULINA
EN EL PLASMA DE RATAS CONTROLEZS Y DIABETICAS.

2.- DISTRIBUCION TISULAR DE GLUCAGON, GLI E INSULINA.

2.1.- Ratas controles.

3.- CARACTERES DISTINTIVOS INTERESPECIES EN LA DISTRI-
BUCION TISULAR DEL GLUCAGCN EXTRAPANCREATICO.

4.~ CARACTERIZACION OE LAS FORMAS INMUNOREACTIVAS DE
GLUCAGON, GLI £ INSULINA DE ORIGEN PANCRzATICO Y
EXTRAPANCREATICO.

84

85

86

86

94

96



VI

4.1.- Fraccionamiento cromatogréfico.

4.1.1.~ Fracciomamiento cromatogréfico de las

formas inmunoreactivas de glucagdén.

4.1.2.- Fraccionamiento cromatogrdfico de las

formas inmunoresactivas de GLI.

4,1,3.~ Fraccionamiento cromatogréfico de las

formas inmunoreactivas de insulina.
4.2,.- Movilidad electroforética.

4.2,1.- Movilidad electroforétice d= las formas

inmunoreactivas cz glucagdn.

4,2.2.~ Movilicdad elsctroforética de las formas

inmunoreactivas d= GLI.

4.2.3.~ Movilidad electroforética de las formes

inmunor=activas de insulina.

4.5.=- Caracterizacisn inmunolégica : curvas da di-

Q)

lucidn.

4.3.1.-~ Caracterizacién inhunulégica de las for-

mas inmunorsactivas de glucagdn.

4,3.2.~ Caracterizacién inmunolégica de las for-

mas inmunoreactivas de insulina.

5.- ACTIVIDAD BICLOGICA DEL GLUCAGON INMUNCREZACTIVO PRzZ-
SENTZ EM EXTBACTOS PANCRZATICOS Y =XTRAPANCREATICOS

96

96

101

108

108

107

111

111

111

113



VIII

7.1l.,~ Estudios " in vivo *. 137

7.1.1.- Secrecifin de glucagdn pancredtico y ex-
trapancrsdtico en condicionss basales y
tras la sobrecarga intravenosa de argini-

na en perros normales. 137

7.1l.2.- Modificaciones de la secrzcién de gluca-
gén pancredtico y extrapancredtico en

perros diabéticaos. 137

7.2.= Estudiaos " in vitro ® 139

7.2.1.- £fecto de diferentes metabolitos y hor-
monas sobre la secrecifn de glucagén
por células aisladas de gldndulas sa-

livares de rata y humanos. 139

7.2.2.~ Efecto de diferentes metabolitos y hor-
monas sobre la secrecidn de glucagén

por células aisladas y trozos de tejido

de rata. 142
DISCUSICON 145
CONCLUSIONES 167

BIBLIOGRAFIA 170



ABREVIATURAS




AMP : adenosina 3°5°monofosfata.

BSA

Albdmina bovina.

EDTA : Acido etilendiamino tetraacético

GIP

Péptido inhibidor géstrico.

GLI : Inmunoreactividad semejante él glucagén.
IRG : Glucagdén inmunoreactivo.

POPOP : 1,4 bis 2-(5-feniloxazolil)-bencenao
PPO : 2,5 difenil oxazol.

TCA : Acido tricloroacético.

TRIS : Tris - ( hidroximetil ) - aminometano.

VIP : Péptido intestinal vasoactivo.




INTRODUCCIGN




1.- ANTECEDENTES HISTCRICOS

Durante mucho tiempo los anatomistas reconocieron al pén-
creas como ung de los Srganos principales,pero los comparativamente
diminutos "islotes®"endocrinos no fueron descubiertos hasta 1869 por
Langerhans. E1 primer estudio importante sobre la génesis embriolé-
gica de los tejidos pancredticos endocrino y exoccrino fue realizado
en 1893 por Laguesse ( LAGUESSE, 1893 },el cual concluyé que los dos
tejidos tienen un origen epitelial comdn en lugar del origen mesen—
quimatoso propuesto por Hansemann en 1894. Numerosos estudios des—
criptivos realizados posteriormente han conducido al descubrimien—
to de los tipos celulares presentes en los islotes y de las hormo-

nas segregadas por ellas.

Los esfuerzos realizados para purificar y caracterizar la
insulina condujeron a la observacidén de que los extractos pancreé-
ticos producfan,en perros pancreatectomizados,una respuesta hiper-
glucémica inicial. Un afio después Kimbal y Murlin ( KIMBAL y MURLIN,
1924 ) llamarcn “glucagén",o movilizador de glucosa,a este factor hi-

perglucémico.

A partir de entonces,otros investigadores aportarocn nuevas
evidencias de la accién glucogenclitica del glucagdn y reaelizaron los

primeros intentos para purificar e identificar ests componente.

En 1953 Staub y col ( STAUB y col.,1953 ) obtuvieron -
glucagén porcino cristalinc a partir de una fraccién pencreética.
El glucagdn bovino fue aislado por un método similar. En 1956 Bro-
mer y col. ( BROMER y col.,1956 ) publicaron los resultados de sus
investigeciones relativas a la elucidacién de la estructura prima-
ria del glucag8n y propusieron gue era un oligopéptido lineal de =

29 residuos amino&cidos con la siguiente secuencia :



H2N - His = Ser - Gln = Gly = Thr = Phe = Thr = Ser = Asp = Tyr =
Ser = Lys = Tyr = Leu - Asp = Ser - Arg - Arg - Ala - Gln - Asp =

Phe = Vgl = Gln - Trp - Leu - Met - Asn = Thr - COOH

En 1967 Wlnsh y col ( WUNSH y co0l.,1967 ) describiercn la
sfntesis quimica completa del glucagén y mostrarcn que este material
sintético posefa la misma composicifin de amino&cidos y unas caracte-
risticas fisiolé8gicas e inmunolégicas semejantes a la hormona huma-

na y porcina.

£1 glucagén porcino,al igual gque 21 humanc y bovino,es un
polipéptido de cadena dnica con 29 residuos aminodcidos y con un pe-
so molecular de 3485. La composicifin de aminod&cidos, forma de crista-
lizar y comportamiento slectroforético del glucagdn de conejo,camello
y rata indican su identidad con la hormona porcima. Se ha podido tam-
bién aislar glucagéfn a partir de aves ( pato,pavo y pollo ) y de pe-
ces ( rape y tiburén ),poseyendo la hormona de todos ellos el mismo
ndmero de aminodcidos que el glucagdn porcino y siendo la hormonaz-
del rape la que mds difiere en su estructura primaria del glucagén -
porcino,seguido por la del tiburén y por (ltimo la de aves cuya se-

cuencia es muy similar a la secuencia del glucagén porcino.

Los cristales de glucagén pertenecen al sistema cbica, -~
teniendo tres ejes de igual longitud con intersecciones en 4ngulos -

rectos.

En soluciones acuosas &cidas el glucagén forma fibrillas y
geles que se redisuelven a pH 1l. La limitada solubilidad acuosa del
glucagén y la facilidad de formacién de fibrillas y cristales son evi-
dencias de que las moléculas de la hormona tienden a agregarss mucho

en solucién,



En soluciones acuosas diluidas ( < lmg/ml ) el glucagén ex-
hibe muy poca,o ninguna,estructurs ordenada. A altas concentraciones
de la hormona en solucién alcalina { BLANCHARD y KING,1966 ) o en -
2-clorecetanol,el contenido-enX -hélice parece superar el 50%. E1 -
glucagdn es capaz de draméticos cambios conformacionales desde una -
estructura(?-laminar en soluciones acuosas diluidas & otrag -estruc-
tura en gelss &cidos o «(=h€lics en los cristales. Bajo condiciones -
fisiolégicas, probablemente predomine la:zestructura (>-laminar, pero no
puede ser excluida la posibilidad de que ocurran cambios conformacio-

nales tras la unién con su receptor en las células diana.

2.- ASPECTOS FILOGENETICOS Y ONTOGENICOS DE LAS CELULAS A,B Y D.

En invertsbrados,los elementos funcionales del pé&ncress -
exocrino y el hfgado estdn combinados. La existencia en ellos de in-
sulina no fue conocida hasta hace unos pocos arfios ( TOMBES, 1970 ) :
sin embargo,estudios m&s recientes han demostrado que la insulina, -
o una molécula meyor conteniendo insulina, estd presente en teJjidos
gastrointestinales de una serie de especies de Protdstomos y Deute-
réstomos. Paor otro lado,céflulas que se parecfan e las células B de -
vertebrados fueron identificadas en la mucosa intestinal del caracol
"Buccinum undatum” ( BOQUIST y col.,1971 ). Assan y col. { ASSAN y -
col., 1969 ) pudieron también detectar glucagén inmunoreactivo en el
hepatopéncreas,peroc no en el intestino del camardn "Cancar pagurus”,
y en extractos de animales del Tunicado "Cynthia papillosa" y el Ce-~

falocordado "Branchiostoma lanceclatum,

En la mayorfa de los vertebrados inferiores,el péncreas -
exocrino se encuentra parcialmente incluido en el hfgedo,mientras cue

la mayorfa del tejido endocrino forma una masa scparada conectada al



conducto biliar del que,aparentemente,se origina. La porcidn endo-
crina del pédncreas contiene células B con sus tf{picas caracterfsti-
cas ultraestructurales. No se han podido observar células A ni O,y
las determinaciones radioinmunoldgicas de glucagén han sido nega-
tivas ( FALKMER,15966 ) ;incluso altas dosis de glucagén de mami-
feros administradas & la lamprea ( BENTLEY y FOLLET,1965 ) no han

praducido efecto hiperglucemiante.

En Elasmobranquios y Holocéfalos,las células endocrinas
estén dispuestas en monocapa como una cubierta periférica alrede-
dor del conducto pancredtico,encontrdndose el péncreas exocrino -
separado del hfgado y entremezclado con slementos endocrinos ( EPPLE,
1967 ). Observaciones hechas al microscopio &ptico demuestran la -
presencia de células A,B y D y,también,de células “agranuladas".
Experimentos recientes indican que los Elasmobrancquiocs poseen me-
canismos endocrinos capaces de regular los niveles de glucocse en san—
gre,aunque estos parecen ser muy distintos de los que poseen otros -

vertebrados inferiores y los mamfferos.

En los Teledsteos,la distribucién histolégica se modifica
sensiblemente. En la mayorfa de ellos,el péncreas exocrino se dis-
tribuye difusamente en el mesenterio y el péncreas endocrinc fcorma
un 8rganc aislado de 81 ( KENT,1969 ). En otros Teledsteos,el pén-
creas exocring se distribuye a travé$ del hfgado y las células en-
docrinas forman islotes que,aparentemz=nte,derivan de digitaciones
celulares pancredticas no diferenciadas. En todas las especies in-
vestigadas se han encontrado tres tipos de cé€lulas granuledas,A,B y
D,tanto como elementos "agranulados®. En los restantes vertebrados
superiores la mayorfa de las células endocrinas se cncuentran en -
grupos vascularizados incluidos en la gI&ndula exacrina ( MILLER,

1960 ).



El péncreas exacrino,pdncreas endocring,duodenoc e higa-
do estdn relacionados fisiolégica,funcional y evolutivamente. Las
células endocrinas presentes en el intestino y pédncrees forman lo
Que se ha llamado sistema ;ndocrino "gastro-entero-pancreético” -
( 6BEP ) ( WADDELL y co0l.,1968 y FUJITA,1974 ). Varias hormonas de
la regién gastro-duodenal-pancredtica tienen una doble distribuy-~

cidn,encaontréndose tanto en el intestino como en el péncreas.

El reconocimiento de unas caracteristicas funcionales y
citoqufmicas comunes de las células endocrinas del sistema gastro-
entero-pancreéitico y de otros 6rgancs,condujo a Pearse al desarro-
1llo del concepto APUD ( PEARSE,1966b y PEARSE,1969 ). Las células
pertenecientes al sistema APUD tiensn la propiedad comdn de tomar
y descarboxilar sustancias precursaras de aminas ( en el péncreas
endocrino se ha mostrado que monoaminas bidgenas pueden influir -
en la secrecién de sus productos hormonales ) ( PEARSE,1971 y -
HELLER y LEDERIS,1971 ). Segiin Pearse,estas células comparten ade-
més una serie de caracterfsticas citoquimicas comunes : alta ac-
tividad esterdsica o colinesterdsica no especfficas,alto conteni-
do en K=glicerafosfato menadiédn reductasa e inmunofluorescencia
especi{fica y ultraestructurales : membranas rodeando vesfculas -
de secrscidn,escaso retfculo endoplédsmico rugoso ( RER ),abundan-
te retfculo enddplésmico liso ( REL ),alto contenido en ribosomas

libres y unos microtdbulos prominentes incluyendo centrosomas.

Pearse sugirié también ( PEARSE y col.,1973 ) cue las -

células APUD pueden compartir todas estas caracterfsticas porcue:

1) A pesar de poseer una distinta localizacidn han desarrollado -
mecanismos bioqufmicos similares para le produccifn de materia-

les semejantes ( polipéptidos ).



2) Siendo de distintos orfgenes han desarrollado unos mecanismos -—
biogufmicos similares en respuesta a estfmulos secretords seme-

jantes ( aminérgicos o gcolinérgicos ).

3) Tienen un origen embriolégico comfin ( la cresta neural ) y han

retenido un patrén comin y distintivo de funciones ancestrales.

Mientras es generalmente aceptado que las cé€lulas aci-
nares pancredticas migran al pdncreas desde el intestino anterior
embricnario,Pearse,con su teorfa de la cresta neural, planted una

controversia en cuanto al origen de les células de los islotes.

Recientemente,lLe Douarin ( LE DOUARIN y TEILLZT,1973 )
y Dieterlen-Lidvre ( DIETERLEN-LIEVRE y BEAUPAIN,1976 ) utilizando
embricnes de pollo,han demastradc que tanto las cf£lulas cromafines
del epitelioc digestivo como las células de los islotes pancredti-
cos derivan del endodermo y no se desarrallan de la cresta nsural,
aunque pueden compartir todas las caracter{sticas gufmicas de las
células APUD,algunas de las cuales pueden incluso originarse de
la cresta neural. Sin smbargo,a pesar de estas y otras observacio-
nes el tema del origen de estos tipos celulares estd adn en con-

troversia.

En mamfferos,cbservaciones hechas al microscopio 8ptico,
con los m&todos de tincidn estandar para los islotes,han revelado
que células B conteniendo grdnulos pueden distinguirse en el 140
dfa de desarrollo en el ratén ( VON DENFFER,1970 ),162-172 dfa -
en la-rata,11? dfa en el hamster y 302 dfa en el conejo ( GRILLO,
1964 ). Sin embargo,estudios m&s recientes con el microscopic -
electrdnico han mostrado la presencia de células granuladas de -
los islotes en el embridn de rata coincidiendo con el momento de

formacidn del divertfculo pancredtico,en el 112 dia de desarrollo.



Utilizando técnicas immunohistoquimicas ( BEAUPAIN y DIETERLEN=-

LIEVRE,1974 ) se ha podido demostrar gue en el tercer cdfa de in-
cubacifn de embriones de pollo el rudimento pancreético dorsal -
contiene glucagdh-. Sin embargo otros autores ( TANIZAWA y FUJI-
TA,1966 ) no pudieron encontrar células A granuladas en el p4n -
creas embrionario de pollo antes del 62 dfa de desarrcllo. Célu—
las A y D han sido observadas en sl péncreas embrionarioc de co -
bayes,diferencidndose antes ( en el 262 dfa ) las células A que

las células D.

Lin ( LIN-HSIANG y POTTER,1962 ) ha sugerido gue duran—
te el desarrcllo embricnario humano aparecen dos generaciones de
islotes. ODurante la 82 semana de gestacidn surgen unos islotes -
primarios los cuales alcanzan la madurez durante el 32 mes,des-
puds del cual degeneran. Los islotes secundarics se desarrollan
de las células de los conductos terminales en el tercer mes de -
gestacifn y constituyen los islotes permanentes de la vida adul-
ta. Estos autores piensan que las células A y B se desarrcllan -
directamente de las cflulas de los conductos. Sin embargo,no se
debe ignorar la posibilidad de una transformacién del tejido -
acinar en c8lulas de los islotes,no solo en el adulto sino tam—-
bién en el embrifn. Dieterlen-Lievre ( DIETERLEN-LIEVRE,1965 ) -
ha observado células acinares-islotes en embriones de pollo de -

21 dias,las cuales contenfan grénulos A,B8 y grdnulos de zimdgeno.

Ya que la insulina y el glucagéfn se encuentran en el -
péncreas embrionario en estados muy tempranos,eslégico que sjer-
zan efectos metabdlicos en el embrién en desarrollo. La insuli-
na incrementa la asimilacién de glucosa del corazdén de embrién -
de pollo desde el 72 dfa de incubacién,pero no antes,indicando -

el desarrollo en el corazén embrionario de un sistema de trans-—



porte de glucosa sensible a la insulina ( GUIDOTTI y col.,1961 ).
Por otro lado 21 glucagéin provoca una marcada glucogenolisis hepé-

tica en embriones de pollo de 9 dfas ( GRILLO,1965 ).

-

2.1.- Caracterfsticas morfoldgicas de las células endocrinas -

del péncreas. Interrelaciones morfofuncionales.

Estudios realizados con la ayuda del microscopio elec -
trénico han establecido las principales carecteristicas morfolégi-
cas de las células A y B,los cuales, junto a otros estudios reali-
zadas con técnicas histoquimicas y de inmunofluorescencia,indican
que estas cflulas son el lugar de almacenamiento del glucegdn y la
insulina, Posteriormente,un tercer tipo de célula,denominada célu-—
la D,fue identificada en islotes de humanos y de varias especies -
de vertebrados consideréndola como un tipo celular independiente -
( FUJITA,1968 y CAVALLERO y SOLCIA,1968 ) cuyas caracterf{sticas =
ultraestructurales hen sido bien establecidas ( SHIBASAKI e ITO, -
1969 y WELLMANN y col.,1971 ).

Recientes estudios al microscopioc elsctrédnico han indi-
cado que los islotes pancredticos pueden contener,ademds de células
A,B y D,un cierto nimero de otros tipos celulares. En el pé&ncreas
endocrino de fetos humanos { LIKE y ORCI,1971 ) se han identifica-
do unas cé&lulas que podrfan ser productoras de serotonina,gastrina
y catecolaminas. En islotes de nifios con hipoglucemia grave ( MI-
SUGI y col.,1970 ) se ha observado un cuarto tipo celular con pe-
guefios grdnulos secretores. Cuatro tipos celulares han sido tam-
bién encontrados en islotes de recién nacidos ( DECONINCK y col.,

1972 ) y cinco tipos celulares en islotes de adultos.
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- Célula B. Cada grénulo beta estd compuesto de una porcién central
moderadamente densa rodeada por un saco membranosc esférico. E1 nd-

cleo es bastante polimorfo pudiendo tomar la forma de barra,rectén-

gulo,esfera o eguja. Entre el nfcleo y la membrana hay un amplio

espacio vacfo caracterfstico de este tipo celular.

- C&lula A. Los grdnulos son redondos,densos y de tamafio medio y

estdn compusstos de una porcién central densa rodeada de un haloc -
periférico menos denso. Teniendo en cusnta que con la tincidn de -
plata de Grimelius el centro del grdnulo no es reactivo,mientras qus
los granos de plata se depositan selectivamente en la parte esxtertior
del grédnulo y que,por el contrario,estos ndcleos reaccionan con an-
ticuerpos antiglucagén ( BUSSOLATI y col.,1971 ),es razonable pensar
age en los grénulos alfa,aperte del glucagén,estd presente algdn otro
componénte cue reacciona positivamente con el método de plata de -

Grimelius.

- Célula D. En microfotograffas electrdénicas de islotes humanos, -
las células D aparecen con une forma ovoide o alargada. Los grénulos
son grandes,numerosos y se encuentran smpaquetados muy Jjuntos. Estos
grénulos estdn rodeados de una membrana estrechamente aplicada sin -
ningdn tipo de espacio clarsc entre el saco membrencsc y el ndcleo -
esférico. Células D similares a las de los islotes se han localizado
en la mucosa gastroduodenal de humanos ( KOBAYASHI y col.,1971 y VA-
SALLO y col.,1971 ) y varias especies de memfferos ( SOLCIA y col.,=-
1570 y CAPELLA y SOLCIA,1972 ). Se ha sugerido que estas células D -
pueden ser el sitio de produccién de la gastrina localizada en el -
péncreas,pero de una forma inequfvoca se sabe que las células D tan-
to pancredticas como gastrointestinales,producen somatostatina ( om-

CI y col., 1976 ).
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Aparte de estos tres tipos celulares descritos se han lo-
calizado también otros tipos celulares : 1) pequerias células granu-
ladas, loealizadas fundﬁmentalmente en la periferia de los islotes y
en el estémago ( KOBAYASHI y col.,1971 ) y duodeno humanos ( KOBAYA-
SHI y €0l.,1970 ) y 2) células mostrando las propicdades de tincién
y la ultraestructura ds las células enterocromafines del intestino

( PARRILLA y c0l.,1969 y LIKE y ORCI,1976 ).

Estudigs de inmmunofluorescencia con suercs antiglucagén, -
antiinsulina y antisomatostatina en secciones seriadas de islotes -
de rata,indican gue las cflulas conteniendo glucagén ccupan la par-
te més periférica del islote,mientras que las células conteniendo -
somatostatina forman una capa dispersa de células y poco delimitada
en proximidad a la capa mds externa de células conteniendo glucagén.
Las células B ocupan el interior del islote y representan aproxima-

damente el 80% de toda la poblacién celular:

CELULA - A

(glucaagén )

’ CELULA - D

@ CELILA - B

(insulina)
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Dada la accién supresora de la somataostatina sobre ls 1li-
beracifn de glucagdn e insulina y,debido a la localizacién de las -
células D entre las células A y B,se ha sugerido que aguellas célu-
las podrfan ser importanteé en gl funcionamiento normal del islote

bloqueando la liberacién de glucagén e insulina.

Anélisis al micrascopioc elsctrénico junto con tfcnicas de
criccorrosién han revelado la presencia.-de complsjos de unidn entre
las células de los islotes ( ORCI y col.,1975, ORCI y col.,1975 y -
ORCI y c0l.,1973 ). Se han descrito dos tipos de especializeciones
de membrana : uniones {ntimas y nexos de unién. Las primeras se -
caracterizan por una oclusifn del espacio intercelular debido a la
fusifn de las capas m&s externas de membranas plasmdticas adyacen-
tes,siendo més abundantass en &reas donde es necesaria una comparti-
mentalizacién ffsica del especio intercelular. Los nexos de unién -
se piensa que pueden reprssentar rutas de baja resistencia a través
de las cuales pueden tener lugar comunicaciones eleétricas y meta-
b6dlicas de una célula a otra. E1 papel de estas especializaciones
de membrana =n el islote no esté adn claro,pero su presencia podria
explicar ciertaos fendmenos cbservados de la funcifn de los islotes
no totalmente explicados en términos exclusivamente de respuestas -

hormonales a estfmulos externos.

La estrecha asociacidn morfoldgica entre las células de -
los islotes, junto con la existencia de especializaciones de membra-
na,hacen sugerir la existencia de un mecanismo de regulacidén local
intra-islote sobre la liberacién de las hormonas producidas por es-

tas células.
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2.2.- Aspectos citolfgicos de los procesos de sintesis y secre-

cidn de _glucagén.

Se admite actualﬁenté que la sfntesis de glucagén comien-
za con la formacién de proglucagén,seguido por su conversidn en glu—
cagén y posterior almacenamiento en los grénulos alfa. Aunque la -~
existencia de este precursor estd firmemente establecida { HELLERS-
TROM y col.,1974, NOZ y BAUER,1973, NOE y BAUER,1975 y O°CONNOR y
LAZARUS, 1973 ),los pascs involucrados en la sfintesis de progluca-
gén y su conversifn en la hormona genuina son peor comprendidos -
que las del par proinsulina-insulina. Sin embargo,por estudios re-
cientes ( HOWELL y HLLERSTROM, 1974, NOE y BAUER,1971 y NOE y col.,
1977 ) se sabe que el proglucagén es inicialmente sintetizado en -
el retfculo endoplésmico rugosc y transportadoc subsscuentemente
a los grénulos de secrecifn. Este transporte es muy rédpideo , si se
compara con la acumulacién de precursores en dicho retfculo endo-
plédsmico. La conversién de proglucagén a glucagén ocurre en los -
gréinulos secretores; en ellos,el ritmo de acumulacién de pépticos
de tamafio igual al glucagdn es relativemente bajo lo cual,aundue
en parte puede ser atribuido a los procesos de secrecidén,parece -
ser debido principalments a la existencia de un mecanismo lento -

de conversién de proglucagén a glucagén.

Una vez sintetizado el glucagfn,este es” liberado al es-
pacio extracelular. Las bases estructurales de esta liberacidén no
estdn claras. Varios autores han sugericdo que esta liberacién ocu-
rre a través de una disolucién imtracitoplasmética del gfanulc se-
cretor ( MUNGER,1962, RHOTEN,1973 y SMITH,1975 ) , mientras otros

han propuesto que el contenido del grdénulo es liberado por un me=—
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canismo de exaocitosis ( ESTERRUIZEN y HOWELL,1970,LECLERCQ-MEYER y
col. 1976 y UNGER,1976 ). Recientements Carpentier ( CARPENTIER y
col.,1976 )ha estudiado los acontecimientos funcionales y morfaold-
gicos involucrados en la secrecién de glucagén y observé que la .
exocitasis es el principal mecanismo responsable de la liberacién
de glucagén durante la estimulacién con arginina,siendo el calcio
indispensable para que esto ocurra. Al igual gue otras hormonas -
polipéptidicas,el glucagdn se libera fundamentalmente por exocito-
sis,aungue la existencia de ctros mecanismos de secrecién no debe

ser excluida.

2.3.- Bases citolégicas dsl glucagén extrapancredético.

A partir del descubrimiento de una femilia de polipépti-
dos de origen entérico con inmmunoreactividad semejante a la que -
posee el glucagén pancredtico ( GLI ) ,se ban realizado numerosos
estudios inmunocitoquimicos con objeto de localizar las células -
productoras de GLI. Estas investigaciones se han basado en la uti-
lizecidn de dos tipos de sueros antiglucagén llamados especificos

y no especificos o C-terminales y N-terminales,respectivamente.

Con el susero antiglucagén no especifico se pudo identi-
ficar una poblacifn de céflulas inmunoreactivas en la mucosa intes-
nal post-duodenal ( GRIMELIUS y col.,1976,IT0 y KOBAYASHI,1976 v =~
LARRSON y col.,1975 ) . Gracias a la aplicacién de técnicas de mi-
croscopia electrénica e inmunocitoqufmica ( POLAK y col.,1971b } -
sabemos Gue las células L { CAVALLERO y col.,1972 ) intestinales -
sintetizan GLI y poseen caracterfsticas diferenciales con las cé-

lulas A pancreéticas. Sus grénulos son grandes y,en general,redon=-
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dos con una membrana limitante estrechamente eplicada a la porcién
mds densa a los electrones que representa el acimulo de GLI. Este
GLI posee una reactividad inmunoldgica semejante a la regién 2-23

de la secuencia de aminodcidos del glucagén.

M8s recientemente,y con la ayuda de sueros antiglucagén
especificos ( C-terminales ),se han encontrado células conteniendo
glucagén en la mucosa oxfntica géstrica de perros ( BAETENS y col.
1976 y SUNDLER y co0l.,1976 ) y de otros mam{feros ( LARRSON y col
1975b ) las cuales son indistinguibles de las células A del pén—
Creas poseyendo,al igual que estas,un halo distintive entres la -
porcifn m&s densa y la membrana del grénulc secretor. Células A -
han sido también identificadas en un fundus gédstrico humano por -
medio de tincién con inmunoperoxidasas ( MUNOZ-BARRAGAN y col., -
1977 ),pero otros intentos paras demostrarlas en mucosa gé&strica -~
humane no han dado resultados positivos. En estudios al microsco-
pio electrdfnico se han observado células A en el sstémago de fetos
humanos y en el duodenc de humanocs adultos y Knudsen ( KNUDSEN vy
col., 1975 ) ha identificado inmunoreactividad para el glucagén de
tipo pancredtico en el colon humano. Recientemente también Laviren—
ce ( LAWRENCE y col.,1976 ) ha encontrado en las gléndulas saliva-
reé de varias especies de animales éelulas con reacciones positi-

vas con sueros antiglucagén.

En 1979 Ravazzola ( RAVAZZOLA y col.,1979 ) utilizando -
un antisusro especi{ficamente dirigido hacia un GLI intestinal re-
cientemente purificado ( glicentina ) y gue no tiene reaccién cru-

zada con el glucagdn,han observado :

1) Que las células L intestinales contienen inmunoreactividad pa=-

ra la glicaentina y que este material estd localizado en los gré-



16.

nulos secretorss y

2) Que la célula A pancredtica de rata,cerdo,perro y humanos y la -
célula A géstrica de perro contienen,en adicién al glucagén , una -

sustancia inmmunoreactiva igual que la glicentina.

Estos autores sugieren que la presencia de glicentima en
las cflulas A y L apoya fuertemente la idea de gque estos dos tipos

celulares estén ontogenicamente relacionados.

3.~ BIOSINTESIS DE GLUCAGON

Por estudios previos realizados con otras hormonas poli-
pept{dicas o con proteinas sin propiedades hormonales se sabe que =
estas son sintetizadas como péptidos mayores que la forma circulan-
te bioldgicamente activa. Parece ser cue estos precursaores biosinté-
ticos se encuentram al menos divididos en dos clases que han sido -
denominadas preprohormonas y prohormonas . £studios encaminados -
hacia la elucidacién del mecanismo de biosintesis de estas formas
parecen indicar que la preprchormona es sintetizada en el retfculo
endopldsmico rugoso en el cual es répidamente rota a la forma de =
prohormona;esta prohormona serfa entonces trasladada al complejo de
Bolgl y condensada en grédnulos rodeados de una membrana en los cua-
les se encontrarfan las enzimas responsables de la transformacién a

la forma activa de la hormana.

El mecanismo de biosfntesis de glucagén es menos conocico
que el de la insulina,habiendo sido estudiado en varios sistemas ex=-
perimentales tales como islotes aislados de paloma ( O°CONNOR y LA-
ZARUS, 1975, TUNG, 1973 y TUNG,1974 ),islotes de cobayas ( HELLERSTROM
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y col.,1972,HELLERSTROM v col.,1973 y HOWELL y col.,1974 ) pdncreas
de rata aislado y perfundidoc ( O°CONNOR y col.,1973 ) e islotes -
pancredticos humanos (NOE y col.,1975 ) . En todos ellos se ha -
podidoc incorporar triptéfanc marcade radiactivamente ( un componen-
te de la molécula de glucagén gque no esté presente en ninguna pro-
insulina caractesrizada hasta ahora ) en péptidos de un peso mole-
cular de 9000 o mayores. Estudios recientes indican que,al igual -
que para la mayorfa de las hormonas peptfdicas,en la biosfntesis -
del glucagén estd involucrado un precursor biosintético (0 °CONNOR
y col.,1973 , NOE y BAUER,1975,NCE,1977,NCE y ©0l1.,1977 y NOE y =
BAUER,1973 ). Noe { NOE y BAUER,1977 ) utilizando islotes aislados
de rape,han caracterizado un prscursor de un peso molecular de -
114001400 dalton el cual puede ser hidrolizado por tratamiento -
con tripsina y quimotripsina dando un péptido de tamafic igual al
glucagén. Hellerstrom y col. ( HELLERSTROM y col.,1974 ) mostraron
incorporacién de triptﬁfano—H3 en un material de 18000 dalton . =
Trakatellis y col. ( TRAKATELLIS y col.,1975 ) consiguieron también
aislar un péptido de un peso molecular de 9000 dalton . Noe y col.
( NOE y c01.,1975 ) eportaron por otro lado evidencia de un pépti-
do intermedio de 4900X400 dalton el cual,en muchos aspectaos,pare-
ce ser similar al fragmento de proglucagdn aislado y caracterizado

por Teger y Steiner ( TAGER y STEINER,1973 ).

Sin embargo,la mayorfa de las investigaciones encaminadas
a demostrar la transformacién dz precurscres de alto peso mglecular
en la molécula de glucagén,o péptidos relacionados con €1,no han -
dado resultados positivos. O0°Conndr y L&zarus ( O°CONNOR y LAZARUS,
1976 ) estudiando islotes aislados de paloma concluyeron que ng -

existfa ningdn tipo de relacién precursor-producto entre un "macro-
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glucagén " de 8500 dalton y el glucagdn de 3500. Estos resultados
difieren de los encontradas por otros autores ( NOE y BAUER.IS?SF)
quienes encontraron una transformacién de péptidos de un pesoc -mole-~
cular entre 9000~-12000 dalton . a un péptido con un peso molecular -
aproximado al del glucagén. Andlisis posteriores de esta transfor-
macifn indicaron que esta puede ocurrir en varios pasos en los que

estarfan implicados unoc o més productos intermedios.

3.1.= Caracterfsticas del GLI

Sutherland y De Duve ( SUTHERLAND y De DUVE,1948 ) demos-
traron actividad glucogenolftica en extractos alcohol-écido del trac-
to gastrointestinal de perros. Posteriorments Makmann y Sutherland -
( MAKMANN y SUTHERLAND,1964 ) encontraron que los extractos de la -
mucosa gastrointestinal de perros y humanos eran capaces de activar
la adenilato ciclasa de membranas plasm&ticas hepédticas. Posterior-
mente otros autores ( SAMOLS y col.,1965 ) encontraron que le admi-
nistracién oral de glucosa provocaba un incremento en los niveles -
de glucagdén inmunoreactivo ( medidos con antisueros no especi{ficos )
circulante y posteriores estudios sugirieron que este componentes era
de origen intestinal m&s que pancreético ( SAMOLS y col.,l966 ),re-
lacionado con lo gue hoy conocemos como GLI. Unger y col. ( UNGER y
col,., 1966 )han confirmado la presencia de GLI en el intestino,encon-
trando gque estd presente en grandes cantidades en el yeyuno,{leon y
colon y,en pequefias cantidades,sn el estémago y duodena. Este mate~
rial intestinal difiere del glucagdn pancredtico en varios aspectos:
mayor peso molecular,reducida actividad glucogenolftica.y diferente

reactivided inmunol8gica frente a antisueraos contra glucagén. E1 -
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términc GLI ha sido propuesto por Unger para denominar a esta serie
de polipéptidos sintetizados en las células L intestinales y con -
una inmunoreactividad semejante a la de la regién 2-23 de la molé-

cula de glucagén.

Por otro lado,utilizando anticuerpos especf{ficas ( C-ter-
minales ) para el glucagén pancredtico,dirigidos contra la regién -
27=-29 de su molécula,tres grupos de autores ( VRANIC y co0l.,1574, -
MATSUYAMA y FOA,1974 y MASHITER y col.,1975") han mostrado la pre-
sencia de niveles normales o incrementados de glucagén en el plasma
de perros totalmente pancreatectomizados. Se plensa que este mats-
rial es semejante al detectado en extractos de la mucosa gastroin-
testinal ( SASAKI y col.,1975 y PENHOS y co0l.,1975 ) el cual pare-
ce ser sintetizado por las células A localizadas en el estémago y -
duodenc fundamentalmente . Este glucagdn gastrointestinal,en contras-
te con el BLI de localizacién poste—ducdenal,es biolégica,inmuncquf-
ca y fisicoqufmicamente indistinguible del glucagén pancredtico -~
( SASAKI y col.,1975 ) vy es liberado a la circulacién sanguinea en
grandes cantidades,especialmente en animales diab&dticos ( wukioz-8A~
RRAGAN y col.,1976,BLRZQUEZ y col.,1976 y BLAZQUEZ y col.,1977 ). -
La existencia de un material semejants al glucagén pancredtico en -
la circulaciéfn sangufnea de ratas pencreatectomizadas y completamen=—
te evisceradas ( PENHOS y col.,1975 ) han conducido & la bdsqueda de
otras fuentes de glucagén extrapancreético encontrdndose un material
inmunoreactivo para glucagdn con un peso molecular de aproximada-
mente 70000 en las gléndulas salivares de animales de experimenta-
cién y humanos ( LAWRENCE y col.,1975,LAWRENCE y col.,1977 y LAY-
RENCE y col.,1576 ).
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La gran heterogeneidad de péptidos de procedencia intes-—
tinal ( VALVERDE y col.,1970,UNGER,1973 y MARKUSSEN y SUNDBY,1970)
o pancreitica ( NOE vy BAUEB,IQ?S,TAGEH y STEINER,1973,NOE y col.,
1977 y TAGER y STEINER,1974 ) gue reaccionan con antisuercs espe-
c{ficos o inespec{ficos para glucagdn,ha obstaculizado su estudio
estructural y las posibles relaciones existentes entrs ellos. No -
obstante,Sundby y col (SUNDBY y col.,1976 ) han conseguido aislar
un péptido de 100 aminodcidos y con un peso molecular de aproxi -
madamente 12000 ( GLI-1 o glicentina ) a partir de 200 Kg de in-
testino porcino. Su caracterizacién parcial ha mostrado que posee
las secuencias 7-13 y 27-29 de la molécula de glucagén y que su -
decapéptida C-terminal es andlogo,si no idéntico,al decapéptido -
C-terminal da un fragmentoc de proglucagén aislado por Tager y St=i-
ner ( TAGER y STEINER,1973 ) hace unos efios. Datos més recientes
indican que los dltimos 37 residuos amincdcidos del extremo car-
boxilo terminel de la glicentina forman la secuencia completa de
amino&cidos del glucegfn m&s el octapéptido C~-terminal comdn a la
glicentina y al fragmento de proglucagén. Se ha conseguido también
caracterizar ( TAGER y MARKESE, 1579 ) parcialmente dos péptidos -
intestinales de 8000 y 12000 dalton que reaccionan solc con sue=-
ros antiglucagdn N-terminales y un péptido pancredtico con un peso
molecular eproximado de 9000 dalton. que no posee ningdn resto -

afiadido al extremo carboxilo terminal de la molécula de glucagdén.

En el siguicnte esguema se resume la informacién cbtenica
hasta ahora sobre las secuencias hom8logas de los péptidos de pro-
cedencia intestinal o pancredtica pelacionados de alguna forma can

el glucagén:
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GLI-1 H2N~ CDZH

P&ptido- : sIntesting

8000 dalton HZN’V““\f\' ¢\002H

———nC0

Proglucegén H2N 2H )

Péptidao-

9000 dalton H2N C02H S
Péncreas

Glucagén HZN—————————-COZH

La baja,o nula,immunoreactividad de la glicentina,y en =
general de los GLIs intestinales,con suerpos especi{ficos para glu-
cagén podrfa deberse a un enmascaramiento estructural de la secuen-
cia carboxilo terminal de la molécula de glucagdn presente en este

grupo de péptidos.

Todos los datos quimicos e inmunoldgicos que se poseen -
hasta ahora, junto con el descubrimiento ( RAVAZZOLA y col.,1579 )
de que un material inmunoreactiveo igual que la glicentina estd -
presente en las c&lulas A pancreéticas y L intestinales,han condu-
cido a la hip8tesis de que 1) los GLIs intestinales de distintas -
especies contienen la secuencia total homéloga del glucagdén,2) que
los precursores del glucagén encontrados en las células A pancreé-
ticas ( O‘CONNOR y col.,1573,NOS y col.,1975 y NOE y BAUER,1975 )
estén inmunoquimicamente relacionados con estos polipéptidos vy -
3) que las células A y L sintetizan sus productos de secrecién -
via la glicentina o un precursor semejante a la glicentina. La -
diferencia esencial entre las cflulas gastrointestinales que sin-

tetizan y liberan GLIs y las células A pancredticas ( que sinteti-
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zarfan glucagén via "GLIs intestinales” ) estribarfa en la presen-
,cia o no de una maguinaria snzimdtica responsable de la ruptura de
los productos primarios hagta la molécula de 3500 dalton . o gluca-

gén genuino.

4.~ MECANISMOS DE CONTROL PARA LA SECRECION DE GLUCAGON

La secrecifn de glucagdn estf regulada por factores ner-
viosos,endocrinos y metabflicos. Asimismo distintas drogas pueden

modificar la liberacifn de sesta hormona.

Teniendo en cuanta la importancia del glucegén en la re-
gulacidn del metabolismc de carbohidratos,l{pidos y proteinas,es -
16gico pensar que estos combustibles y,especialmente la glucosa, -
sean determinantes principales de la funcidn secretora de las cé-
lulas A. La glucosa provoca una clara inhibicién de la secrecidén
de glucagén ( GERICH y co0l.,1974 ). In vitro, la respuesta 1/2 mé&-
xima y méxima de las cflulas A a la glucosa tiene lugar a una con-
centracién de esta de 5 y 10mM. Una répida disminucidén ea 1la con-
centracién de glucosa ( < 3mM ) provoca una liberacién rdpida y
multifédsica de glucagén. E1 mecanismo por el cual la glucosa supri-
me la secrecifn de glucagdn es desconocido,pero podria resultar en
parte de las posibles interrelaciones entre las células A y 8 y de
la dependencia de la célula A de la secreciéfn de insulina. La glu-
cosa puede,sin embargo,actuar directamente a través de un glucore-
ceptor. E1 efecto de la concentracién de glucosa en las respuestas
de las cflulas A y B puede ser un fector importante en el manteni-
miento del estrecho intervaloc de glucemia presente en sujetos nor-

males. En ausencia de situaciones de estres o diabetes,concentra-
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ciones elevadas de glucosa son el m&s potente supresor fisiolégico
de la secrecién de glucagén,y una hipoglucemia acentuada es su mds

potente estimulante.

-

Los aminodcidos estimulan la liberacifn de glucagén de -
una forme mucho méds efectiva que la de insulina. En sl perro,aspa-
ragina,glicocola y fenilalanina son los mds efectivos,mientras que

en el hombre es la arginina.

Aunque la elevacién experimental de 4cidos grescs provo-
ca una disminucién én la secrecién de glucagén in vivo ( EDWARDS vy
col.,1969 ) e in vitro ( EDWARDS y col.,1970 ),parece ser que este
efecto no es de gran importancia fisiolSgica. También el (3-hidro-
xibutirato,aceteacetato y glicerol afectan la liberacién de gluca-
gén ( WYCKX y LEFEBVRE,1970 y GROSS y MIALHE,1974 ) aunque sus -
efectos varfan en las distintas especies y condiciones experimen-

tales utilizadas.

Las hormonas pueden afectar la secrecifn de las células
A de una forma directa o indirecta. Altas concentraciones de glu-
cagén circulante han sido encontradas en pacientes diabéticos ju-
veniles y adultos y en animales hechos diabéticos con estreptozo-
tocina o alloxana,lo cual puede ser corregido por la administra-
cidn de insulina. Estas observaciones han hecho pensar en un efecw-:
to directo de la insulina sobre las células A,aunque el mecanismo
involucrado no es bien conocido. Ostenson y col. ( OSTENSON y col.
1977 ) m®mpleando islotes aislados de cobayas observaron que la :-
adicidn de insulina al medio de incubaciéfn provocaba un significa-
tivo incrementoc en el contenido de ATP de la c8lula A y también un
aumento de la utilizacidn de glucosa por estas células,sugiriendo

esto que el efecto supresor de la insulina sgbre la liberacién de



glucagdn puede estar mediado a travds de una metabolizacién ace-
lerada de la glucosa por la célula A. Sin embargo,los mecanismos
moleeulares precisos implicados en la accién de la insulina sobre
la célula A vy la razén por la cual estas células llegan a ser -
funcionalmente estimuladas por un decaimiento en los combustibles

ricos en energfa debe adn ser clarificado.

De las hormonas hipotaldmicas,sclo la somatostatina se
ha mostrado que afecta directamente la liberacién de glucagsn -
( FUJIMOTO y "ENSINCK,1976 ). Este agents inhibe el efecto de to-
dos los estimulantes estudiados para el glucagén. Sin embargo,se
ha podido tambifn observar que la administracifn sistemd&tica de
dos péptidos hipotalémicos : 8ustancia P y neurotensina (BROWN y
VALE,1976 y CARRAWAY y LEEMAN,1973 ) incrementa la concentracién

plasmética de glucosa y glucagdn en la rata.

Las hormonas gastrointestinales puedea también afectar
la liberacién de glucagén. Se ha observado que la gastrina { UN-
GER y col.,1967 ) , pancreczimina~-colecistoquinina ( UNGER y col.,
1967 ) y el péptido inhibidor géstrico ( GIP ) ( BATAILLE y col.,

1977 ) estimulan la liberacién de glucagén. £1 péptido intestinal

vasoactivo ( VIP ),al igual que el GIP , es liberado después de

la ingestifn de nutrientes y,a ‘través de un mecanismo hormonal

clésico,induce la secrecidn de insuline y glucagén. E1 VIP,al -

igual que la somatostatina,al ser producido también por células

espec{ficas del pdmncreas puede modificar la actividad secretora

de las células A y B vecinas sin necesidad de ser liberado a la

circulacién sangufnea.

Por estudias realizados con la ayuda del microscopio -

dptico y electrénico,se conoce la existencia de terminaciones del
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sistema nervioso autfnomo préximas a las células A y B ( KOBAYA-
SHI y FUJITA,1969 ). De esta forma se sabe,que las células A y B
estdn en estrecho contacto con terminaciones nerviosas colinérgi-
cas y adrenfrgicas ( HENULD,IS?l ). El sistema nerviosc central,-
criticamente dependiente de glucosa para su metabolismo,contiene
uno o m&s centros nervicsos sensibles a la concentracifn de gluco-
sa en sangre,los cuales ponen en marcha une serie de mecanismos -
como respuesta a la hipoglucemia ( SAKATA y col.,1963 ). Esta res-
puesta incluye estimulacién de la secrecidn de glucagén y adrena-
lina.vfa rutas simpdticas y una accifn directa neural sobre la -
glucogenolisis hepdtica ( SHIMAZU y AMAKAWA,1968 ). E1l papel de -
los mecanismos neurales en la regulacién fisiolfgica de la secre-
cidn de glucagén no esté totalmente esclarecida., =1 sistema ner—
vioso autdnomo tiene un papel importante en la respuesta de los -
islotes sl estres mediante el sistema simpético,el cual estimula
la secrecién de glucagén e inhibe la de insulina y a través cel =
sistema nerviosoc parasimpdtico,que facilita la liberacién de ambas

hormonas.

Aparte de los agentes estudiados hasta ahora,existen -
otra serie de factores tales como hormona del crecimiento,ACTH, -
TSH,catecolaminas y Ca?* que pueden afectar la secrecifin normal de
los islotes,aunque los efectos parecen ser mediados de una forma

indirecta.

En pacientes con dizbetes mellitus { FOA,1972 y UNGER,-
1972 ) han sido descritas numerosas anormalidades de la secrecién
de glucagén. En la cetoecidosis ( MULLER,1973 ),come hiperosmolar

no ceténico ( LINDSEY y co0l,1974 ) y diabetes mal controlace ( MAT-

SUYAKA y col.,1975 ),los niveles plasmdticos de glucagdn se encusn—
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tran marcadamente elevados. En pacientes con una hiperglucemia mo-
derada,los valores de glucagén estdn a menudo dentro del interva—
lo normal,pero estos valorgs son mayores que los encontrados en -
individuos no diabdticos a los cuales se les ha producido una hi-
perglucemia semejante. La respuesta secretoras anormal de la célu-
la A en la digbetes mellitus se caracteriza por dos aspectos fun—

damentales:

1) Respuestas disminuidas a la glucosa ( falta de inhibicién de la
secrecifn de glucagéfn por la hiperglucemia y falta de estimulacién

por lazhipoglucemia ) y

2) Respuestas excesivas a varios estfmulos,quizé como resultado de
un glucoreceptor anormal,lo cual podrfa explicar la incapacidad de
la insulina para normalizar totalmente estas respuestas inapropia-

das del glucagén a la glucosa.

Existen también otra serie de anormalidades en las cuales
la funcién de las cflulas A y/8 B estd alterada. En una gran varie-
dad de enfermedades con un balance negativeo de nitrégenoc y con una
pérdidg importante de peso,la concentracidén molar relativa de insu-
lina a glucagén esté reducida. Parece ser que cuando el cociente -
insulina/glucagén es menor de 2 o 3,existe una tendencia a una pér-
dida excesiva de nitrégeno. En general,los desfirdenes caracteriza—
dos por un catabolismo aumentado,como cirrosis avanzada 3 insufi-
ciencia renal y enfermedad de Cushing,van acompafiados de una hiper-

glucagonemia.

5. MECANISMO DS ACCION DEL GLUCAGON

Las hormonas se han clasificado a menudo en dos grandes



27.

grupos de acuerdo a su cindtica de accién y a los mecanismos por -
los cuales ejercen sus efectos intracelulares en los tejidos dia-
na. E1 primer grupo estd compuesto por las hormonas esteroideas y
tirgideas que atraviesan libremente la membrana plasmética celular
e interaccionan con receptores intracelulares. Estas hormonas se -
unen a un receptor citopldsmico soluble, produciéndose a continua-
cifn una migracién del complejo receptor-hormona al ndclec celular
donde controla la sintesis de RNAs mensajeros especfficaos { YAMAMO-
TO y ALBERTS,1976,SAMUELS y col.,1973 y OPPENHEIMER y col.,1973 ).

. E1l segundo grupo esté constituido por las hormonas poli-
pepti{dicas y las catecolaminas que interaccionan con receptores lo-
calizados en la membrana plasmdtica de las células diana. Como con-
secuencia de la unién hormona-receptor se inicia la sfintesis de fac-
tores intracelulares que sirven como segundos mensajeros y que son
responsablaes de la expresifn celular de la accifn hormonal. E1 me-
jor definido de estos segundos mensajeros es la edenosina 3%-5’-mo-

nofosfato ( AMP cfclico ).

E1l glucagén,lleva a cabo su accidn biclégica interaccio-
nando con recsptores espec{ficos situados en la membrana plasmiti-
ca de las células diana,lo cual conduce a la activacién de un compo-
nente efector o adenilato ciclase también presente en la membrana =-
plasm&tica,que cataliza la conversidn de ATP a AMP cfclico. E1 re-
conocimiento de la hormona por el receptor es altamente especifico,
ya que la eliminacién del primer aminofcido de la molécula de glu-—
cagén ( histidina ) lleva consigo una significativa reduccién en la
unién de la hormona por sus receptoress hepéticos ( RODBELL y col.,
1971d y LIN y col.,1975a ). Esto indica que determinados fragmentos

del polipéptido son indispensables para su reconocimiento por el -
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receptor.

En los Ultimos afios se ha hecho evidente que la activa-
cidn de la adenilato ciclasa por hormonas estd regulada por nucleé-
tidos y nucledsidos. Estos ejercen su funcifn afectando no solo el
grado de estimulaciéfn producido por la hormona sino cue también -
actlan sobre la actividad basal y las interacéiones hormona-recep-
tar. De acuerdo con esto,se ha encontrado gue para que la unién de
glucagén a membranas plasmlticas hep&ticas sea reversible se re -
quiere la presencia de concentraciones micromolares de GTP o mili-

molares de ATP ( RODEELL y col.,1971a ).

En sucariotas,los efectos intracelulares del AMP cfclico
( y por tanto de las hormonas .gue como el glucaegén actdan a tra-
vés de &1 ) parece que estén mediados por una protefn cuinasa depen-
diente de AMP cfclico. E1 AMP cfclico se asocia con una proteina re—
ceptora espec{fica la cual parece servir como subunidad reguladora
de estas protefn quinasas ( KuQ y GREENGARD ,1969 ). La distribucidén
intracelular de estas protefn guinasas dependientes de AMP cfclico
varfa no solo entre tejidos sino también en el mismg tejido duran-
te el desarrollo tisular y el ciclo celular. La enzima ha sido en-
contrada fundamentalmente en el citoplasma de las fibras musculares
( RUBIN y c0l.,1972 ),en membranas sindpticas y microsomas del ce-
‘rebre ( MAENG y col.,1971 ),membrenas microsomales y grénulos se-
cretores de la hip&fisis { LEMAIRE y col.,1971 },en la membrana ce-
lular de eritrocitas ( RUBIN y col,1975 ) y en el citoplasme y re-
tficulo endoplésmico lisc y rugoso de la corteza adrenal ( WLTCON y
GILL,1973 ).

Existen al menaos dos formas de protefn guinasas dependien-

tes de AMP ciclico normalmente conocidas como tipo I y tipo II. -
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E1l holoenzima AC ) posee un peso molecular de 165000 y consta

2
de un dimero de la subunidad reguladora cue une AMP cfclico combi-
nado con dos subunidades catalfticas en las que se encuentra el
centro activa. Las formas I y II parecen diferir principalmente en
la subunidad reguladora y normalments se considera gque tienen una
subunidad catalftica idéntica,aunque esto no ha sido rigurosamente
establecido. E1 holoenzima ( R.C, ) es inactivo ya que el dfmeroc
regulador ejerce un efecto inhibitorio sobre las subunidades cata-
1fticas. En presencia de niveles saturantes de AMP cfclico el
holgenzima une dos moléculas de AMP cfclico y se disocia pars dar
dfmeros de la subunidad reguladora y monémeros de la subunidad ca-
talftica :

HZC

o ( imactiva ) + 2 AMPc ——> R, ( AaMPc ) + 2 C ( activa )

£1 complejo 9202 se forma de nuevo rédpidameats cuando disminuyen -

los niveles intracelulares de AMP cfclico.
El incrementoc en las subunidades catalfticas activas pro-
voca una fosforilacién de un cierto ndmero de enzimas y proteinas

celulares utilizando el ATP comc donador del grupoc fosfato.

La protefn quinasa dependisnte de AMP ciclico fue origi-
nalmente descubierta por su habilidad para fosforilar y activer la
fosforilasa quinasa de mfisculo e hfgado ( WALSH y col.,1968 ). Esta
Ultima enzima se ha encontradoc en tres formas b,a‘y a,las tres de-
pendientes de Caz' . Parece ser que la forme més activa es la a.Por
estudios realizados con slectroforesis en gel de poliacrilamida se
han podido aislar cuatro componentes proteicos a los cuales se les

ha denominado o¢ { pesc melecular 145000 ),«’'(peso molecular 140C00),



(2( pesoc molecular 128000 ) y ¥ ( peso molecular 45000 ). Parece
ser que estos cuatro componentes son derivados de dos isoenzimas
con las estructuras (x'(3 )’) a? (xp ) 4+ L8 protefn quinasa depen-
diente de AMP cfclico activa la fosforilasa quinasa a través de -
la fosforilacién de las subunidades« y (3 para der la forma a ac-
tiva del enzima. La fosforilasa guinasa se encuentra también regu-
lada por otras dos enzimas : X y @.fosforilasasquinase fosfatasas
gue desfosfarilan las subunidades u>r(3del enzima dando la forma

b inactiva.

La forma a activa de la fosforilasa guinesa cataliza la
transformacifn de la forma a ( activa ) de la gluclgenc fosforila-
sa a través de la fosforilacién de dos moléculas de fosforilasa b.
La interconversién entre las formas active o fosforilada e inacti-
va o desfosforilada estd también regulada por la fosforilasa fos—
fatasa que provoca la pérdida de los grupos fosfato de la forma a
conduciendo a la disociacifin de esta en dos moléculas de fosfori-

lasa b;

La glucégeno sintetasa,igual que la glucégeno fosforila
sa,se encuentra también sometida a regulacién por el AMP ciclica.
Se encuentra en dos formas : fosforilada ( forma b,inactiva ),de-
pendiente de la presencia de glucosa-6 fosfato,y desfosforilada -
( forma a,activa ),totalmente activa en ausencia de glucosa-6 fos-
fato. La gluc8genc sintetasa estd controlada por dos diferentes -
quinasas : protefn quinasa dependiente de AMP cfclico y glucégeno
sintetasa quinasa-2,que fosforilan sitios distintos del enzima., -
lLos grupos fosfato de la forma b del enzima son extraidos por una
protefn fosfatasa conduciendo a la forma desfosforilada o activa

del enzima.
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Sobre ambos sistemas enziméticos actiia el glucagédn con

objeto de llevar a cabo parte. de sus efectos bioldgicos.

En el siguiente esquema se resume la informacién abteni-
da hasta ahora sobre la regulacién del metabolismo del glucdgeno

y su relacién con los efectos del glucagén :

GLUCAGON
¥
RECEPTOR

ADENTILATO CICtifﬁ//// Fosfodiesterasa
ATP y > AMPC 5> 5°AMP

Protefn quinasa (C)

N

\ P- | GLUCOBEND SINTETASA-b [P Glucdgena sintetase
:&§f(fquinasa—2
[—Z—__lswcossm SINTCTASA=D |-P [GLUCOGEND SINTETASA=b P

Glucdgenc sintetasa ’//,//”
;iw £

Protein qu1nasa(8282)

quinasa=2 [ GLUCOGENG SINTETASA-a |
UDP—glucosa-+(glucosa);———————9 UDP + (gl:,:cczsa)l_wl
Fosforilasa
— fosiiégzgjjsf[ FOSFORILASA QUINASA ~b}:::::35555~;
P-| FOSFORILASA QUINASA-b| FOSFORILASA QUINASA =& |-P
= P-| FOSFORILASA fUINASA-ﬂ-P /}
P p

2| GLUCOBGEND FOSFORILASA=b| ~—— | GLUCOGENDO FOSFORILASA-a

Fosforilasa fosfatasa

o
( Glucosa L;FWDQ-—————a(Gluzosa)n_l

Glucosa 1P

Cuando la sefial del glucegén cesa, cl sistema ce las fos-
forilasas wvuelve a su estado inactivo a2 través de la accién de las

fosforilasas fosfatasas.
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Resumiendo,se puede decir gque el glucagén estimula la -
adenilato ciclasa incrementando por tanto el nivel de AMP ciclico.
Esto produce una amplia vgriedad de efectos. La activacién de la
fasforilasa s inhibicién de la actividad de la glucSgeno sinteta-
sa combinadas provoca una neta ratura del glucdgeno y esto, junto
con la estimulacidn de la gluconeogénesis,conduce a un incremento
en la produccidn de glucosa. La gluconeogénesis a partir de una -
emplia variedad de sustratos ( lactato,piruvato y aminofcidos ) -
puede tambifn ser estimulada parcialmente por el AMP cfclico debi-
do probablemente a un ritmo incrementado de la conversifn de pi-

ruvatg a fosfoenol piruvato.

Aspciados con estas efectos se ha obhservado una posible
regulacién por el AMP cfclico en la activecidn de enzimas involu-
cradas en la lipolisis como la triglicérido lipasa,transporte de
aminodcidos,proteolisis de protefnas enddgenas,produccién de urea
y también del ritmo de sfntesis de varias enzimas hep&ticas como
le glucaosa=-6 fosfatasa,serina deshidratasa,fosfopiruvato carboxi-

lasa y tirosina transaminasa.

6.- EFECTOS METABOLICOS Y PAPEL FISIOLOGICO DEL GLUCAGON

Ya que el glucagén y la insulina ejercen acciones biol4-
gicamente opuzsstas sobre los tejidos diana en los gue actdan,prin-
cipalmente el hfgado,sus concentraciones relativas pueden determi-
nar la direccién y magnitud del metabolismo de los nutrientes cla-
ve bajo una emplia serie de circunstancias. Park y Exton ( PARK y

EXTON,15972 )} fuercn los primeros que apuntaron la idsa de gue un
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cociente insulina/glucag8n elevado estimula el metabolismo de -
los nutrientes exfgenos a través de una glucogénesis,lipogéresis
y biasintesis de proteinas‘elevadas,mientras que un cociente insu-
lina/glucagén bajo favorece los procesos catabdlicos como la glu-—
cogenolisis,gluconeogénesis y cetogénesis. En situaciones como el
ayuno y/o durante un perfodo en el que exista une necesidad ele-
vada de combustibles,un cociente insulina/glucagén bajo pusde -
mantener el ritmo requerido de produccién de glucosa y prevenir =
la hipoglucemia & través de una glucogenolisis y gluconeogénesis

incrementadas.

En 1974 UYnger ( UNGER, 1974 ) propuso que los islotes de
Langerhans,mediante variacicones en las concentraciocnes relativas
de insulina y glucagén,poseen la capacidad de controlar la dispo-
nibilidad de los nutrientes y sustratos endfgenos de una forma -
adecuada para el aporte necesarioc de combustibles exégenos y los
requerimientos energ&ticos. E1 descubrimiento de acoplamientos es-
tructurales sntre las cflulas A y B ha hecho sugerir a varios au-
tores que el control ejercido por ellas sobrs el metabolismo lo

ejercerfan actuando como une auténtica unidad funcional.

La estimulacifn de la produccifn de glucosa por el higa-
do es,probablemente,la accifn del glucagdn de més importancia fi-
siol8gica en la mayorfa de las especies de mamfferos incluido el -
hombre. La estimulacidn por el glucagdn de la produccién de gluco-
sa es el resultado de tres procesos : estimulacién de la glucoge-
nolisis,inhibicién de la sfntesis de gluc8genc y estimulacién de la
gluconeogénesis. La accidn glucogenclf{tica del glucagén, junto con =
la inhibicidén de la sintesis de glucégeno,en el higado ,ha sido am-
pliemente demostrada”in viva ™ e "™ in vitro " ( FDA,1968 );ambos -

efectos son el resultado de la activacién de protefn quinasas por -




8l AMP cfclico cuyos niveles aumentan debido a le estimulacién de
la adenilato ciclasa por el glucagfn. E1 efecto glucogenolftico -
del glucegdn se ha podido observar cerca de 30 segundos después -
de que la concentracién dé AMP cfclico en el hfgado aumenta y no

se observa con concentraciones de glucagén demasiado bajas para -

activar la adenilato ciclasa.

E1l efecto gluconeogénico del glucagén se puede observar
con concentraciones solo ligeramente superiores a las requeridas
para estimular la rotura del glucégeno. La accién gluconeogénica
es también muy répida,siendo perceptible dentro del primer minuto
de exposicién del hfgado al glucagdn ( EXTON y PARK,1968 ). Sin -
embargo,sl mecanismo por el cual el glucagén activa la gluconeo-
génesis no estd muy clarc. Por estudios recientes parece ser que
la regulacifn se ejerce principalmente en dos sitios : 1) entre -
piruvato y fosfoenol piruvato y 2) al nivel de las reacciones ca-
talizadas por la fosfofructoquinasa y fructosa difosfatasa ( WI~
LLIAMSON y col.,1969 ). Parece ser también cue el papel del gluce-
gén es incrementar el ritmo de produccifn de glucosa por el higa-
do de una forma temporal,no manteniendo una elevada produccién de
glucosa durante perfodos prolongados ( FELIG y col.,1976 ). Este
efecto podrfa proteger al hfgadc contra una repentina disminucidn
de sus reservas de glucfgeno y proporcionarfa un mecanismc eficien-
te cuando se necesitaren cambics rdpidos en la producecién de glu-
cosa. S1 glucagdn extrapancredtico parece también tener un sfecto
importante en la produccifn de glucosa " in vivo " ( VRANIC y cal.

1977 ).

Se sabe ya desde hace mucho tiempo que el glucagén esti-

mula la produccidn de ur=a por el hfgado de rata aislado y perfun-
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dido { MALETTE y col.,1969 y PENHOS y col.,1966) y gue este efec-
to puede ser imitado por el AMP ciclico o por su dibutiril deri-
vado ( MALETTE y col.,1969 ). Sin embargo,este sfecto ureogénico
es menor que la accién glhcogenolitica de la hormona y no se obh-
serva con concentraciones de glucagdn menores de I!.xlt:)-'9 M. La
accidn ursogénica del glucagdn aparsntemente envuelve varios me-
canismos: estimulacifin de la utilizacidn de aminodcidos ex8genos
a través de una activacifn del transporte de amino&cidos,movili-
zacidn de aminodcidos a partir de protefnas endfgenas comoc con-
secuencia de un aumento de la proteclisis y también por un aumen-
to de la sintesis de transaminasas hepdticas y de las tres anzi~

mas principeles del ciclo de la urea ( Mc LEAN y NOVELLO,1965 ).

El glucagén ha sido tradicionalmente considerado una -
hormona glucogénica,sin embarge investigaciones recientes han re-
saltado €l hecho de gue el glucagéfn también modula el metabolismo
de lipidos y tiene importantes efectos metabS8licos en los tres -
principales sustratos lipfdicos que circulan en la sangre : 4ci-
dos grasos no esterificados,cuerpos ceténicos y triglicéridos., -
La secrecidn de glucagén durante perfcdos de estres tiene al me-
nos dos funciones : proporcionar suficiente glucosa en sangre pa-
ra sl metabolismo del sistema nervioso central y proporcicnar su-
ficientes metabolitos lipfdicos para mantener el metabolismo del
misculo. Numerosos estudios in vitro han demostrado gque el gluca-
gén tiene un efecto lipolftico en el adipocito ( LEFEBVRE,1572 vy
VAUGHAN y STEINBERG, 1963 ). Aunque el mecanismo de su actividad

lipolftica in vitro no estf totalments resuelto,las evidencias

obtenidas hasta ahora sugieren que el AMP ciclico,producido por

la estimulacién de la adenilato ciclasa por el glucagdn,incduce



una activacifn de una protefn guinasa que cataliza la conversién
de una triglicérido lipesa inactiva a una forma activa (SAGGERSON
y co0l.,1977 ). €1 glucagén es capaz también de activar la cetogé-
nesis hepdtica en la cual<se han sugerido dos sitios posibles de

regulacién ( Mc GARRY y FOSTER,1976 y WILLIAMSON,1974 ) : control
de la esterificacifn y oxidacidn de los &cidas grascs y control -
de las enzimas implicadas en las rutas de conversidn de acetil-

coenzima-A a cuerpos cetdnicos.

Estudios utilizando infusiones fisiolégicas de glucagén
en sujetos normales y diabé&ticos han mostrado que,bajo condicio-
nes apropiadas,el glucagdn puede inducir una respuesta hipolipi-
dica. E1 glucagdn suprime la sfintesis hep&tica de triglicéridos -
por una estimulacidn de la oxidacién de dcidaos grasos a cetonas y
adicionalmente por una disminucién de la sfntesis de &4cicdos gra-
sos a partir de acetil coenzima-A. En el siguiente esquema se re-

sume la modulacifn del metabolismo de los lipidos por el glucagén:

.. Cuerpos ceténicos]N

| HIGADO —”””""”’7

Acidos grasos no esterif;;;;;;\\\\\\\\\\9'Triglicéridosl

TEJIDO ADIPOSO?]

En adicién a la importancia de la deficiencia de insuli-
na,estudios recientes indican que,bajo ciertas circunstancias,la -
respuesta alterada de ciertos tejidos al glucagén puede contribuir

al efecto diabetogénico de esta hormona. En pacientes urémicos se



37.

ha podido observar una sensibilidad tisular aumentada hacia el
glucagén. Otros estudios utilizando ratas urémicas han mostrado
que los cambios observado§ en la sensibilidad del glucagén son
mediados por una mayor unidén de esta hormona a las células diana

( SOMAN y FELIG,1975).

Por estudios realizados durante los Gltimos afios se ha
podido observar que l) el glucagén posee unas propiedddes " in -
vitro " e " in vivo " Gue lo cualifican como una hormona poten—
cialmente diabetogénica y 2) que circula en excesao en los pacien-—
tes diabé&ticos. Sin embargo,el posible papel del glucagén =n la -
regulacién de algunas de las anormalidades metab&licas de la dia-
betes estd aln en controversia. Los niveles de glucagfn plasméti-
co se han encontrado marcadamente elevados en la cetpacidosis -

( MULLER y col.,1973 ),coma no ceténico hiperosmolar 'y diabetes
mellitus pobremente controlada ( GERICH,1977 ). Otras anormalida-
des de su secrecidn encontradas en individuos diabé&ticos incluyen:
reducida inhibicifn de los niveles de glucagén plasm&tico por la
aeministracifn de glucosa oral o intravenogsa,e incluso a veces un
parad§ jico aumento de los niveles de glucagén después de la admi-
nistracién oral de glucosa,y exagerados niveles de glucagén circu-
lante en respuesta: a la infusiéfn de arginina intravenosa o des-
puds de une comida rica en protzfnas. Barnes y col ( BARNES vy col.
1977 ),estudiando pacientes con diabetes juvenil y sujetos pancrea-
tectomizados,llegaron a la conclusién de que el glucagdn no es =
¥ gsgncial " para el desarrollo de la hiperglucemia y cetoacidosis
diabédticas;peroc que la presencia de glucagdn aumenta y acelsra la

hiperglucemia y cetoacidosis.

En experimentos realizados con perros pancreatectomizedos
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( ooBBS y co0l.,1975 ) se ha podido observar que,cuandc la hiper—
glucagonemia que presentaban era inhibida por la somatostatina,
se producfa un descenso acentuado de la glucosa plasmética,para-
lelo a la disminucién de los niveles circulantes de glucagén ex-
trapancredtico circulante,lo cual parece demastrar que el gluca-
gén extrapancredtico contribuye a la hiperglucemia del perroc -
pancreatectomizado. Recientemente Nonaka y col ( NONAKA y col.,
1977 ) han sugerido que en las animales diab&ticos 1) la deficien-
cia de insulina conduce a una hipersecrecidén secundaria de gluca-
gfn extrapancredtico, 2) la hiperglucagonemia diabé&tica envuelve
principalmente glucagéfn extrapancredtico y,en menor grado,gluca-
gén pancredtico y 3) el glucagdn inmunorsactivo liberado en res-
puesta 2 la hipoglucemia inducida por la insulina es fundamental-

mente glucagén pancre&tico.
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Tradicionalmente se ha considerado que las células A del
pédncreas endocrinoc son las responsables de la sfintesis y secrecién
de glucagén,mientras que %as cdlulas L de la mucosa intestinal son
las praductoras de una familia de péptidos denominados globalmente
como GLI. Este grupo de péptidos posee una serie de caracterfsti-
cas que le diferencian del glucagdn pancredtico,pero posee una ac-
tividad biolégica semejante al glucagén,aunque con una potenciali-
dad del 20% respecto a la de la hormona originariamente pancredti-
ca. En adicién al GLI,en =l tracto gastrointestinal de perros y =
fundamentalmente en el estémago,se ha encontrado un péptido indis-
tinguible del glucagén pancredtico ( BAETENS y col.,1976 y SUNDLER
y col.,1976 ) que,bajo ciertas circunstancias,contribuye signifi-
cativamente a los niveles circulantes de esta hormona ( BLAZAUEZ ¥
col.,1976 y BLAZQUEZ y col.,1977 ). La existencia de una fuente -
extrapancreédtica de glucagén en el hombre permanece en disputa.lLas
valoraciones de glucagén en plasma de humanos pancreatectomizados
han conducido a resultados conflictivos : Barnes y col ( BARNES y
BLOOM, 1976 ) no han encontrado concentraciones circulantes de glu-
cagdn en estos pacientes,mientras gque otros autores han descrito -
niveles significativos de glucagén e,incluso,una respusesta cel -

glucegén a la infusidn de arginina ( WERNER y PALMER,1978 ).

El anflisis de la inmunoreactividad para glucagéfn del -
plasma sangufneo junto con los estudios biosintéticos han propor-
cionado evidencia de la existencia de moléculas de alto peso mole-
cular relacionadas con el glucegén,y se ha espsculado con la posi-
bilidad de que sean moléculas de proglucagdn o sustancias interme-
dias en la biosfintesis de la hormona. Sin embargo,teniendo en cuen-

ta la dificultad de conseguir incorporacidn de triptéfano radiscti-



vo por las cflulas A de los islotes pancre&ticos,los intzntos para
caonseguir una transferencia-de radiactividad de los péptidos de ma-
yor peso molecular a la molécula hormonal han dado resultados poco

claros y conflictivos.

Por otra parte,recientemente se ha encontrado cue el -
tracto gastrointestinal no es la dnica fuente de los péptidos canc-
cidos como GLI,de la misma forma que otras hormonas gastrointesti-
nales han sido identificadas en distintos tejidos de nuestra eco-
nomfa. Todo ello incrementa el interds por conocer la distribucién
de hormonas pertenecientes el eje entero-insular,tales como insuli-
na,glucagén y GLI. Asimismo ello obliga a su caracterizacifn fisi-
coqufimica,biolfgica e inmunolégica y al estudio de la dindmica bio-
sintética y secrstora. Este trabajo,realizado fundamentalmente en
la rata,se ha visto enriquecido por los estudios comparativos con
el perro y humanos. Todo ello se puede resumir en los siguientes -

objetivos de esta tesis doctaral :

1) Distribucién tisular de glucagén,GLI e insulina.

2) Caracterizacién inmunolégica y fisicoquf{mica del glucagén,GLI e

insulina de origen extrapancresético.

3) Caracterizacién biolégica del glucagdn extrapancredtico. Identi-

dad con 21 glucagén nancredtico.

4) Evaluacién de le capacidad secretora de las células A extrapan-
credticas en condiciones basales o bajo el efecto de estfmulos

fisiolégicos.

5) Estudic de la capacidad biosintética de las cflulas A extrepan-

credticas con especial atencifn a la existencia cde posibles pép-
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tidos inmunoreactivos de alto peso molecular y su posible rela-

cidn con la hormona genuina.

6) Estudio del glucag8n extrapancredtico en diferentes especies
incluida: la humana. Diferencias en la distribucién tisular y -

caracterfsticas secretoras y biosintéticas.
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1. REACTIVOS

Todas los compuestos orgdnicos e inorgéniiccos utilizados
para este estudic fueron adquiridos de £. Nerck ( Daarsmstadt, Ale-
mania ) y de Sigma Chemical Company ( St. Louis, Miisssouri, USA ).
Na 1251 ( activided especi{fica : 11-17 mCi/pg I;100mnCi/ml), trip-
téfano - 3H ( actividad especifica 6 Ci/memcl; 1 mCii//ml ) v S°AMP-
3H ( actividad especffica:: 17 Ci/mmol ) fueran obtteenidos de Ra-

diochemical Centre ( Amersham, Buckinghmshire, Ingllaiterrs ).

Todas las hormonas utilizadas fueron un ombosecuic de Nova
Research Institute ( Copenhagen, Dinamarca ) £1 glluucagén porcinoc
altamente purificado ( lote n? G-~-425043 ) msefa um ccontenido en
nitrégenc del 16,3%% y de insulina del 0,00%%. La iinasulinez porci-
na monocamponente ( lote n2 5836175 ) tenfa una ricueeza de: nitré-
geno 14,51%, agua 6,4%, Zn 0,38%, proinsulita < 1 pipnm y glucagdn -
< 0,1 ppm, y una potencia biolégica de 25,3 UI/mg. lLe insulina de
rata ( lote n? R-171 ) posefa un contenido 2n nitrdigeesno del 14,12%

y una potencia biolégica de 20,7 UI/mg .

La estreptozotocina fue un obsejuio de Up:jrhcn Laboratao-
ries ( Kalamazoo, USA ), el trasylol de Leboratoric:s Bayer y el Nem—

butal sédico de Laboratorios Abbot.

Para las dsterminaciones radioinmunoldgiceass de glucagén,
GLI e insulina, fueran utilizados los antisveros 30K ( obtenido en
el conejo con glucagdn porcino ), AG-10 ( obtenido enn el conejo con
glucagén porcino ) y 607/9 ( obtenido en cobayas conn insulina -
porcina ), respectivemente. E1 antisuerc 30K, genercmssamentz donado

por el Dr. R.H. Unger,es altamente especifico pera Ilaas valoraciones
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de glucagén pancreftico y posee la propiedad de reaccionar con
la porcién C-terminal de le molécula de esta hormona. En contra-
posicién a esto,el antisu?ro AG-10,generosamente donado por el
Or. P.P.Fod,reacciona con las fragmentos N-terminal y cantral de
la molécula de glucagdn y d& reacciones cruzadas con polipépti-
dos de origen intestinal conocidos como GLY. Para las determina-
ciones de insulina utilizamos el antisuersc 607/9,el cual fue do-

nado por el Dr.P.%Wright.

2.- ESTUDIOS EN HUMANGS

Trozos de las gléndulas pardtidas y submaxilares fueron
obtenidas en 1la éala de operaciones inmediatamente después de su
extirpacifn en pacientes que padecfan de litiasis y tumores de -
estas gléndulas. Fueron desechadas aquellas porciones de tejido -
no glandular o las de tejido invadido por el tumor. Inmediatamen—
te después de la extirpacién,los trozos de Srgano fueron conser-
vados 2 420 bien en Krebs Ringer bicarbonato,como paso previo al
aislamiento celular,o bien en soluciones alcchol-4cida o salino-
acidificado,para una pasterior extraccién y determinacién de su -

contenido en glucagén y GLI.

3.~ ANIMALES DE EXPSRIMENTACION

Se utilizaron para los estudios perros adultos y ratas

albinas de la raza VWistar.

Los perros posefan un peso que oscilaba alrededor de los



15 Kg,estos fueron mantenidos en un estabulario con ciclos regu-
lates de luz-obscuridad,temperatura constante y una alimentacién
equilibrada en los distintos principios inmediatos,sales y vita-

minas.

De una forma semejante,las ratas utilizadas ( 150-200
gr ) fueron mantenidas bajo condiciones controladas de luz y tem-
peratura y alimentadas ad libitum con una dieta estandar adquiri-
da en Piensos Céndor S.A. ( grasas 3,&%,carbohidratos 49,5%,pro=e-

tefnas 21,4%,sales,humedad y material no absorbible ).

-

? 3.1.- Tratamiento de los animelss y toma de muestras sangufneas

Los perros fueron divididos en dos grupos ¢ controles y
dieb&ticos. A estos (ltimos se les hizo diab&ticos mediante la -
administracidén intravenosa de alloxana ( 65mg/Kg de peso corpo-
ral ). 24 horas después de su administracién se les instaurd un
tratamiento con insulina Novo Lente ( 10 UI/12h ) durante 7 dias;
este tratamiento se suprimié 24 horas antes de someter a los eni-
males a estudios especfficos. Los perros fueron anestesiados con
Pentobarbital sédico. La ventilacién fue controlada por un res—
pirador después de la intubacidn . endotraqueal. A continuacidn se
practicaron das incisiones : una media en el abdomen y otra msdia
en la cara anterior del cuello para exponer las gléndulas subma-
xilares,inserténdose catéteres en las venas cava,gastroepiploica
izquierda,pancredtico-duodenal superior y tiroidea. Quince minu-
tos después de finalizada la intervencién quirdrgica se infundid
erginina en la vena femoral ( 0,5gr/Kg de pesoc corporal ) a un -

ritmo de 2ml/min. durante 15 minutos,toméndose muestras de san-



gre de 1 ml,basales y a distintos tiempos durante y después de
la infusién de arginina,las cuales fueron depositadas en tubos
de ensayo conteniendo trasylol ( 500 UI/ml de sangre ) y EDTA -
( 1,2 mg/ml de sangre ). Las muestras fueron centrifugadas a 42C
y el plasma fue congelado hasta 21 momento en que fueron reali-

zadas las distintas pruebas analfticas.

Con las ratas se hicieron también dos grupos experimen—
talss : cbntroles y diab&ticas;estas Gltimas fueron hechas diabé-
ticas por la administracién intracardfaca de estreptozotocina (65-
100 mg/Kg de pesoc corporal ). Después de la administracién de es-
treptozotocina se les empezf a inyectar insulina Lente (2 UI/100gr
de peso corporal/l2 hr) duramte 15 dfas. 48 horas antes de cque los
animales fuesen sacrificados se les suprimié el tratamiento con -

insulina.

En todos los experimentos realizados las ratas { con un
ayung de 18=-20 hr )fueron anestesiadas con Nembutal s&dico ( 40mg/
Kg de peso corporal ) y después de practisarles una incisién media
abdominal,se tomaron muestras de sangre de 1 ml de la vena cava -
inferior las cuales se depositaron en tubos de ensayo conteniendo
trasylol ( 500 UI/ml de sangre ) y EDTA ( 1,2 mg/ml de sangre }; =
inmediatamente después se centrifugaron a 4°C y =1 plasma fue con-
gelado a -209C para posteriores determinaciones de glucosa,gluca-

gbn,GLI e insulina.

4.~ EXTBACCION OE GLUCAGON,GLI E INSULINA OE TEJIDOS HUMANGS Y DE

ANIMALES DE EXPERIMENTACION

El procedimiento experimental seguicdo para la extraccién



de glucagén,GLI e insulina de los diferentes tejidos fue esen-
cialmente el mismo en humanos,perros-y ratas. Este proceso ha si-

do esquematizado en la Fig.l.

-

Una vez extirpados los érganos seleccionados para =1 -
estudio fueron inmedietamente sumergidos en metancl-nieve carbé-
nica y homogeneizados en solucifa: alcohol-écida ( etanol,agus -
destilada,ClH;75:23,2:1,8;V/V ) 0 en cloruro sédico el 0,% aci-
dificado con ClH a un pH da 2,8.

Las distintas hormonas fueron extrafdas y parcialmente
purificadas segiin el proceder de Kenny ( KENNY,1955 ). Los homo-
genadas fueron conservados durante 18 horas a 49%C después de lo
cual se centrifugaron en una centrffuga Sorvall,rotor 55 34,2 -
3000 rpm durante 15 minutos. E1 precipitado resultante se volvid
a extraer durante 4 horas con solucidén alcochol-&cida o salino-
acidificado, centrifugdndose de nuevo durante 15 minutos. Los so-
brenadantes resultantes de las dos centrifugaciones anteriores -
fueron mezclados y tratados con hidréxido aménico hasta alcanzar
un pH de 8,2,obtenido lo cual se volvid a repetir la centrifuga-
cifn. A los sobrenadantes obtenidos se les afadif una mezcla de
etanol y &ter ( etanol,éter;1,7:2,8;V/V ) y se les dejé a 42C =~
durante 12 horas,después de lo cual se obtuvo un nuevo precipita-
do que fue liofilizado y conservado en un desecador a -202C. Pa-
ra las determinaciones hormonales estos precipitados se disolvie-
ron en tampén de glicocola 0,2M,albémina bovira ( 3SA ) 0,29%, -

suero bovino 1%,pH 8,8.

5.~ DETERMINACION DE GLUGOSA EN PLASHA

Para las valoraciones de glucosa se tomaron muestras de
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sangre de la vena cava inferior. Laos plasmas fueron primero des-
proteinizados con Ba(OH]2 1,8 y Sﬂazn =,y en ellos se determi-
nd el contenido en glucosa segin el método de la glucosa oxidasa

de Hugget y Nixon ( HUGGET y NIXON,1957 ).

6.~ DETERMINACIONES HORWMONALES EN PLASMA Y EXTRACTOS TISULARES

6.1.- Fundamentos y validez del radioinmunoensayoc para la valo-

racifn de hormonas polipéptfdicas

La técnica del radiocinmunoensayoc para hormonas polipep-
t{dicas fue dasarrollado por Berson y Yalow ( BERSON y YALOY,1959)
quienes cbserveron en pacientes diab&ticos,que habfan sido trata-
dos con insulina,la aparicién de anticuerpos con capacidad de -
unién especf{fica a la insulina-%alI. Asimismo observaron gue la =
unidn de la insulina marcada a los anticuerpos podfa ser inhibida
competitivamente por la adicifn de insulina noc marcada. La cbser—
vacidn de que la fraccién de la insulina mercada unida por los -
anticuerpos representaba un f{ndice de la cantidad de insulina no
marcada afiadida a la mezcla de reaccién, cuando la concentracién
de anticuerpc se mantenfa constante, constituy$ la base pera el -
desarrollo del radioinmuncensayo dz insulina y, por analogfa de -

todas las hormonas peptfdicas.

El principio general del radisinmunoensayo se puede resu-

mir en las siguientes reacciones :

- He ¢ Hormona native
H —— Ant.H

+ ~ Ant. : Anticuerpo
Ant.

* HT———— Ant.H HX: Hormona marcada
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Si a una mezcla de H* y anticuerpo-H¥ se le afiade la -
hormona ‘nativa H, esta dltima competiré con la H* nara unirse al
anticuerpo y formar un cqmplejo anticuerpo-+4 , con lo cual se -
modificard el cociente H*'unida/H* libre. Afadiéndose cantidades
crecientes o decrecientes de H, este cociente ird disminuyendo o
aumentando, respectivamente. Extrapolandoc esta competicién al =
radioinmunocensayo, se puede establecer la comparacién entre el
cociente unide/libre provocado por la adicifn de cantidades des=
conocidas de la hormona con el cociente unida/libre inducido por
soluciones estandar de ella y, como consecuencia de =llo, estimar

la concentracién de hormona en la muestra problema.

Esta técnica del radioinmuncensayo es mé&s especifica,
sencilla y de menor coste que los bicensayos, por lo cual ha -
reemplazado a estos dltimos en la mayorfa de las determinaciones

hormonales.

6.2.- Radioinmunoensayo de glucagén

Unger y col. { UNGER y col.,1959 ) aplicaron los prin-
cipios del radioinmunoensayo para 1la determinacidn de glucagdén
circulante poco tiempo despuds de su descubrimiento por Berson y
Yalow en 1959, E1 desarrolloc de esta técnica ha conducido a un =~
me jor conocimiento del papel desempefiado por esta hormaona en una
gran variedad de situaciones fisiopatolégicas. Existen dos difi=-
cultades fundamentales en la utilizacifn de esta técnica, que -
afortunadamente han sido superadas: 1) Degradacién del glucagén
por enzimas proteclfticas. E1 glucagén es una hormone altamente

susceptible a la actividad proteolftica lo cual ocurre inclusoc -



" in vitro " durante el procesamiento de las muestras del radio-
inmunoensayo. Esta hecho es de especial importancia, ya que una =
degradacién de la hormona radiactiva puede dar lugar a valores -
falsamente elevados. No obstante, el hallazgo de que el trasylol
( EISENTRAUT y col.,1568 ), un inhibidor de las proteasas, puede

bloquear el efecto degradativo sobre la hormona, supuso un gran -
avance para la valoracién de las concentraciones de glucagén. -
Posteriormente ( ENSINCK y col.,1972 ) se ha descrito que la ben-
zamidina posee los mismos efectos que el trasylol,pero aventajan-
do a este por su menor coste, 2) gspecificidad de logs antisueros.
La existencia de un factor hiperglucémico-glucogenolftico en la =
mucosa del tracto digestivo fue descubierta en 1948 ( SUTHERLAND

y De DUVE, 1948 ). Por estudios posterigres se identificd este -
factor con una familia de polipéptidos ( GLI ) de origen intesti-
nal con capacidad de reaccifn con la mayorfa de los antisueros -
contra glucagén. Sin embargo, m&s recientemsnte, se han obt=znido

un cierto ndmero de antisueros gue son especificos para el gluce-
gén pancredtico y que se caracterizan por reaccionar con la por-

cién C-terminal de la molécula de la hormona ( fragmento 24-29 )

en contraposicifn con lo cue ocurre con los anticuerpas no espe=

cificos, con reaccién cruzada con el GLI, gque interaccionan con -

la porcidn central y N-terminal ( fragmento 2-23 ).

Dada la importancia d= le especificided de los antisucs-
ros, con anterioridad a las determinaciones de glucagén, es impres-
cindible su tipificacidn. En este estudio hemos realizado las va-
loraciones de giucagfn caon la ayuda de un antisuero Ceterminal =
( 30K ) y otro N-terminal ( AG-1C ), lo cue nos ha permitido tam-

bién obtener informacidn sobre las concentraciones de GLI.
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12
6.2.1.- Marcaje y aislamiento del glucagdn mono - 51

El mé&todo bdsicamente consiste en la yodacién de los re-
siduos de tirosina presentes en la molécula de la hormona. Origi-
nalmente se utiliz§ 1311 ( GREENWOOD y col.,1963 ), pero debido a
la mayor abundancia isotépica y vida media del 1251, actualmcnte -

se utiliza este Gltimo isdétopo.

La yodacidn se llev8 a cabo por el procedimiento de la
cloramina T de Hunter y Greemwood ( HUNTER y GREENV/OOD, 1962 )mo-
dificado por Nottey y Rosselin ( NOTTEY y ROSSELIN, 1971 ). La =-
reaccifn consiste en la oxidacién del I para convertirlo en una
forma capaz de reeccionar con la protefna , y la posterior unién
de este &tomo de yodo =n las posiciones orto del anilloc del grupo

tirosil.
Los reactivos utilizados fueron los siguientes :
- Glucagén porcino, dilufdo en agua destilada & una concentracién -
de 1 mg/ml, y conservado en alfcuctas de 5 pl a -20°C.
- Tris-HCl1 0,05 M , urea 7 M , pH 9,5.
- Tris-HC1 0,05 M , urea 7 M , NaCl 99,5 mM , pH 9,3.
- Tris-HCl 1 M.
- Tampén fosfato 0,3 M , pH 7,5.
- Cloramina T ( Smg/2ml de tempén fosfato ).
- Metabisulfito sédico ( Smg/ml de tampdn fosfato ).
- Alblmina bovina ( 35A ) ( 25 mg/ml de tampén fosfato ).

- Acido tricloroacstico ( TCA ) al 20%.
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125
-Na"~"I.. Actividad especffica : 11-17 mCi/pg I (100 mCi/ml ).

El procedimiento consiste en la répida adicidn de los -

siguientes componentes :

Tampén fosfato 0,3 M 40 pl
NJ?S-; 2,5 mCi
Glucagén porcino 5 pg
Cloramina T 12,5 pg

Esta solucién se mantiene en constante agitacidn duran-
te 30 segundos, pasados los cuales se le afaden 5 pl de metabisul-
fito sédico para parar la reaccién. La mezcla es entonces répida-
mente diluida con 100 pl de BSA con objeto de reducir la adsorcidn
de la hormona radiactiva a la superficie del tubo de ensayo y- para

reducir el dafio de la hormona por autoirrediacién.

Para calcular el rendimiento de la yodacién se tomaron -
5 pl de la mezcla de reaccidn a los gue se afiadieron 1 ml de tam-
pSn fosfato conteniendo BSA al 1% y 1 ml de TCA al 20%. Tras agi-
tacién y centrifugacidn de los tubos de ensayo durante 10 minutos
a 3000 rpm, la radiactividad presente en scbrenadantes y sedimen-
tos fue determinada en un contador Packard. Calculado el rendimien-
to de la yodacifn, este resultd ser de 80-90%. Cuando este rendi-
miento fue calculado por precipitacién cde 5 pl de la mezcla de -

reaccidn con pastillas de talco, resulté ser de un 70-80%.

La activided espec{fica fue calculada de la siguiente -

manera :
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Cantidad de I radiacti Ci
antidad de adiactivo { pCi ) x % de incorporacién

afadido al tubo de reaccidén
AE = xl/lUD

Cantidad de glucagén [Fg)

afiadido al tubo de reaccién

La actividad espec{fica tefrica, teniendo en cuenta las
condiciones anteriormente citadas de la yodacién y suponiendo que
se ha incorporado el 100% de radiactividad, serfa de 500 pCi/pg -
de glucagdn. Nosotros obtuvimos unas actividades especf{ficas que

oscilaron entre 425-450 puCi/pg de glucagén.

Inmediatamente después del marcaje, la hormona yodada -
se purificd por cromatograffa en columna { 1x30 cm ) de DEAE-ce-—
lulosa 52 con objeto de separar el glucagdn monoyocdacdo de la hor-

mona diyodada o no yodada, I libre y productos de degradacién.

La celulosa fue preparada disolviéndola en agua desti-
lada y HB1 hasta alcanzar un pH de 4. POsteriormente se lavé con
Tris-HCl 1 M ( aproximadamente 100 ml/10 gr de celulosa ), y se -
resuspendid en Tris-HGl 0,05 M, urea 7 M , pH 9,5.

Tras la aplicacifn de la muestra, la columna fue eluida
con 80 ml de Tris-#CY 0,05 M, urea 7 M, pH 9,5, con objeto de se-
parar el yodo libre. Inmediatamentz después, se aplicd un gradien-
te lineel de NaGl de O M - 0,2 ¥, con la ayuda de un aparato Vari-
grad. E1 volumen total del gradiente fue de 200 ml y se mantuvo -

un ritmo de flujo de 15 ml/h.

La DEAE-celulosa utilizada a este pH es un efectivo ad-
sorvente de polianicnes y permite una discriminacidn clare entre

moléculas con distinta carga. £1 primer producto elufdo serd el -



menos cargado negativamente y el orden de elucién serd por tanto:

glucagfn no yodado, glucagfn monoyodado y glucagén diyodado.
E1l perfil de elucién obtenido se representa en la Fig.Z2.

El ndmero de dtomos de yodo fijados sobre la molécula de
hormona, calculado & partir de las actividades espec{ficas real y
tefirica, oscild entre 0,8 - 0,9 &tomos de yodo/ molécula. La di-
ferencia con la unidad es debida a la ligera conteminacién de -
los picos por glucagén no marcado. E1 pico I corresponde a frag-
mentos peptfdicos degradados mientras que el pico III representa-

rfa el glucagén manoyodada.

Una vez elufda la columna y seleccionados los picos II
y III, las distintas fraccicnes constitutivas de cada pico fueron
mezcladas y dializades, previa la adicidn V/V de tampén fasfatao -
conteniendo BSA al 1%, frente a 1 litro de tampSn fosfato, 2 ve-
ces durante 2 horas. La didlisis fue realizada a 4%C con objeto -

de evitar la degradacién del glucagén.

Una vez realizada la diflisis, los voldmenes totales de
los picos IT y IIT fueron distribufdos en alfcuotas y congelados

6.2.2.~ Especificidad de los antisusros

Como ya hemos descrito anteriormente.( apartado 6.2. ),
existen dos tipos de antisueros : especificos para el glucagén -
pancredtico o C-terminales e inespecificos o N-terminales, los .-
cuales velaoran tanto glucagfn como GLI. En la actualidad ss acep-

ta gque estos Gltimos reaccionan con el fragmento 2-23 comin a am-
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bas moléculas hormonales, mientras que con el fragmento 24-~29 so-
lo reacciocnan..lgs anticuerpos especi{ficos, ya que la elongacidn -
de la molécula de GLI situada a continuacién de la de glucagén -
enmascara dicha capacidad inmunoreactiva. Hay autores ( YANAIMARA
y col., 1979 ) que han confirmado esta idea, mostrando que el glu-
cagfn sintético acoplado al octapéptido C-terminal de la glicen-
tina no reacciona con antisueros dirigidos contra la secusncia -

24~29 de la mol8cula de glucagén.

E1l antisuero 30K, utilizado en ests estudio para las de-
terminaciones de glucagén, reacciona con esta zona C-terminal de -
su molécula no dando reacciones cruzadas con el GLI y siendo, por
tanto, especffico para las valoraciones de la hormona pancredtica
y posibles polipéptidos semejantes a ella existentes en otros te-
Jjidos. £En cuanto al antisueroc AG-~10, es N=terminal y por tanto -

valora tanto las concentraciones de glucagén como las de GLI.

6.2.3.~ Métado

El diluente utilizado para todos los reactivos del inmuy-—
noensayo fue tampén de glicocola 0,2 M, conteniendo BSA al 0,25 y

suero bovino al 1%, ajustado a un pH de 8,8 con NaGH 2 N.

Como glucagén estandar se utilizdé glucagén porcina alta-
mente purificado disuelto inicialmente en C1H 20 mM, hasta alcan-
zar una concentracién de 80 pg/ml y, posteriormente en agua desti-
lada hasta una concentracién final de 20 pg/ml. Esta concentracidn
fue contrastada por espectrofotometrfa, midiendo su absorcidn a -

279 nm. Alfcuctas de esta solucién fueron congeladas a =209C.



A partir de esta solucién fueron preparados los distin-
tos puntos de la curva estandar por sucesives diluciones hasta -
obtener unas concentraciones de : 20,50, 100,200,300,600,1000 y =
2000 pg/ml.

-

Cada tubo del inmuncensayo contenfa :

125

0,5 ml de glucagén--“"1 ( 15 pg )

0,1 ml de trasylol ( 1000 KIU )

0,2 ml de los puntos de la curva sstandar o de la muestra

problema

0,4 ml de antisuero 30K ( dilucién final : 1:80000 )

Para determinar la unidn no especifica de la hormona -
( cuentas registradas en ausencia del antisuesro ) , e2n unos tubos
controles se sustituy$ el antisuero 30K por 0,4 ml de tampén de
glicocola. Siempre-se detzrmind la unidn inespecifica de la har-
mona con muestras de la curva estandar y de las soluciones proble-

ma,

Despuds de una incubacién de 4 dfas a 42C, se afadid a
cada tuboc 0,2 ml de suero bovino, separéndose el glucagén libre -
del glucagdn unido al anticuerpo por la adicién de G,5 ml de una
suspensién de cerbdn activado ( 0,5 ) y dextrano T-70 ( 0,25% ),
en tampén de glicocola 0,2 M , pH 8,8. Los tubos fueron agitacos
e incubados de nuevo a 42C durante 45 minutos. Transcurrido este
perfiodo de tiempo, se centrifugaron en una centrifuga Internatio-
nal refrigerada a 3000 rpm durante 10 minutos. Los sobrenadantes

fueron entonces aspirados con una trompa de vacic y la cantidad de
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incluyeron tubos controles con muestras y de soluciones conocidas

con objeto de determinar la unifn inespecffica.

Los tubos fueron incubados durante 4 dfas a 42C, pasados
los cuales se les afiadié 0,1 ml de suero bovino y 0,5 ml de una -
mezela de carbdn activado ( 0,5% ) y dextrano T-70 ( 0,2%% ), e -
incubados de nuevo a 49C durante 45 minutos. Finalizado estes pe-
rfodo de tiempo, la hormona unida fue separada de la libre por =~
centrifugacién ( 3000 rpm durante 10 minutos ) en una centrffuga
International. La cantidad de hormona libre presente en los sedi-
mentos fue determinada midiends la radiactividad gue presentaban

con un contador Packard para radiaciones gamme.

Los cédlculos se realizaron de acuerdo con lo descrito en
el apartado 6.2.4. £1 contenido de GLI en cualgiera de las muestras
examinadas fue calculado por sustraccién de los velores determina-
dos con el antisuero 30K de= aquellos cbtenidos con el anticuerpo

AG=-10.

6.4.- Radiocinmunoensayo de insulina

Aunque existen numerosos métodos para la medicidn de la
insulina, la mayorfa de los cuales son radiocinmunoensayos en los
cuales varfa el modo de separacidn del antfgeno unido al anticuer-
po del antfgeno libre, nosotros utilizamos el mismo inmunosnsayo,
con algunas variaciones, que empleamos para la medicién de gluca-
gén y GLI ( apartados 6.2 y 5.3 ), utilizando une mezcla de car-
b8n y dextrano para la separacifin de las hormonas libre y unica al

anticuerpo
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6.4.2.~- Caracterfsticas del antisuero

El antisuero utilizado ( 607/9 ) fue obtenido en cobayas
tratados con insulina porcina segdn la técnica descrita previa-
mente ( WRIGHT y col.,1968 ). Este antisuero fue liofilizado,re-
constituido en agua destilada y conservado en alfcuotas a una di-

lucifn de 1:1000 a -=20°2C.

6.4.3.- M8todo vy cdlculos

El diluente empleado fue el mismo tampdn dz glicocola -
0,2 M, BSA al 0,25 , suero bovino 1% , pH 8,8 , utilizado en el

apartado 6.2, para las determinaciones de glucagén.

Bn prerequisito esencial en el ensayo es que la hormaona
presente en las muestras problema y las solucignes estandar com-
pitan id&nticamente peara los sitios de unidn con el anticuerpo.-
Esto es debido a la diferente reactividad inmunoclégica de la insu-
lina perteneciente a animales de diversas sspecies, lo cual es -~
especialmente cierto en la rata ya que, ademds de las peculiari-
dades interespecies citadas, posee dos moléculas diferentes de -
insulina y proinsulina. Como consecuencia de ello utilizamos solu-
ciones conocidas de insulina de estos animales ( Lab.Novo,Copehna=
gen ) para confeccioner la curva estandar. Para las determinacio-
nes =2n humanos utilizamos insulina de cerdo para la curva estan—
dar, ya quz la insulina de ambas especies reaccionan de una for-
ma idéntica con £l anticuerpo. Ambas curvas estandar se constru-
yeron-gon las siguientes concentraciones de insulina : 2,5 , 5 ,

0,2, 30, 40, 60, 100 , 200 y 400 pU/ml,



En cada tubo del inmuncensayo se incluyeron los siguien—

tes componentes :

0,6 ml de insulina - ;251 ( 50 pg )

0,2 ml de los distintos puntos de la curva estandar o mues-

tras problema
0,2 ml del antisuerc 607/9 ( dilucifn final : 1:500000 )

Al igual gue para las determinaciones de glucagén y GLI
( apartados 6.2.4 y 6.3.2, ), se determind la unién insspeé{fica -

de insulina con muestras problema y puntos de la curva estandar.

Todas las muestras se incubaron durante 2 dfas a 42C, -~
Finalizado este perfodo de tiampo, se arfadieron a cada tubo de en-
sayo 0,2 ml de suero bovino y 0,5 ml de una suspensién de carbdn -
activado ( 3% ) y dextrano T-70 ( 0,25% ), mantenida en constante
agitacidn en tamp8n de glicocola 0,2 M , pH 8,8. Después de una =
incubacidn a 49C durantz 45 minutos, la hormona unida al anticuer-
po se separd de la libres mediante centrifugacién a 3000 rpm en una
centrifuga International. De una forma semejante a lo descritoc en
los apartacdos 6.2 y 6.3 en el precipitado obtenido se determind la
radiactividad con la ayuda de un contador Packard pera radiaciocnes

gemma.

Los resultados fueron calculados mediante la representa-
cifn gré&fica de los distintos puntos de la curva estandar frente -
al porcentage de insulina = 1251 unida al anticuerpo. La concentra-
cidn de la hormona en las muestras problema fue obtenida por compa-

racidn con estas curvas.
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7.- IDENTIFICACION DE LOS COMPONENTES TNMUNOREACTIVOS PARA GLUCAGONM

GLI E INSULINA EN EXTRACTOS EXTRAPANCREATICOS

-

7.1.=- Caracterizacién tras filtracién con Bio=-Gel P-30

Los extractos obtenidos de acuerdo con lo descrito en el
apartado 4. fueron purificados por crometograffa en columna ( 1x

€0 cm ) de Bio-Gel P-30.

Con objeto de eliminar les partfculas de distinto tamarfio
que normalmente poseen los geles y que provocarfan distorsicnes en
los picos obtenidos, el gel fue lavado repetidas veces con agua
destilada hasta conseguir una solucifn homogénea de partfculas,
después de lo caal se resuspendid$ en el tampdn de elucidn.

. Las columnas fusron calibradas con azul dextrano, insu-
ling - 1ZSi y glucagén - lzsi comg marcadores de peso molecular, -
utiliz&ndose solo durante un perfodo de 7 dfas para evitar cual-
Guier distorsién en los picos pravocada por un mayor empaqQuetamien-
to del gel. Estas columnas fueron elufdas bien en tampén de glico-

cola 0,2 M conteniendc BSA al 0,25 y suero boving al 1% a un pH -

de 8,8 o en &cido acético 1 M.

7.1.1.~ Elucién con tampén de glicocole

Los extractaos fueron reconstituidos en tampén de glico-
cola 0,2 M , BSA al 0,25, , suero bovino al 1% , pH 8,8. Muestras
de 500-1000 pg fueron aplicadas a las columnas previamente 2quili-

bradas con 100 ml de este tampdn y elufdas a 49C, manteniendo un -
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ritmo de flujo de 0,12 - 0,16 ml/minuto. Con la ayuda de un co-

lector de fracciones LKB se recogiesron fracciones de 1 ml e2n tu-
bos conteniendo 1000 KIU de trasylsl. En muestras de estas frac-
ciones se determiné el contenido de glucagén, GLYI e insulina se-
gin el método del radioinmunoensayc descrito en los apartados -

6.2, 6.3 y 6.4.

7.1.2.1= Elucién con &cido ac&tico

Las columnas fueron equilibradas con 100 ml de &cido =
acético 1 M, despuds de lo cual se les aplicaron muestras de 500
a 1000 pg de los distintos extractos recomstituidos en este mis-

mo diluente.

El ritmo de flujo se mantuvo en 0,12 - 0,16 ml/minuto
y se recogieron fracciones de 1 ml en tubos conteniendo 1000 KIU
de trasylol. Las distintas fracciones obtenidas fueron liofili-
zadas y reconstituidas en 1 ml de tampén de glicocola 0,2 M , -
BSA al 0,25% , suero bovino al 1% , pH 8,8, para determinaciones

de glucagén y GLI.

7.2.= Caracterizacién tras electroforesis en gel de poliacri-~

lamida

La electroforesis se llevf a cabo segdn la técnica de -
Davis ( DAVIS , 1964 ) en geles conteniendo 7% de acrilamida. Es-
ta técnica proporciona un método excelente para la separacidén de

las moléculas constituyentes de la muestra problema por @ 1) di-
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ferencias entre las movilidades electraforéticas de ellas como
consecuencia de su distinta carga sléctrica y 2) por diferencias

en sus pesos moleculares, debido a gque los poros de 1los geles -
producen una separacidén Hiferencial de las moléculas segdn su -

tamaro.

Los geles fueron incluidos en tubos cilfndricos de vi-
drio de 0,15 x 13 cm y constituidos en dos capas : una de gel con
porg grande sobre el que se depositd le muestra y un segundo gel
de poro pequefic en el que tuvo lugar la separaciédn electroforéti-
ca. Todos los tubos fueron constituidos con el mismo materiazl de
vidrio y dimensicnes semejantes , con objeto de evitar diferencias

individuales por una distinta resistencia eléctrica.

La electroforesis se realiz§ con los tubos sn posicidn
vertical con sus extremos inicial y terminal sumergidos en cube-
tas, de un material inerte no conductor, conteniendo la solucidén
tampén compuesta de Tris 4,9 mil, glicocola 40 mM, urea 4 M a un -
pH de 8,3. En cada una de las cubetas se colocaron los elesctrodos
de forma gue los componentes de la muestra migraran hacia el gel

de poro peguenoa,

Las soluciones bass empleadas fueron las siguientes :

- Solucifn A | =~ Solucién B
HC1 0,5 N HCcl1. 0,5 N
Tris 3 M Tris 0,5 #
TEMED 0,02 M TEMED 0,04 mM

pH 8,9 pH 5,7



70.

- Solucidn C - Solucidn D
Acrilamida 4 M Acrilamida 1,4 mM
Bis-acrilamida 47 mM~ Bis-acrilamida 0,16 mi
Urea 8 M

- Splucién F

- Solucidn E Sacarosa 1,2 mM
Rivoflavina 0,1 mM Urea B8 M

Estas soluciones se mantuvieron a 4°9C en botellas color
topacio durantzs un méximo de 6 meses. A partir de ellas, el mismo

dfa de la electroforesis, se preperaron los geles de la siguiente

forma :

- Solucidn de poro pequefio=-T

Una parte de la solucidén A
Dos partes de la solucién C
Una parte de agua

pH 8,9

- Solucién de poro pequefio=IT

Persulfato amfnico 6 mM

- Solucifn de poro grande

Una parte de la solucifin B

Dos partes de la solucién D
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Una parte de la solucidn E

Cuatro partes de la solucién F

~«

pH 6,7.

En primer lugar se prepard la columna del gel de poro -
pequefio mezclando voldmenes iguales de las soluciones Ty II y -
afiadiendo esta mezcla a los tubos correspondientes hasta una al-
tura de 7 cm. Con objeto de eliminar la formacidn de un menisco -
sobre la parte superior del gel se afiadif una pecuefia capa de agua
que se dejéf fluir lentamentzs a través de las paredes del tubo pa-
ra evitar posiblas mezclas con la solucién del gel. Inmediatamen-
te después, los tubos fueron colocados debajo de una luz durante
30 - 45 minutaos. Pranscurrideos los primeros S minutos, se pudo -
observar una dispersidn de la luz en las soluciones indicando fo-
topolimerizacién del gel. Una vez conseguida esta, los tubos fue-
ron invertidos sobre un papzl absorvente pars eliminar la capa de
agua, afadiéndose a continuacifn la solucifn de poro grande hasta
alcanzar una altura aproximada de 3 cm. Encima de ella se afiadid
de nuevo agua y se volvieron a dejar los geles bajo una luz duran-
te 60 - 90 minutos, pasados los cuales se decantd el agua y se de-
jaron a temperatura ambiente durante 30 minutos antes de empezar

la electroforesis.

Los tubos conteniendo los geles fueron insertados en sus
adaptadorss correspondientes con los extremos sumergidos en las -
cubetas que contenfan la solucidn tampédn : Tris 4,9 mM, glicocole

40 mM, urea 4+ M, pH 8,3.

Alfcuotes de los extrectos tisulares fueron reconstitui-

dos en un volumen de G,1 ml de Tris 4,9 mM, glicocola 40 mM,urea



72,

4 M, pH 8,3. Como marcadores se utilizaron glucagdén cristalinc e
insulina porcina monocomponente disueltos en esta solucién tam-

pén a una concentracién final de 20 pg/ml. Las soluciones conte-
niendo las muestras problema o los marcadores se introdujeron a
través de la solucidn tamp8n dentro de los tubas conteniendo los
geles y a unos 5 mm de la solucidn del gel permitiendo que se -
formara una capa entre la superficie del gel y la solucién tam—
pédn. En uno de los geles se asplicS azul de bromofencl como con-

trol del tiempo de la electroforesis.

Una vez ariadidas las muestras , se conectd la fuente -
de alimentacién a las terminales de los electrodos y se eplich -
ung corriente de 2 - 5 mA/tubo. Cuando la banda de azul de bromo-
fenol migrd hasta aproximadamente 0,5 cm del final del tubo, se
desconectd la fuente de alimentacidén. Con una corriente de cerca

de 4 mA/tubo el tiempo de la electraforesis fue de 3 horas.

Una vez finalizada esta, se vaciaron las cubetas conte-
niendo la solucién tampén y los tubos fueron liberados de sus =
adaptadores. Los geles fueron extrafdos de los tubos con la ayuda
de una jeringa inyecténdoles lentamente agua hasta gue el extre-

mo fimal del gel salid del tubo.

Los geles conteniendo las distintas muestras y los mar-
cadores fusron cortados en sscciones de 2 mm las cuales fueron -
transferidas a tubos de ensayo conteniendo 0,2 ml de tampdn de -
glicocola 0,2 14 , BSA al 0,25 , suero bovino al 1% , pH 8,8 . -
Estos tubos se mantuviercn a 42C durante 12 haras, pasadas las --

cuales se eliminaron los geles de los tubas y en los 0,2 ml de so-

lucidn tampdn se determind el contenido eg glucagdn y/o imsulina.

La deteccidn de las bandas de gluceagdn e insulina se --=
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llevd a cabo por tincién de los geles con azul de coomassie pre-
parado en &cido acético al 7 %, durante un minimo de 1 hora. Pa-
sada esta, el colorante fue extrafdo del gel por sucesivos lavasi.

dos con &cido acético al 7 %.

8.- ACTIVIDAD BIOLOGICA DEL GLUCAGON _INMUNOREACTIVO PRESENTE EN

EXTRACTOS EXTRAPANCREATICOS

8.1.~ Aislamiento de membranas hepdticas de rata

Las membranas plasmi&ticas hepdticas fueron aisladas y
parcialmente purificadas utilizando la técnica de Neville { NEVI-
LLE, 1968 ) mediante centrifugacidn en gradiente discontinuo de
sacarosa. Todos los pasos del proczso de purificacifn se reali-

zargn a 0 -« 4°C,

Los higados se obtuvieron de ratas V/istar pesando en-
tre 150 - 250 gr. Los animales fueron sacrificados por un golpe
en la cabeza y el hfgado fue inmediatamente extrefdo,liberéndolo
de cualquier restao de tejido conectivo que pudiera acompafierle y

troceado con unas tijeras.

El tejida fue homogeneizado con ocho pases répidos de
émbolo, cuatro de ellos con un émbolo ligero y otros cuatro con
un émbolo ajustado, después de lo cual el homogenado resultante
fue diluido hasta 500 ml con sacarcsa 0,25 M y filtrado sobre =
gasa doble para eliminar posibles restos de tejido conectivo. -
Esta suspensifn fue colocada en botellas de 500 ml y centrifuge-
da a 1300xg durante 30 minutos. E1 sobrenadante se decanté con -

cuidado y el precipitado se resuspendié§ en el homogeneizador con
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tres pases de émbolo, afiadiéndole despuds sacarosa 69 % hasta con-
seguir una suspensidn sacarosa-homogenado al 44 % ajustada exacta-

mente en un refractémetro Bausch & Lomb.

-

De esta suspensifm se tomaron 15 ml que fueron transfe-
ridos a tubos de nitrato de celulosa sobre los que, lentamente -
para evitar mezclas y caonseguir dos capas bien definidas, se fue-
ron afiadiendo 10 ml de sacarpsa 42,3 % ( verificada igualmente en
el refractdmetro ). Los tubos contaniendo el gradiente fuerocn en-
tonces centrifugados en una ultracentrffuga Seckman, modelo L2-
658, rotor SW=27, a 25000 rpm durante 2 horas. Al cabo ds este =
tiempo, y con la ayuda de una espdtula, se recogieron las membra-
nas, que se localizaron en forma de capa flotante sobre la super-
ficie del gradiente. Las membranas fueron entonces homogeneizadas
con una Jjeringa, resuspendidas en 35 ml de sacarcsa 0,25 M y cen—
trifugadas a 42C , en una centrffuga Sorvall, rotor S5 34 a 13000
rpm durante 10 minutos. Finalizacda la cenfrifugacién , el sedimen~
to fue resuspendido en sacarocsa 0,25 M y conservado tal como se -

detalla en =21 apartado 8.1.2.

8.1.1.- Brados de purcza de las membrenas hespdticas de rata:

Actividad de la 5°nucleotidesa y unién de glucegén -

mono - 12§I§ su receptor durante las distintas etapas

del procesc de purificacién

Los niveles de pureza de nuestra preparacién se cstima-

ron midiendo la actividad de la 5°nuclectidasa y la unién de glu-

cagén mong - 1251 a sus receptores en cada paso del proceso de



purificacién : homogenado, precipitado - 1500xg y fraccidn parcial-

mente purificada.

La S°nuclectidasa cataliza la hidrélisis del fosfato de
la molécula de 5°AMP y, por tanto, su actividad puede ser medida -

por la liberacifin de adencsina.

Reactivos

Tris-HC1 S0 mM , pH 7,8

-MgCl K6 . 6H0 , 10 mM

2 2

5°AMP , 10 mM

AMP —3H ( actividad especffica : 17 Ci/mmol )

La actividad de la 5°nucleotidasa fue determinada segin
el m&todo de Avruch y Yallach { AVRUGH y WALLACH,1971 ), en un =
volumen total de 1 ml, conteniendo : 50 pmoles de Tris-HCX pH 7,8;
0,2 pmoles de Mg24-, 0,2 pmoles de 5°ANP , 20000 cpm de S5°AMP-
3H y 20 pg de protefna del homogenado, precipitado « 1500 x g o©
fraccifn parcialmente purificada. Paralelamente se pusisron unos
tubos controles a los que no se les afiadié protefna y un tubo pa-

ra determinar las cuentas totales.

La incubacién se realizd a 302C durante 15 minutcs, pa-
rédndose la reaccidn por la adicién de 0,2 ml ds 8042n 0,25 My -
Ba(DH)2 0,25 M., Tanto las protefnas como el 3°AMP na hidrolizado
fueron precipitados mientras que la adenosina quedd en el scbrena-

dante,

Los tubos fueron entonces centrifugades en una centri-

fuga Beckman, modelo TJ-6R5, rotor TH=4, a 4000 rpm durante 10 -
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minutos. Se tomaron entonces alfcuotas de 0,5 ml del sobrenadantas
las cuales se contaron en 5 ml de lfquido de centellec Toluesno -
Tritén X-100 ( 2 : 1, V/V ) conteniendo PPO ( 4 g/1 ) y POPOP -
(0,1g/1). )

Los resultados obtenidos fueron expresados como pmoles

de 5°AMP hidrolizados/mg de protefna/hora :

cpm de la muestra - cpm del blanco

x 0,2 pmoles AMP~x 1/mg x 1/hr.
cpm totales -~ cpm del blanco

La unién de glucagén mono - 1251 se realiz§ también en -
los tres pasos del proceso de purificacién de las membranas plas-
mé&ticas de hfgado, con objeto de tener otro indicador del grado de

pureza de las preparaciones obtenides.

Las incubaciones se llevarcn a cabo en un volumen final
de 0,25 ml de Krebs Ringer fosfato B8SA el 1% , pH 7,5 , conte-
niendo 45 pg de glucagéfn mono - 1251 y 40 = 60 pg de proteina, du-
rante 20 minutos a 302C. La unidén inespecifica de la hormona fue
determinada por la adicién de glucagén cristalino en exceso ( 10—3).
Kl final de las incubaciones la hormona libre fue separada de la

hormonea unida al receptor por microfiltracidén tal comoc se indica

en 21 apartado 8.2.2.

8.,1.2.~- Conservacidn de las membranas hepdticas

Una vez realizacdo todo el proceso de purificacién, las
membranas hepfticas fueron conservadas a =263 2C en un tanque de

nitrégeno lfquido ( Unién Carbide, modelo 2R - 7 ). Las membranas
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asf conservadas mantienen su actividad biolégica durante meses.

-

8.2.~ Desplazamiento del glucagén mgng - 1251 unido a sus re-

ceptores hepiticos por alfcuotas de extractos pancreéti-

cos y extrapancredticos y glucagén pancredtico cristalie=.:

NO.

Dada la alta especificidad y afinidad del glucagén por
su receptor, estas propiedades pueden ser utilizadas para medir -
la potencia biolé8gica de muestras en las gque se sospeche la pre=-
sencia de la hormona. Simulténsamente se deben realizar valoracio-
nes con concentraciones conocidas de glucagén cristalino, lo cual
permitird cuantificar la actividad biolégica de las muestras pro-
blema.

Este procedimiento experimental aventaja al radioinmuno-
ensayo al dar una informacidn fidedigne sobre la cantidad total -
de hormona activa, lo cual le d4 una mayor importancia fisiclégi-
ca. Utilizando un ensayo de " redioreceptores " en membranas hepé-
ticas de rata, nosotros hemos podido detectar hasta 20 pg de glu-

cagén.

8.2.1.~ Caracterfsticas del ensayo biolégico

€1 glucagfn cristalino estandar y las muestras problema
fueron dilufdas en Kre=bs Ringer fosfato conteniendo BSA al 1 o -

pH 7,5.

Tubos de ensaye con un volumen totel de 0,5 ml de Krebs
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Ringer fosfato, pH 7,5 , conteniendo 20 - 5000 pg/ml de glucagén
cristalino estandar o de glucagén, previamente determinado por ra-
dioinmunoensayo, de los extractos tisulares y S0 - 100 pg de pro-
tefna de membranas hep&ticas, fueron incubados durante 30 minutos
a 20°C. Después de este perfodo de tiempo se afiadieron S0 pg de -
glucagén mono - 1251, continudndose la incubacidén durante otros -
15 minutos. Finalizada esta segunda incubaciéfn, los contenidos d=
los tubos de ensayo fueron diluidos por la adicién de 1 ml de -
Krebs Ringer fosfato conteniendo BSA al 1 %, pH 7,5. Inmediatamen-—
te después, la hormona libre fue separada de la hormona unida al
receptor por microfiltracién tal como se indica en el apartado -

8.2.2.

Para los cdlculos hemos representado el tanto por ciento
de gluceagén mono - 1251 especi{ficamente unido a las membranas hs-
pdticas en funcién de la concentracién de hormona no marcada. La -
unidn obtenida con concentraciones de glucagén de 10-6 1 se consi-

derdf como inespeciffica.

8.2.2.-~ Separacisn de la hormona unida al receptor de la hor-

mona libre

El método empleado para la seperacién de la hormona libre
de la hormona unida al receptor fue la microfiltracién utilizando -
filtros OX0DID de acetato de celulosa con un tamafic de poro de 0,45
pm. Con objeto de evitar la adsorcién de la hormona al filtro,=s—
tos fueron sumergidos en Krebs Ringer fosfato conteniendo BSA al

10 %, al menos 1 hora antes de sar utilizados. Una vez terminada
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la microfiltracién los filtros, conteniendo la hormona unida al
receptor, fueron contados en un contador Packard para radiacio-

nes gamma.

9.~ BIOSINTESIS DE GLUCAGON

9.1.-~ Estudios en ratas

9.1.1.~ Obtencidn de cflulas aisladas de gléndulas submaxile-
res vy timo

El método empleado fue la digestifn enzimdtica con cola-
genasa., Para ello, se utilizaron ratas Vistar hembras pesanda en-
tre 200 - 250 gr con un ayuno de 12 - 18 horas. Una vez anestesia-
dos los animales, se les extrajeron répicamentz el timo y las glén-
dulas submaxilares gue fuercn colocados en una placa Petri y cor-
tados muy finamente con unas tijeras. E1 tejido fue entonces colo-
cado en 30 ml de Krebs Ringer bicarbonato BSA al 1 %, conteniendo
30 mg de colagenasa tipo I y agitado & 372C durante :>10 minutos en
una: atmfsfera ce 0, y CO, ( 95°% : 5% ). Pasado este tiempo se
filtré el sobrenadante por gasa doble y al resto del tejido se le
afiadieron 30 ml de Krebs Ringer bicarbonato 8SA al 1% , contenien-
do 15 mg de colagenasa, mantenidndolo de nueve a 372C durante 10 -
minutos. Los filtrados obtenidos después de las dos incubaciones
fueron mezclados y las células incluidas en ellos se lavaron tres
veces mediante centrifugacién a 200 x g durante 30 segundos. =1 =
precipitado fimal fue resuspendido en 10 ml de Krebs Ringer bicar-

bonato , previamente oxigenado con 02 y 002 (95¢ :5% )y =
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mantenido a 42C.

La viabilidad obtenida con este métoda, medida por ex-

clusidn con azul trip4n 0,5 %, fue de un 85 % = 95 %.

9.1.2.~ Aislamiento de hepatocitos

El método emplesdo para la obtencidn de hepatocitos fue
un sistema de perfusidn del hfgado intacto con un tampdn contenien-
do colagenasa. E1 medio fue perfundido con la ayuda de una bomba
peristdltica, SAGE 375 - A, manteniendo un ritmo de flujo de 35ml/
min. Los tampones utilizados fueron mantenidos en una atmésfera de
02 y 802 (95% : 5% ), a 372C antes de realizar el experimento y

durante todo el tiempo que durd la perfusidén,

Se utilizaron ratas hembras Wistar pesando entre 200-500
gr, con un ayuno de 12-18 horas. Una vez anestesiados los animales
en una etmdsfera de &ter stflico,se les practicé una incisidn me-
dia abdominal, apartdndose el pagquetz intestinal hacia el lado iz-
quierdo con objeto de exponer las venas porta - hepdtica y cava
inferior. Inmediatamente cdespuds la vena porta fue canulada, prec-
ticéndose una ligadura alrededor de ella justo antes de su entrada
en el hfgado. La vena cava inferior fue entonces seccionade permi-
tienda, de esta forma, que el 1fquido de perfusién escapara por -

esta via.

La perfusién fue programada de la siguiente manera : en

primer lugar ses perfundid$ con Krebs Ringer bicarbonato, libre de -
o+ o+

Ca vy Mg , pH 7,4 , conteniendo 0,33 mg/ml de ED0TA , durante &

minutos , para despuds hacerlo con Krebs Ringer bicarbonato, libre
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de Mg2+ y PH 7,4 , conteniendo 0,22 mg/ml de colegenasa tipo I.
Cinco minutos después de comenzar'la perfusifn con la enzima, el
hfgado fue extrafdo y troceado en una placa Petri que contenfa 20
ml de Krebs Ringer bicarbonato. A continmcién, los hepatocitos -
fueron liberados de los pequefios trozos ¢z hfgado tras agitacién
bajo una atmésfera de 02 y 002 (95% : 5% ), durante S5 minutos.
La suspensifn as{ obtenida fue filtrada a través de una gasa do-
ble suspendida sobre un tubo de centrffuga, lavdndose las células
tres veces en Krebs Ringer bicarbonato , oH 7,4 , mediante centri-
fugacidn a 200 x g durante 30 segundos. £l precipitado final fue
resuspendido en 20 - 30 ml de Krebs Ringer bicarbonatoc , pH 7,4 -~

y mantenido a 42C hasta su utilizacién.

La viabilidad celular, medida por exclusién con azul -

tripén al 0,5 %, fue de 80 % - 90 %.

9.1.3.~ Procedimiento seguido en las incubaciones de c£lulas

3
aisladas o trozos de tejido con triptéfano = H

Todas las incubaciones se realizaron a 372C en un bafic -
metabdlico con egitacidn continua y bajo una atmSsfera de O, y CO

(95% : 5% ).

2 2
Las células ( 2x10° - 10° ) o trozos de tejido ( 20 - €0

mg ) fueron incubados en 1 ml de Krebs Ringer bicarbonato conte-~

niendo BSA el 1 % y suplementado con glucesa ( 1 mg/ml ). Después

de 20 minutos de incubacién se afiadieron 25 pl de triptéfano - H

( actividad especffica : 6 Ci/mmol ; 1 mCi/ml ) y se mantuvisron

en estas condicicnes dursnte 1,2,4 o 6 horas. En algunas incuba-
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ciones, se afadieron al medic 1000 KIU de trasylol.

Con objeto de conseguir una inhibicién de la incorpora-
cidn de triptéfanc - 3H en protefnas, células de las gldndulas -
submaxilares { 1 x 106 ) fueron incubadas con 25 pCi de triptéfa-
no - aﬁ durante 2 horas, después de las cuales se afiadid al medio
cicloheximida { 100 pg/ml ), o bien el medio fue centrifugado y -
el precipitado resultante resuspendido en un medio nuevo contenien-
do 1 mg de triptéfano no radiactivo, continuéndose las incubacig-
nes durante otras 2 horas. Esta concentracidn de cicloheximida fue

suficiente para blogusar la sfntesis de protefnas.

Finalizadas las incubaciones, el medio con las células
fue precipitado por la adicién de 1 ml de TCA al 20 %. Los tubos
fueron centrifugados en una centr{fuga Beckman TJ - 6RS, rotor -
TH - &4, a 3000 rpm durante 10 minutos, y el precipitado resultan-
te fue extrafdo con una soluciéfn alcohol - &cida, de acusrda con

el método descrito en el apartado 4.

Los medios conteniendo trozos ce tejido se homogeneiza-
ron en solucidn alcohol - 4cida y se extrajeron segdn se indica -

en g1 apartado 4,

9.1.4.- Purificacidn percial de las formas inmunoreactivas de

glucagén extrapancreético

Los extractos obtenidos ( apartado 9.1.3. ) se resuspsn-
dieron en tampdn de glicocola 0,2 4 , conteniendoc BSA al 0,25 % vy
suero bovina al 1 % , pH 8,8 o0 en &cido acético 1 M, y se croma-

tografiaron a 42C en columnes ( 1 cm x 60 cm ) de Bio-Gel P-30, =-



eguilibradas con tampén de glicocola 0,2 M , pH 8,8 o con &cido

acético 1 M, E1 ritmo de flujo fué de 0,12 - 0,16 ml/minuto. Con
la ayuda de un colector LKB se recogieron fraccicnes de 1 ml. Las
columnas fuercn calibradas'con azul dextrano, glucagén mono - 1251

. 125_
e insulina mono I como marcadores de pesc molecular.

En uno de los extractos cromatografiados, alfcuotas de
las fracciones 12 - 20 , correspondientes al pico de mayor peso -
molecular, fueron mezcladas y liofilizadas. Después de su resus-
pensidn en tampSn de glicocola 0,2 M , conteniendo BSA al 0,25 %
y suerc bovino al 1 %, pH 8,8 , fueron tratadas con tripsina (lpg/
ml ):a 372C durante 20 minutos. La reaccifn fue parada por la adi-
cidn de 50 pl de &cido acético y el tubo conteniendo la solucidn
se sumergid en bafic marfa durante 5 segundos, después de lo cual,
se volvid a repetir la cromatograffa en la misma columna de Bio -

Gel P-30 .

3
9.1.5. Deteccidn de polipéptidos~H inmunoreactivos con el -

anticuerpo 30K

El contenido en glucagdn inmunoreactivo en las distintas
fracciones obtenidas de la cromatograffa, fue determinado utilizan-
do una técnica de doble anticuerpo con suero enti - conejo obtenido
en la cabra como segundo anticuerpo y empleando como primer anti-

cuerpo el 30K.

La unidn al anticuerpo se llevd a cabo por la incubacién
a 372C durante 1 hora de alfcuotas de las distintas fracciones -
con trasylol ( 1000 KIU/ml ) y antisuero 30K ( dilucién final :

1 : 20000 ), en un volumen final de 1 ml. La hormona unida al anti-



cuerpo fue precipitada por la adicién del segundo anticuerpo ( di-
lucién 1 : 250 ). Los tubos fueron entonces incubados a 4°C duran—
te 48 horas y centrifugados en una centrfiifuga Beckman TJ - 6RS, -
rotor TH-4, a 3000 rpm durante 30 minutos., E1 precipitédo contenien—
do el complejo hormona - anticuerpo, fue disuelto en 1 ml de OHNa
0,05 N y mezcledo con 10 ml de tolueno - tritén X =100 ( 2 : 1 ) -
conteniendo PPC ( 4 g/1 ) y PoPoP ( 0,1 g/1 ).

9.2.- Biosintesis de glucagdn por las gldndules salivares huma-

nas

Trozos de gléndulas submaxilares y pardtidas obtenidas en
el guiréfano, fueron inmediatamente sumergidos en Krebs Ringer bi-
carbonato conteniendo BSA &l 1 %, cortados en pequefas porcicnes vy
con le ayuda de unasAtijeras . Los procedimientos experimentales -
seguidos para la obtencién de células, incubaciones, purificacién y
determinacidn de glucagén, fueron semejantes a los ya descritos pa-

ra la rata.

10.- FACTORES SUE MODULAN LA SECRZCION DE GLUCAGON EXTRAPANCREATICO

10,1- Estudios in vivo

10.1.1.- Secrecifn de glucagén extrapancredtico en condiciocnes

basales y tras la sobrecarge intravengsa de arginina

en perros

Despuds de que los perros fuesen intervenidos quirdrgi-



camentek( apartado 3 ), se tomaron muestras de sangre antes, duran-
te y después de la administracién intravencsa de arginina ( 0,5 g /
Kg de peso corporal ). Estas musstras fueron centrifugadas en una =
centr{fuga Beckman TJ - 6RS, rotor TH - 4,a 3000 rpm durante 10 mi-

nutos.

En los plasmas obtenidos se determinaron las concentra-
ciones de glucagfn mediante radioinmunocensayo con el anticuerpa 30K

seglin se detalla en el apartado 6.2.

10.2.~ Estudios in vitro

10.2.1.- Cantrol de la secrecién de glucagédn en células aisla-

das y trozos de tejido de la rata o cflulas aisladas

de gléndulas salivares humanas

5
Células aisladas ( 2 x 10" ) o trozos de tejido ( 20 - 60
mg ) fueron transferidos a viales gue contenfan 1 ml de Krebs Rin-

ger bicarbonatc BSA al 1 % , previamente gaseado con Q_ ¥y 002 (94

2
4 ) conteniendo trasylol { 1000 KIU ). La incubacién se realizé a

379C en un bafio metab8lico con agitacién y en una atmfsfera de 02 y
co, ( 95% : 5%). En algunos viales el medio estaba enriquecido -
con glucosa ( 30 , 100 o 300 mg/ml ) , arginina ( 5 md ) , noradre-

nalina ( 5 pg ) o imsulina porcina monocomponente ( 5 pg ).

Después de 2 horas de incubacién las células o trozos de
tejido fueron desechadss y en el medic de incubacidn se determind
la concentracién de glucagén por radicinmunoensayc con la. ayuda -

del anticuerpa CK.
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1.~ CONCENTRACIONES DE GLUCOSA , GLUCAGON , GLI ETINSULINA EN EL
PLASMA DE RATAS CONTROLES Y DIABETICAS

En ratas diab&ticas , las concentraciones en plasma de
glucosa y glucagén ( 381% 21 mg/100 m1 y 0,23%0,02 ng/ml, res-
pectivamente ) fueron encontradas elevadas y las de insulina -~
( 10%3,1 U/ml ) disminuidas, en comparacién con los valores -
obtenidos en las ratas controles { 120% 16 mg/100 ml , 0,162 0,02
ng/ml y 60,62 10,7 pU/ml, de glucosa, glucagén e insulina, res-
pectivamente ) ( Tabla 1 ). Estas diferencias fueron estadisti-
camente significativas ( glucosa : P<0,01 , insulina:P<0,01 , -

glucagén : P< 0,05 ).

Las concentraciones de GLI también fueron encontradas -
elsvadas en las ratas diab&ticas : 0,8* 0,1 ng/ml frente a los =
0,7* 0,06 ng/ml determinados en las ratas controles, aungue 1la -
diferencia entre ambos valores no fue estadfsticamente significa-

tiva.

2.~ DISTRIBUCION TISULAR DE GLUCAGON , GLI £ INSULINA

2.1.~ Ratas controles

En un intento por conocer las fuentes productoras de -
glucagén, insulina y GLI, en extractos &cido - alcoh$licos de di-
ferentes tejidos d= la rata, se determinaron las concentraciones

de estas hormonas en una amplia variedad de ellos.



TABLA 1

CONCENTRACIONES EN PLASMA DE GLUCOSA,GLUCAGON,GLI E INSULINA EN RATAS
CONTROLES Y DIABETICAS.MEDIAYES.N=10.

Peso corporal Glucosa Glucagon GLI insulina

(grs) (mg/100m1) (ng/ml) (ng/m1l) (jt3/ml)
Controles 133*4 120116 0.16*0.02 0.7¢0.06 60.6%10.7
Diabeticas 13747 ¥¥3g1721 ¥0.2370.02 0.8*0.1%710.0%1.1

* P<0.05
¥+ P<c0.01
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En tres de estos tejidos : hipotdlamo, higado:y mucosa
esoffgica, no se pudo detectar la presencia de ninguna de estas

hormaonas.

-

En ratas controles ( Tabla 2 ), el mayor contenido de -
glucagén fue encontrado en el péncreas, seguido de la mucgsa gas-—
trointestinal., Dentro del tracto gastrointestinal, la concentra-
cidn hormaonal fue escasa en el estémago e intestinc delgado su-
perior y significativamente més elevada en el yeyuno e fleon -

( 2,75t 0,44 ng de glucagén/mg ). E1 timo fue, despuds de la mu-
cosa gastrointestinal, el érgano con un mayor contenido de glu-

cagén ( 2,79 ng ), seguido de las gléndulas salivares ( 1,48 ng )
¥, en mucho menor grado, del tirpides ( 0,28 ng ), gléndulas su-

prarrenales ( 0,25 ng ) e hip6fisis { 0,20 ng ).

Con objeto de determinar el contenido en GLI de los ex-
tractos tisulares, utilizamos en el inmunoensayo el antisuero AG-
10, que tiene capacidad de unidn con el glucagén y con polipépti-
dos de origen intestinal. Por tantao, si los resultados obtenidas
con ambgs antisueros ( 30K y AG -~ 10 ) se expresan a través de un
cociente glucagén/GLI , los valores inferiores a la unidad indi-
cardn la presencia de GLI. De acuerdo con ello,en la Tabla 2 po-
demos observar gue el mayor contenido de GLI se encuentra en la -
porcidn post-duodenal de la mucosa intestinal. Asimismo cantida-
des significativas, aungque menores, de estos péptidos fueron cn-
contradas en el timo, gléndulas salivares e hipéfisis, Tanto en -
el pédncreas como en el tiroides no se detecté la presencia de -

GLI.

Por otra parte, cuando el glucagdn se extrajo con una -



DISTRIBUCION TISULAR DE GLUCAGON Y GLI EN RATAS CONTROLES.MEOIATES.N=10

TABLA 2

-

Peso érgano' Glucagon GLI Cociente
(mg) (ng/100mg (ng/100mg  glucagon/GLI
te jida) te jido)
Estémago 2138 1,71:0,15 1,60:0,16 1,06
Ouodeno 314226 0,9520,11 2,3610,53 0,40
Yeyuno 719:49 1,89:0,21 13,80t2,38 0,14
Il=an 763*54 2,75:0,44 42,02110,6 0,06
Colon recto 214%23 1,9810,42 27,5014,43 0,07
Parétidas 22920 0,41*0,05 0,60:0,13 0,68
Submaxilares 221716 0,23:0,03 0,3570,08 g,65
Sublingueles 576 0,65t0,06 1,5220,30 0,43
Pancreas 704%51 645,15192,8 561,00%89, 10 1,15
Timo 374241 0,75:0,09 1,84:0,30 0,41
Suprarrenales 292 0,86:0,13 1,800,456 0,48
Tiroides 1241 2,43:0,90 2,50:0,84 0,97
Hip&fisis 50,3 4,01:0,60 6,0621,32 0,66
Rifiones 60122 0,05:0,0% 0,21*0,04 0,43

Las hormonas fueron medidas en alfcuotas de extractos &cido-alcohélicos



solucifn salina acidificada con HCl hasta un pH de 2,8 , los va-
lores de glucagén disminuyeron sensiblemente en la mayorfa de los
érgancs estudiados, posiblemente como consecuencia del mayor po=
der degradativo de este medic en relacién a las soluciones &cido
alcoh§licas.( tabla 3 ). Sin embargo, en las gléndulas submaxi-
lares se observd un gran incremento en las concentraciones de -
esta hormona, pudiéndose detectar 66 veces mds cantidad de gluca-
gén gue cuando la extraccién se realizé con una solucifn &cido -
alcoh8lica. E1 timo fue otro de los Srganos en los que se elevd
la cantidad detectada de glucagén ( 6,99 ng en extractos &cido -
salinos frente a los 2,79 ng hallados en los extractos &cido-al-

cohélicos.

En contraste con la amplia distribucién tisular del glu-
cagén y GLI, la insulina solo pudo ser detectada en el péncreas -
( 21037 ng ) vy, en muy pequefia cantidad en el timo ( 17,89 ng ) -
( Tabla 4 ).

2.2.~ Ratas diabéticas

En ratas hechas diabéticas por la acministracidn intra-
cardfaca de estreptozotocina, el contenido de glucagén en los dis-
tintos &rganos no se modificd significetivemente en relacién a los
valores encontrados en las ratas controles ( Tabla 5 ). Sin embar-
go, las concentraciones de GLI fueron méds elesvadas en la mucosa -
gastrointestinal, gldndulas salivares, hip&fisis y tiroides de =

las ratas diabdticas.

Por otra parte, las concentraciones de insulina descen—



DISTRIBUCION TISULAR DE GLUCAGON INMUNOREACTIVO MEDIDO EN EXTRACTOS

TABLA 3

ACIDO-ALCOHOLICOS Y ACIDO-SALINOS. MEDIATES. N=10.

élucagén (ng/érgano)

Acido~alcohélico Acido~salino
Estémago 3,650, 32 1,3010,20
Duodenc 2,88t0,28 4,87:0,85
Yeyuno 14,40:1,38 9,32:1,50
Ileon 20,19*2,94 7,00:0,71
Parétidas 0,61:0,06 1,9420,32
Submaxilares 0,49%0,07 32,5016,43
Pancreas 4398,98:710,90 137,33125,13
Timo 2,7970,46 6,99r0,84
Suprarrenales 0,25*0,04 ND
Tiroides 0,28:0,05 ND
Hip&fisis 0,20:0,02 ND
Rifiones ND

0,5420,06

ND= no detectado



TJABLA 4

CONTENIDO DE INSULINA EN PANCREAS Y TIMO DE RATAS CONTROLES Y DIABETI-
GAS- &EDTA'!ES. N=10¢ -

Organo Ratas controles Ratas diab#&ticas

ng/100mg tejide ng/8rganoc ng/100mg tejide ng/68rganc

Pancreas 28181295 21.037:2911 8,96%1,67 86,42117,7

Timo 50,8 17,8923,07 7,22+1,38 19,5%4,1

La hormona fue medida en allcuotas de extractos &cido-alcohdlicos.



TABLA S

DISTRIBUCION TISULAR DE GLUCAGON Y GLI EN RATAS DIABETICAS.MEDIA*ES.N=10.

Peso 8rgano Glucagén GLI Cocients
(mg) (ng/100mg (ng/100mg giucagon/GLI
 tejido) tejido)
Zstémago 215713 1,58t0,15 3,40:0,74 Q,46
Dugdeng 284+23 1,31%0,16 7,19+1,49 ag,18
Yeyuno 66445 1,85:0,23 33,80%4,35 0,05
Ileon 645281 2,31t0,44 31,50+5,03 0,07
Colon Recto 194*15 2,35:0,59 77,7024, 36 0,03
Pardtidas 190118 0,36:0,09 1,5870,37 0,23
Submaxilares 188¢9 0,37+0,06 0,81%0,22 0,46
Sublinguales 4714 1,04:0,28 2,20%0,42 0,47
Pancreas 917172  552,14:101,38 624,60%75, 20 0,90
Timo 287231 0,73:0,09 1,350,117 0,54
Suprarrenalas 352 0,550,11 1,21%0,16 0,45
Tiroides 1371 2,870, 42 4,55:0,74 0,63
Hip&fisis 60,3 a,63+0,90 17,30%6,19 0,27
Rifones 721121 0,06*0,01 0,5810,17 0,11

Las hormonas fuercn medidas en alfcuotas de extractos &cido-alcohdlicos.
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dieron de 21037 ng en el péncreas de ratas controles a valores -
minimos ( 86 ng ) en el péncreas de animales diabéticos ( Tabla
4 ). No se pudo observar este mismo fendmeno en el timo, conser-
vando las animales diabéticos los mismos valores, = incluso su-
periores, de insulina que los animales no sometidos a tratamienw=-

to con estreptozotocina.

3.~ CARACTERES DISTINTIVOS INTERESPECIES EN LA DISTRIBUCION TISU-

LAR DEL GLUCAGON EXTRAPANCREATICO

Las gldndulas salivares de humanos y el tiroides y glén-
dulas submaxilares de perros fueron homogeneizados y extrafdos -
segin se indica en Materiales y Mé&todos y el contenido total de -
glucagén fue estimado y comparado con los valores obtenidos en la

rata ( Tabla 6 ).

Inmunoreactividad para el glucagén se detectd§ en las -
tres especiss estudiadas.y se pudo observar gque, en general, los
tejidos extrafdos con salino - acidificado posefan valores més -
elevados de esta hormona que las tejidos extrafdos con 4cido -sa-

lino.

Los extractos salinos de las gléndulas submaxilares de -
rata son, sin lugar a dudas, los que poseen un contenido més ele-
vado en glucagén ( 165* 30,5 ng/g de tejido ),seguidos por los de
humanos ( 18,5+ 2,5 ng/g de tejido ) y , finalmente, los de perro

con cantidades muy inferiores ( 1,48:0,36 ng/g de tejido ).

Las cantidades de glucagén inmunoreactivo encontradas en



TABLA 6

DISTRIBUCION TISULAR DE GLUCAGON INMUNCREACTIVO EN EXTRACTOS ACIDO-
ALCOHOLICOS Y ACIDO-SALINOS OE PERRO,RATA Y HUMANOS. MEDIAXES.

Especie Organas Blucagon(ng/g tejida)
Acido-elcoh8lico Acido-salino
Rata Gl.Submaxilares 2,3:0,3 165130,5
(N=10) Gl.Parétides 4,1*0,5 9,741,5
Tircides 24,3%9,0 ND
Perro Bl.Submaxilares 0,98:0,12 1,4820,36
(N=5) Tiroides 1,1%0,25 1,8670,36
Humanaos ?&.7?ubmaxilares 8,9+1,2 18,502,530
?gl.ESarﬁtidas 2,921,3 3,50t0,30

ND = No detactado
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las gléndulas parétidas, tanto de ratas como humanas, fueron tam-
bién muy elevadas cuando las determinaciones se realizaron en ex-
tractos &cido - salinos, a pesar de que las concentraciones detec-

tadas fueron muy inferiores a las de las gléndulas submaxilares.

Mientras que los extractos salinos del tiroides de perro
presentaban una pequefia elevacién de su contenido en glucagén -~
frente a extractos alcohol - 4cidos, en el tiroides de la rata no
se detectd glucagdn inmunoreactivo cuando fue extrafdo con &cido-
salino. Teniendo en cuenta quz la degradacidén de la hormona en -
los extractos 4cido - salinos ( 71 % ) es muy superior a la que -
tiene lugar en extractos alcohol - &cidos ( 1 - 3% ), esta falta
aparente de glucagén en los extractos dcido - salinos del tiroides
de rata puede ser la consecuencia de una activacidn del proceso -

degradativo.

4.~ CARACTERIZACION DE LAS FOBMAS INMUNOREACTIVAS DE GLUCAGON, GLI

E _INSULINA DE ORIGEN PANCREATICO O EXTRAPANCREATICO

4,1.- Fraccionamiento cromatogréfico

4.1.1.- Fraccionamiento cromatogréfico de las formes inmuno-—

reactivas de glucagdn

La Fig 4 muestra la distribucidn de la inmunoreactivicad
para glucagfn ( determinada con el anticuerpao 30K ) en axtractas -
&cido - alcoh8licos de péncreas, yeyuno, timo y gldndulas submaxi-

lares de rata después de la cromatograffa en columnas ( 1 cm x &0
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Figura 4.~ PERFILES CROMATOGRAFICOS DEL GLUCAGON INMUNOREACTIVO PRE-
SENTE EN =XTRACTOS ACIDO - ALCOHOLICOS DE PANCREAS, TIMO,
YEYUNO Y GLANDULAS SUBMAXILARES.

Alfcuotas de los extractos fueron aplicadas a columnas
(1 cm x 60 em ) de Bio-Gel P-30 equilibradas con tampén de glicocola
0,2 M, conteniendo BSA al 0,25 % y suero bovino al 1 %, pH 8,8. Las
fracciones recogidas fueron de 1 ml ; en alfcuotas de ellas se desar—

miné sl contenido en gluéagén con la esyuda del anticuerpa 30K.
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cm ) de Bio-Gel P-30, elufdas con tampén de glicocola 0,2 M, con-
teniendo BSA al 0,25 % y suero bovino al 1 %,a un pH de 8,8.

En el péncreas cerca del 90 % de la inmunoreactividad -
aparecif en la zona correspondiente a un peso moiecular de 3500 -
daltons ( zona de elucién del marcador : glucagén - 1251 ). En -
extractos de yeyuno y gléndulas submaxilares,el principal pico -
inmunoreactivo eluyd en la zona del marcador glucagén - 1251',‘e].u-
yendo los restantes en zonas anteriores al marcador insulina - 1251.

En cuanto a los extractos de timo, el pico inmunoreactivo princi-

pal eluy8 en el valumen vacfo de la columna.

Comparando las gréficas obtenidas utilizando extractos -
écido - alcohflicos con las obtenidas mediante la extraccién con -
dcido - salino { Fig 5), se puede observar una distribucién seme-
jante de cuatro picos inmunoreactivos para glucagdn, similares a
los descritos previamente por Valverde y col ( VALVERDE y col., =~
1970 ) en plasma de humanos y animales de experimentacién. Estos -

picos se distribuyen de la siguiente forma :

Pico I, de alto peso molecular, presente en el volumen -
vacfo de la columna. Pico II, correspocndiente aproximadamente a la
zona de peso molecular de 9000 dalton . Picog III, con un psso mo-
lecular de 3500 dalton , correspondiente al lugar de elucién del =

glucagén, y pico IV, con un peso molecular inferior a-3000 cdalton .

Para eliminar la posibilidad de que los picos I y II, de
alto peso molecular, fueran agregaciocnes de péptidos unidos no co-
valentemente, se realizd una cromatograffa en columnas ( 1 x 60 cm)
de Bio~Gel P-30 elufdas con &cido scético 1 M ( Fig 6 ). E1 treta-

miento con dcido acdtico prdcticamente no modificd el perfil de =



' ! m -
] azul dextrano
w1 inso.}:;na— 25 140 'insrlfnat :25] 125 ~
1204 azul aro - 125, 20 . noi glucagon - <%
: 100 4= b lv 100 \ 'v
S " /
~ eof l!
g4 Il : j
v/ 20+ M . |
4 el L i) Y ada W ! 1 L A =,
o}
200~ °
< c N | A D —
S I
2! 140k \
=l 20
S 1204~ \

(WA
: A/Vz/ \,fh\,, o+ V L

10 20 39 40 EL] 0 20 30 40 %

N° DE_FRACCION

Figura 5.- PERFILES CROMATOGRAFICOS DEL GLHCAGON INMUNOREACTIVO
PRESENTE EN EXTRACTOS ACIDO-ALCOHOLICOS Y SALINO -
ACIDIFICADO DE TIMO Y GLANDULAS SUBMAXTLARES DE RATA.

Alfcuotas de los extractos fueron aplicadas a colum—
vas ( 1 cmx60 cm ) de Bio-Gel P-30 equilibradas cc' tampdn de gli-
cocola 0,2 M, conteniendo BSA al 0,25 % y suero bovino al 1 % , pH
8,8. Se recogieron fracciones de 1 ml ; en alfcuotas de ellas se
determing el contenido en glucagdn con la ayuda del antisuero 30K.
Panel A : Timo , extraécién dcido ~ alcohdlica. Panel B : Timo, ex-—
traccidn 4cido - salina. Panel C : Gl. submaxilares, extraccidén -
Scido - alcohdlica. Panel D : Gl. submaxilares, extraccién &cido -

salina,
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Figura 6.- PERFILES CROMATOGRAFICOS DEL GLUCAGON INMUNOREACTIVO
PRESENTE EN EXTRACTOS ACIDO - ALCOHOLICOS Y ACIDO -
SALINO DE TIMO Y GLANDULAS SUBMAXILARZS DE RATA.

Alfcuntas de los extractos fueron aplicadas a colum=
"nas ( 1 x 60 cm ) de Bio-Gel P-30, equilibradas con &cido acético
1 M. Se recogieron fracciones de 1 ml ; en alfcuotas de ellas, se
determind el contenido en glucagln con la ayuda del anticuerpo 30K.
Panel A : Timo , extraccifn &cido - alcohélica. Panel 8 : Timo :
extraccién &cido - salina. Panel C : Bl. submaxilares, extraccidn
dcido - alcoh$lica. Panel D : Bl. submaxilares, extraccidn &cico-

salina.
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elucién de los extractos, obteniéndose como en el ceso de la elu-
cién con tempén de glicocola 0,2 M, cuatro picos bien diferencia-
dos tanto en extractos dcido - alcohflicos como en extractos &ci-

do - salinos.,

En la Fig 7 se presentan los perfiles cromatogréficos -
obtenidos con extractos &cido - alcohélicaos de gléndulas submaxi-
lares humanas. En las gréficas obtenidas se pudo observar siempre
un pico inmmunoreactive principal que eluy§ en la zona correspon-

diente a un pesc molecular de 3500 dalton .

4.1,2.- Fraccionamiento cromatogréfico de las formas inmunc—

reactivas de GLI

La Fig 8 representa ios perfiles cromatogréficos obteni-
dos cuando alfcuotas de extractos &cido - alcohélicos de yeyuno, -
timo y gléndulas submaxilares de rata fuerdan cromatografiadaos en -
columnas ( 1 cm x 60 cm ) de Bio-Gel P-30. En los elufdos de estos
extractos se determind la inmunoreactividad que presentaban con el

anticuerpc AG - 10.

Como en el caso del glucagén, se obtuvieron varios picos
inmunoreactivos, uno de los cuales elufa siempre en la zona del -
marcador glucagén - ;25f’ observdndose sin embargo picos adiciona-

les.

En el caso de la cromatograffa en estas mismas columnas
de extractos de gléndulas salivares humanas { Fig 9 ), se obtuvo -

también una amplia distribucién de picos immunoreactives con el -
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Figura 7.- PERFILES CROMATOGRAFICOS DEL GLUCAGON INMUNCREACTIVO
PRESENTE EN EXTRACTOS ACIDO - ALCOHOLICOS DE GLANDULAS
SUBMAXILARES HUMANAS.

Alfcuotas de los extractos fueron aplicadas a colum-—
nas ( 1 x 60 cm ) de Bio-Gel P-30 , equilibradas con tampén de gli-
cocola 0,2 M, conteniendo BSA al 0,25 % y suero bovino al 1% t, pH
8,8. Se recogieron fracciones de 1 ml ; en alfcuotas de ellas se =

determind el contenidoc en glucagén con la ayuda del entisuero 0K,
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Figura 8.- PERFILES CROMATOGRAFICOS DEL GLUCAGON INMIINOREACTIVO
PRESENTE EN EXTRACTOS ACIDO - ALCOHOLICOS DE YEYLINO,
TIMO Y GLANDILAS SUBMAXILARES DE RATA.

Alfcuotas de los extractos fueron aplicadas a columnas
( lemx60cm ) de Bio-Gel P-C0, equilibradas con tampdn de glicocola -
0,2 M, conteniendo BSA al 0,25 % y suero bovino al 1 %, pH 8,8. Se
recogieron fracciones de 1 ml ; en alfcuotas de ellas se determind -

el contenido en GLI con la ayuda del aﬁtisuero AG - 10.



3L Azul-dextrano

o
z l >
1,OorF LR Insuling-' 12| I
0,8+ l Glucagon- '25]
sl |
°
041
w
- 0,2+ » ® o ® H [ o
€ AR TN e T
\O . | Kl V. ‘?‘ \EL, .\/ :
s
: 4 [ ]
(L]
3r ° « e
2F * o ° .
i
f \/ °
) o
l - H ‘.. \ \\
. ‘ ['
1 L
A
L ' | o 0 ‘-
10 20 30 4 50

Ne de fraccion

Figura 9.~ PERFILES CRCHMATOGRAFICOS DSL GLUCAGON INMUNCREACTIVO
PRESENTE EN EXTRACTOS ACIDO - ALCOHOLICGOS DE GLANRULAS
SUBMAXILARES HUMANAS.

Alfcuotas de los extractos fueron aplicades @ colum-
nas ( 1 x 60 cm ) de Bio-Gel P-30, equilibradas con tampdn de gli-
cocola 0,2 M, conteniendo 8SA al 0,25 % y suero bovino al 1 %, pH
8,8. Se recogicron fracciones de 1 ml ; en alfcuotas de ellas se

determiné el contenido en GLI con la ayuda del antisusro AG -10.
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antisuero AG - 10, eluyendo siempre unc de ellos en la zona de =

3500 dalton de peso molecular.

4.1.3.~ Fraccionamiento cromatogréfico de las formas inmuno-

reactivas de insulina

El perfil inmunoreactivo de los extractos &cido - alcohd-
licos de pdncreas y timo de rata=, cuando el anticuerpo utilizado -

fue el 607/9, se muestra en la Fig 10.

En los extractos de péncreas se detectd un pico princi-
pal inmunoreactivo en la misma zona donde eluy$ el marcador insuli-
na - 1251. Este pico, sin embargo, no se pudo encontrar cuando el -
extracto cromatografiado era el timo, observdndose en este extrac-
to pequefios picos adicicnales antes y despuds del volumen de elucién

de la insulina.

4.2.,- Movilidad electroforética

4.2.1.- Movilidad electroforética de las formas inmunoresacti-

vas de glucagén

Una confirmacién de las caracter{sticas comunes entre el
gldcagdn cristalino y la hormona detectada en nuestros extractos,-
se obtuvo por el andlisis de la distribucién de la inmunoreactivi-
dad en geles de poliacrilamida, después de la electroforesis, de -

las protefnes presentes en dichos extractos.
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Figura 10.- PEAFILES CROMATOGRAFICOS DE INSULINA INMUNOREACTIVA PRE=~
SENTE SN EXTRACTOS ACIDO - ALCOHOLICOS DE PANCREAS Y TIMO
DE RATA. '

Alfcuotas de laos extractos fusron aplicados a colum—
nas ( 1 x 60 cm ) de Bio-Gel P-30 equilibradas con tampén de glico-
cola 0,2 M, conteniendo 8SA al 0,25 % y suero bovino al 1 %, pH 8,8,
Se recogieron fracciones de 1 ml ; en alfcuotas de cllas se determi-

nd el contenido-en insulina con ayuda del antisuero 607/9.

’
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La distribucién de la inmunoreactividad en los geles =-
( Fig 11 ), medida con el anticuerpo 30K, muestra una separacidn
idéntica del glucagbn cristalino y el material presente en los =
extractos de gldndulas submaxilares de rata con unas Rf de 0,8 y
2,6 . La migraciéfn electroforética del tima mostrd una banda dGni-
ca con una Rf de 2,6. La banda menor ( RF : 2,6 ), se corresponde
can la banda obtenida al tefiir uno de los geles conteniendo glu-

cagén cristalino con azul de coomassie.

Cuando la electroforesis se realizé con extractos de -~
gléndulas submaxilares humanas ( Fig 12 ], se observd, igualmente
que el materiel presente en aquellos extractos migrd en una banda

( Rf : 3,2 ) idéntica a la que presentd el glucagdn cristalino y

otra banda anterior con una Rf de 1,4.

4,2.2.~ Movilidad electroforética de las formas inmunoreacti-

vas de GLI

La distribucién de la inmunoreactividad para GLI, medi-
da con el anticuerpo AG - 10, después de la electraoforesis en ge-
les de poliacrilamida, presenta una serie muy amplia de bandas, -
obsarvdndose sin embargo .que,tanto el extracto de timo como el de
las gléndulas submaxilares ( Fig 13 ), contenfan un material cue
migraba a una Rf idéntica ( 3,2°) a la gue presentaba el glucagdn
cristalino. En el caso del extracto de timo, se detscté una -ban-

da principal con una velocidad de migracién mucho mayor ( Rf :5,2).



I&% )
]% -.9lucagon estandar

glucagon cristalino

2000+

o
Mnd M AL

17808

AY

1000+ gl. submaxilares

Colo] g \A 4 .
.
Z ‘Lﬂ—\/ i oSN L

1800

GLUCAGON (PG/ML)

15 20 28 30

1 =]
ORIGEN . | +

] N2 oe SECCION

Figura 1l.- ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA DE GLUCAGCN POR-
- CINO CRISTALINC Y DE ALICUOTAS DE EXTRACTOS ACIDO - AL~
COHCLICOS DE TIMO Y GLANDULAS SUBMAXILARES DE RATA.

La electroforesis se llevé a cabo con geles de po-
liacrilamida al 7 ¢, conteniendo urea 4 M, a pH 8,7. Finalizada la
electroforesis, los geles fueron cortados en secciones de 2 mm., -
Cada seccién fue =lufda con 0,2 ml de tampdn de glicocela 0,2 M, -
_conteniendo BSA a2l 0,25 % y suero bovino al 1 o.,pH 8,8. En los -

eluidos se determinaron las conczntreciones de glucagén con la -

8yuda del anticuerpo 30K.
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Figura 12.~ ELECTROFORESIS EN GEL DE PCLIACRILAMIDA DE GLUCAGON PORCI-
NO CRISTALINO Y DE ALICUCTAS DE EXTRACTOS ACIDO - ALCCHO-
LICOS DE GLANDULAS SUBMAXILARES Y PAROTIDAS HUMANAS.

La electroforesis se llevd a cabo con geles de polia-
crilamida el 7 %, contengendo urea 4 M, a pH 8,7. Finalizada la elec-
troforesis los geles fueron cortados en secciones de 2 mm. Cada -
seccidn fue eluida con 0,2 ml de tamp8n de glicocola 0,2 M, conte-
niendo BSA al 0,25 % y suero bovino al 1%,pH 8,8. Sn los eluidos se
determinaron las concentraciones de glucag8n con la ayuda del anti-

cuerpo 30K.
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Figura 13.- ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAHIDA DE BLUCAGON POR-
CINO CRISTALINO Y DE ALICUOTAS D= EXTRACTOS ACIDO - AL-
COHOLICOS DE TIMO Y GLANDULAS SUBMAXKILARES DZ RATA.

La electroforesis se llevd a cabo con geles de acrila-
mida al 7%, conteniendo urea 4 M,pH 8,7. Finalizada la electrofors-
sis los g;les fueron cortados en secciones de 2 mm. Cada seccidn fue
eluida con tampén de glicocola 0,2 M, conteniendo BSA al 0,25 % y -
suero bovino al 1 %,pH 8,8. £En los eluidos se determinaron las con-

centraciones de GLI con la ayuda del antisuero AG-10.
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4.2.3.- Hovilidad electroforétice de las formas inmunoreac-

tivas de insulina

-

En la Fig 14 se Eeespresenta la distribucién de la inmu-
noreactividad, medida con el antisuero 607/9, para insulina des-
pués de la electroforesis en gel de poliacrilamida de extractos

dcido - alcoh8licos de pé&ncreas y timo de rata.

Con alfcuotas de los extractos pancredticos se obtuvo
una banda principal que se localizé en una posicién idéntica a -
la insulina estandar criatalina ( R : 4,6 ), mientras que el ma-
terial inmunoreactivo presesnte en el extracto de timo lo hizo =n
bandas de migracifn muchc menor, no pudiéndose detectar ninguna

banda a una Rf ce 4,6.

4.3.~ Caracterizacidn inmunolégica : curvas de dilucién

4+3:1.- Ceracterizacién inmunolSgica de las formas inmuncreac-

tivas de glucagén

Extractos de pé&ncreas, tiroides, hip&fisis y mucosa de
estdémago e fleon, fueron reconstituidos con tampén de glicocola -
0,2 M, conteniendo BSA al 0,5 % y suero boving al 1 %, a un pH de
8,8, obtenidndose sucesivas diluciones con ellos y determinando -
su reactividad frente al anticuerpo 30K. Los valores obtenidos se

125 )
representaron como el porcentaje de glucagén - I unido al an=—
ticuerpo frente a la supuesta concentracién de glucagén ( pg/ml)

basada en el ensayo del material no diluido.
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Figure 1l4.- ELECTROFORESIS N GEL DE POLIACRILAMIDA DE INSULiNA DE RATA
CRISTALINA Y D ALICUOTAS DE EXTRACTOS ACIDO -~ ALCOHCLICOS
DE PANCREAS Y TIMO DE RATA.

La electroforesis se llevd a eabo con geles de acrila-
mida al 7% contendéendo urea 4 M, a pH 8,7. Finalizada la electrofore-
sis, los geles fueron cortados en secciones de 2 mm., Cada seccidn fue
eluida con tampdn de glicacola 0,2 M,conteniendo BSA al 0,25 % y sue=~
ro bovino el 1%,pH 8,8. En los elufdos se determinaron las concentra-

cicnes de insulina con la ayuda del antisuero 607/9.
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La Fig 15 muestra que la dilucién de todos estos extrac-
tos provocéh curvas'idénticas, paralelas a la curva de dilucién del

glucagén cristalinc estandar.

Las curvas obtenidas al ensayar diferentes diluciones de
extractos 4cido - alcohflicos de glé&ndulas salivares humanas fren—
te al anticuerpo 30K { Fig 16 ) fueron también paralelas a la cur-

va de dilucién del glucagén cristalino estandar.

4.3.2.- Caracterizacidn inmunolégica de las formas inmunoreac—

tivas de insulina

Cuando el ensayo se realizd con el anticuerpo 607/9 y -
con diferentes diluciones de los extractos &cido - alcohélicos de
pédncreas y timo de rata, se obtuvo ( Fig 17 ) un desplazamiento -
idéntico del glucagén - ;251 al obtenido con insulinea cristalina

de rata, solamente en el casc del extracto de péncreas. En el ca-

so del extracto de timo, este desplazamiento fue diferents.

5.- ACTIVIDAD BIOLOGICA DEL GLUCAGON INMUMNOREACTIVO PRESENTE EN

EXTRACTOS PANCREATICOS Y EXTRAPANCREATICOS

5.1.- Grado de pureza dezlas membranas hepdticas des rata : ac—

tividad de la 5°nuclectidasa y unién del glucagén mong =
125

I a su receptor durante las distintas etapas_del pro-

ceso de purificacién

Con objeto de tener unindice del grado de pureze de las -
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Los ensayos se llevaron a cabo con el anticuerpo 30K.
Las concentraciones de glucagdn fueron calculadas ce las diluciones de

las extractos.
e~¢ Glucegon cristalinc e©-e Extracto de péncreas

o-D Extracto de fleon o-o Extracto de estémago

A—A Cxtracto de tiroides m-w Extracto de hipéfisis.
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preparaciones de membranas plasméticas, se midif en ellas la acti-
vidad de la 5 “nucleotidasa y la unidn de glucagén mono -1251 com=-
pardndolos con los obtenidos en los distintos pasos del proceso de

purificacidén.

La actividad de la S°nuclectidasa ( Tabla 7 ) aumentd§ -~
desde 1,52 0,3 pmoles de S°AMP hidrolizados/mg de protefna/hora en
el homogenado hasta 14,2% 1,8 pmoles de 5°AMP hidrolizados/{mg de -
protefna/hora en las membranas hep&ticas, paseyendo por tanto estas
dltimas una actividad especifica de la enzima unas 7 veces mayor -

que el homogenado y 5 veces mayor que la de la fraccidn = 15C0xg.

12 g
En el caso de la unién del glucagdn mono - I asus -
receptores ( Tabla 8 ), la fraccién de membranas plasméticas unid
31 veces més glucagdn que el homogenado y unas 4 veces més que la

fraccién - 1500 x g.

. 2
5.2.- Desplazemiento del glucagdn mono :1 SI,Apreviamente uni-

do a sus receptores hepéticos, por alfcuotas de extractos

pancredticos y extrapancredticos y glucagén pancredtico -

cristalino

Cuando alfcuotas de extractos dcido - alcohdlicos de -
yeyuno, timo, p&ncreas, tiroides, gléndulas suprarrenales y pa-
rétidas, fueron incubados " in vitro " con membranas plasméticas
hepdticas, provocaron una disminucidén de la unién de glucagfn mar—
cado a2l receptor, de una forma dependiente de la concentracién -

( Fig 18 ). Las curvas de desplazamiento fueron paralelas a las



TABLA 7

ACTIVIDAD DE LA 5°NUCLECOTIDASA Y CONCENTRACION DE PROTEINAS EN LOS DIS-

TINTOS PASOS DEL PROCESO DE™PURIFICACION DE LAS MEMBRANAS HEPATICAS DE
RATA. MEDIAZES. N=10.

Fraccifn Proteinas Actividad 5°nucleotidasa
(mg) (pmoles 5°AMP hidrolizado/
mg proteina/hora)

Homogenado 201172 1,520,3
Precipitado
1500xg 240123 3,9:0,5

Yembranas parcial-
mente purificadas 10,21 14,2£1,8

Las concentraciones de proteinas han sido expresadas en mg por 10 g de

peso hdmedo de higado,



JABLA 8

UNION DE GLUGAGDN—lzsIA.SUS RECEPTORES DURANTE LA PURIFICACION DE LAS
MEMBRANAS HEPATICAS DE RATA. MEDIA*ES. N=10.

Fraccién Glucagon unido
(fmoles/mg proteina)

Homogenado 2,4:0,4
Precipitado- '
1500xg ' 16,221,7

Membranas parcialmente
purificadas 62,0:4,1

- B it T NI
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Figura 18.- CURVAS DE DESPLAZAMIENTO DEL GLUCAGON - 257D mEMBRANAS

PLASMATICAS HEPATICAS DE RATA POR GLUCAGON PORCINO CRIS-
TALINO O EL GLUCAGON PRESENTE EN ALTCUOTAS DE EXTRACTOS
ACIDO - ALCOHGLIDOS- DE YZYUNO, TIMO, TIROIDES, PANCREAS
Y GLANDULAS SUPRARRENALES Y PARCTIDAS DS RATA.

La uniéfn de glucagdn -1251 en ausencia de glucagén
no marcado fue tomada como el 10C%:. La unidn no especf{fica fue menos
del % de la unidn total.e— ¢Blucagdn cristaling.a=—a Extracto de yeyu-
no.a4—e& Extracto de timo.o-0Extracto de tiroidss,e— o Extracto de pan-

creas.e®— @ Cxtracto de Gl.sunrarrenales.®—oExtracto de Gl.perdticas
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curvas del glucagén cristalino estandar.

Cantidades pequefias de glucagén extrapancreético ( elre-
dedor de 50 pg/ml ) fueron capaces de desplazar significativamente

el glucagén mono = 1251 unido a su receptor.

Représentando el cociente unido/libre de la hormona mar-
cada frente a las concentraciones de glucagén cristalino,y gluca-
gén pancredtico o extrapancredtico, de acuerdo con el andlisis de
Scatchard ( Fig 19 ), se obtuvieron en todos los cases curvas idén-
ticas, sugiriendo que la afinidad del receptor por las distintas -

muestras ensayadas fue la misma.

En la Fig 20 se muestra la curva de desplazamiento del -
glucagén mong - }251 provocada por el glucagén presente en extrac-
tos dcido - azlcohflicos de gléndulas salivares humanas. Como en el
caso de los extractos de tejido de rata, las curvas de inhibicién

fueron paralelas a la curva obtenida con glucagfn cristalino.

Cuando a los distintos datos obtenidos se les scmetié a
un andlisis de Scatchard ( Fig 21 ), de nuevo , la afinidad del -
receptar por el glucagéfn de los extractos resultd ser idéntica a

la del glucagén cristalino.

6.~ BIOSINTESIS DE GLUCAGON EXTRAPANCREATICC

6.1.~ Perfiles cromatogré&ficaos de protefnas marcadas con triptd-—

3
fano - H

La Fig 22 muestra el perfil de elucién de la radiactivi-
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Figura 19.- ANALISIS DE SCATCHARD DS LA UNION DE GLUCAGON A MEMBERANAS
PLASMATICAS HEPATICAS DE RATA.

Las membranas fueron incubadas con Krebs Ringer fosfato

pH 7,5, conteniendo BSA al 1%, glucagén -1251 ( D,Exlo—lo

M)yen =
presencia de glucagfin porcino cristalino no marcado ( de 0,1 - 5 ng/ml)
o de alfcuotas de extractos &cido - alcoh8licos de yeyuno,timo, pén-—

creas y gléndulas suprarrsnales y parftidas de rata.
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Figura 21.-~ ANALISIS DE SCATCHARD DE LA UNION DE GLUCAGON A MEMBRA-
NAS PLASMATICAS HEPATICAS DE RATA.

Las membranas fueron incubadas con Kresbs Ringer fos-—
fato pH 7,5, conteniendo BSA al 1 %, glucagén - 1251( 0,6 x 10'102.1 )
y en presencia de glucagédn porcino cristalino no marcado ( de 0,1 ~
5 ng/ml ) o de alfcuotas ce extractos &cido - alcohflicos de gléndu=—

las submaxilarss y parétidas humanas.
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dad de extractos 4cido - alcoh8licos de células aisladas de glén-
‘dulas parftidas y trozos de tejido de tiroides y glé&ndulas supra-
rrenales de rata incubadaos a 379C con triptéfanoc - 3H durante 4 -
horas. Las columnas ( 1 cm x 60 cm ) de Big-Gel P-30 utilizadas,-
fueron elufdas con tampédn de glicocola 0,2 M, conteniendo BSA al

0,5 % y suero baoving al 1 %, a un pH de 8,8.
Se obtuvieron dos fracciones principales:

1) Una situada inmediatamente despuds del volumen vacié de la co-
lumna, a la gue hemos llamado " zona precursora " y

2) Otra comprendida en el lugar de elucién del marcador glucagdn

mono -1251', a la que hemaos denominado ® zona del glucagdn ".

En el caso del tirpides y de las gléndulas suprarrena—:s
les, solo se pudo detectar inmunoreactividad en la segunda de -

las fracciones.

3
6.2. Combinacién de protefnas marcadas con triptéfanc - H_ con

antisuero especffico para glucag8n pancredtico ( 30K )

La identificacidn de los picos tfitiados obtenidos por
cromatografia, fue establecida por incubacidnes de las distintas
fracciones con anticuerpo 30K, pudiéndose localizar =l menos dos
componentes inmunoresactivos ( Fig 22 ) claramente diferenciados,
uno de ellos situado en la regién precursora y otro, el m&s impor—
tante en el caso del tirpides y de las gléndulas suprarrenales, -
en la zona del glucagdn. En todos los casos, el volumen de elucidn
de este dltimo pico coincidié exactamente con el volumen de slu-

cién del glucagén - 1_zsl'utilizado como marcador.,
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Figura 2?.— PERFILES CROMATOGRAFICOS DE EXTRACTOS ACIDO - ALCOHOLICOS
DE TROZOS DE TEJIDO DE TIROIDES Y GL.SUPRARREMALES Y CELU-
LAS AISLADAS DE GL.PAROTIDAS DE RATA INCUBADAS CON TRIPTO-

FANO = 3H.

Las incubaciones se realizaron a 379C durante 4 horas
en presencia de tript§fang - 3H ( 6 Ci/mmol ; 1 mCi/ml ). Alfcuotas de
los elufdos fueron ensayadas para glucagdn con la ayuda del antisusro
30K. Panel A : Tiroides. Panel B8 : Gl suprarrenales.‘Panel C : Gl.pa-

rétidas.
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En les Figs 23 y 24, se muestran los resultados del ané-
lisis de la incorporacién de tript8fanc - 3H en glucagén y otros -
péptidos relacionados con &1, después de incubaciones al , 2, 4

y 6 horas a 37°C.

En incubaciones de corta duracién, la mayorfa de la in-
munoreactividad aperecif en la zona precursora { picos Iy II ) &
el méximo de incorporacién de triptéfanc - %4 en el,pico II se -
obtuvo a las 2 horas de incubacidn, desapareciendo précticamente
después de 4 horas. E1 pico I estuvo presente en todos los tiempos
estudiados, alcanzando sin embargo un m&ximo de inmunoreactivided

a las 4 horas de incubacién.

Por el contrario, la inmunoreactividad atribuibls a los
péptidos de tamafio igual al glucagén, es muy pedquefia en tiempos -

cortos mostrando un répido incremento a las 4 horas de incubacién.

6.3.- Transferencia " in vitro " de la inmunoreactividad de la

zona precursora a la regién del glucagén

Si el material de mayor peso molecular representa a los
precursores del glucagén, la incubacién de las cflulas extrapan-
credticas con un inhibidor de la sintesis de protzfnas, cuando -
aquellos se han formado, provocarfa una disminucién en la inmung-
reactividad presente en la regién precursora y un continuc aumen-
to de ella en la zona del glucagén. Ssto se consiguid por la adi-
cién el medio de cicloheximida ( 100 pg/ml ) despuds de 2 haras de

incubacifn de las cflulas. £1 mismo efecto se obtuvo cuando las -
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Figura 23.- PERFILES CROMATOGRAFICOS DE EXTRACTOS ACIDO - ALCOHOLICOS
DE CELULAS AISLADAS DE GLANDULAS SUBMAXILARES DE RATA IN-
CUBADAS EN PRESENCIA DE TRIPTOFAND =°H .

Las incubaciones se realizaron a 379C durante 1,2,4 y
6 horas =2n presencia de triptéfano —SH ( 6 Ci/mmol ; 1 mCi/ml ). =
Alfcuctas de los eluidos fueron ensayadas para glucagén con la ayuda

del antisueroc 20K.
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Figure 24.- NIVELES DE INMUNOREACTIVIDAD DEL PICO DE MAYOR PESO MO-
LECULAR Y DEL PICO DE 3500 DALTONS DESPUES OE INCUBACIO-
NES DE CELULAS AISLADAS DE GLANDULAS SUBMAXILARES DE RATA
CON TRIPTOFAND =OH .

Las células fueron incubaddas a 379C durante 1, 2, 4 y
6 horas en presencia de tript6fano -39 ( 6 Ci/mmol ; 1 mCi/ml }. Los
picos fueron séepdrados por filtracién en columnas ( 1 x60cm) de -
Bio=-Gel P=30 elufdas con tamp8n de glicocola 0,2 M, conteniendo. BSA
al 0,25 % y suero boving al 1 %,pH 8,8. Los niveles de glucagén se -

midieron con ayuda del antisuero 30K.
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células, previemante incubadas, fueron lavadas e incubadas de nue-—
vo,en medio nuevo conteniendo triptdfano no radiactivao, durante -

otras dos horas.

-

Efectivamente, cuando despué$ de un perfodo de preincu-
bacifn las células fueron post = incubadas con cicloheximida (Fig—
25 ), la incorporacién de radiactividad en la posible molécula = -
precursora fue marcadamente inhibida, mientras gue se produjo un -

aumento de la inmunoreectividad presente en la regién del glucagén.

La Fig 26 muestra la distribucién de la inmunoreactivi-
dad en los picos preeursores y en la zona del glucagén despuds de
una post - incubacién de las células cpn nuevo tampdn conteniendo
triptéfanc no marcado. Igual que en el caso anterior, los resulta-
dos muestran una disminucidn apreciable de inmuncreactividad en -
la molécula de mayor peso molecular acompafada de una transferencia

de ella a la molécula de glucagén.

En la Tabla 9 se presenta el cociente : cpm zona del glu-
cagén/cpm totales ( zona precurscra+ zona del glucagén ), en las -
candiciones expuestas anteriorments. Este cociente aumentd desde -
uncs velores de 0,12 después de dos horas de preincubacién a 0,84
y 0,72 después de una paost = incubacidn con cicloheximida o eon -~

triptéfano no marcado.

6.4.~- Transformacifn del orecursor del glucagdn de mayor pesg -

molecular después del tratamiento con tripsina

Si existiese una relacién precurscr - productoc en las -

moléculas inmunoreesctivas detectadas con el anticuerpo 30K, una -
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Figura 25.- PERFILES CROMATOGRAFICOS DE EXTRACTOS ACIDO - ALCOHOLICOS
DE CELULAS AISLADAS DE GLANDULAS SUBMAXILARES DE RATA IN-
CUBADAS EN PASENCIA DE TRIPTOFANO -SH P

Las células fueron incubadas a 379C en prsencia de
tript6fano - 4 ( 6 Ci/mmol ; 1 mCi/ml ). Alfcuotas de los elufdos
fueron ensayadas pera glucagbn con la ayuda del antisuero 30K.

Panel A : tiempo de incubacidn 2 horas. Panel B : incubacién 2 horas
con cicloheximida (100 pg/ml). Panel superior : tismpo de incubacidn:

4 horas.
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Figura 26.- PERFILES CROMATOGRAFICOS DE EXTRACTOS ACIDO -~ ALCOHCLICOS
'DE CELULAS AISLADAS DE GLANDULAS SUBMAXILARES DE RATA IN-

CUBADAS EN PRESENCIA DE TRIPTCFANO -SH .

Las células fueron incubadas a 372C en presencia de
triptéfanc -3H ( 6 Ci/mmol ; 1 mCi/ml ). Alfcuotas de los eluidos -
fueron ensayadas para glucagédn con la ayuda del antisuero 30K.

Panel A : tiempo de incubacién: 2 horas. Panel B : 2 horas de incu-
bacidén en ausencia de triptdfano-aH y con 1 mg/ml de triptdfanc no

marcado. Panel superior : tiempo de incubacifn 4 horas.



TJABLA 9

INCORPORACION IN VITRO DE THIPTDFANU—BH EN LAS ZDNAS PRECURSORA Y DE GLU-

CAGON DESPUES DE LA INCUBACION DE CELULAS AISLADAS DE GLANDULAS SUBMAXI-
LARES DE RATA.

5
Candiciones de Com/10" cflulas Cociente cpm
incubacidén zona gluc./cpm
totales

Zone precursora Zona glucagon

2 hs. 33a0 450 g,12
2h+2h cicloheximida 1050 5520 0,84

2h+2h triptéfanc no
radiactivo(1lmg/ml) 1110 2880 0,72

4 hs 3280 3040 0,48
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tripsinizacidn del precursor podrfa conducir a una liberacién de
glucagén. Esto podrfa ser detectado por la aparicifn de inmunc-
reactividad en la zona de 3500 dalton de peso molecular al aislar

el pico precursor y someterlo a un tratamiento con tripsina.

La Fig 27 muestra los resultados obtenidos con este tipo
de experiencias. En ella se puede observar una cafdas en la inmuno=-
reactividad de la molécula de mayor peso molecular y la aparicidén
de un pico en la zona de elucién del glucagdn, poseyendo una inmu-
noreactividad tres veces mayor que la originalmente detectada en -

el pico precursor.

6.5.-~ Biosintesis de glucagéfn por las gléndulas saliveres hu-

manas

Cuando células aisladas de gldndulas salivares humanas -
fueron incubadas " in vitro " a 379C en presencia de triptéfano -
3H y sus extractos sometidos a cromatograffa en columnas ( 1 cm x
60 cm ) de Bio-Gel P-30, se observé una incorporacién del triptd-
fano ="H en varios péptidos ( Fig 28 ). Al incuber alfcuotas de
los elufdos de la columna con el antisuero 30K, se detectaron va-
rios picos inmunoreactivos uno de los cuales eluyd siempre en la

zona de 3500 dalton de peso molecular ( Fig 28 ).

Igual cue en el caso de las gléndulas selivares de rata,
aparecen también unas mol&culas con inmunoreactividad para el glus
cagén pero de un peso molecular muy superior al de esta hormona,
sugiriendo por tanto la existencia de materiales precursores del

glucagdnven las gléndulas salivares de humancs.
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Figura 2?.- PERFILES CROMATOGRAFICOS DE EXTRACTOS ACIDO - ALCOHOLICOS
' DE CELULAS AISLADAS DE GLANDULAS SUBMAXILARES DE RATA IN-
CUBADAS EN PRESENCIA DE TRIPTOFAND :%{ .

Las células fueron incubadas a 372C en presencia de
triptéfano -%4 ( 6 Ci/mmol ; 1 mCi/ml ). Alfcuotas de los elufdos
fueron ensayadas para glucagén con la ayudadel antisuero 30K.

Panel A : 4 horas de incubacién. Panel B: 4 horas de incubacién se-
guido por un tratamiento con tripsina ( 1 pg/ml ) del pico de mayor
peso molecular, a 3720 durants 20 minutos. £1 tripsinizado resultante
fue filtrado en columnas de Bio-Gel P-30 elufdas con tampén de glico-

cola 0,2 M,contenizndo BSA 2l 0,25 % y suéro bovino al 1%,pH 8,8.
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Figura 28.- PERFILES CROMATOGRAFICOS DE EXTRACTOS ACIDO — ALCOHOLTCOS
DE CELULAS AISLADAS DE GLANDULAS SUBMAXILARES HUMANAS IN-
CUBADAS EN PRESENCIA DE TRIPTOFAND - “H.

Las células fueron incubadas a 379C en presencia de
triptéfanc - 3H ( 6 Ci/mmol ; 1 mCi/ml ) durante 4 horas. Alfcuotas
de los elufdos fueron ensayadas para glucagén con la ayuda del anti-

suero 30K.
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7.- FACTORES QUE MODULAN LA SECRECION DE GLUCAGCON EXTRAPANCRZATICO

7.1.,- Estudios " in vivo "

7.1.1.- Secrecidn de glucagén pancredtico y extrapancredtico

en condiciones basales y tras la sobrecarga intrave-

nosa de arginina en perros normales

Los resultados de los estudios de la secrecifn de gluca-

gfn en perros controles se presentan en la Fig 29.

Las concentraciones de glucagén en la vena cava aumenta-
ron desde un valor basal de 120 pg/ml a un valor de 220 pg/ml a =
los 20 minutos del comienzo de la infusidn de arginina. Zn la ve-
na gastroepiploica izquierda el incremento en los valores de glu-
cagdn detectados después de la infusién de arginina, fue mucho -
mayor que el que se produjo en la vena cava ( 600 pg/ml a los 20
minutos frente a los 160 pg/ml basales ). Asimismo, las concentra-
ciones de esta hormona en la vena tiroidea fueron también mayores
que las encontradas en la vena cava, con una media de 150 pg/ml -
basales y de 380 pg/ml 5 minutos despufs de la administracidn de
arginina. Como era de esperar, los valores mds altos se obtuvieron
en la vena pancredtico - duodenal superiof, con un velor medio '«
basal de 260 pg/ml y un valor a los 20 minutocs dekcomenzar la in-

fusidén de 800 pg/ml.

7.1.2.- Modificacicnes de la secrecidn de glucagén pancreético

y extrapancredtico en perros diab&ticos
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Figura 29.— NIVELES OE GLUCAGON INMUNOREACTIVO EN EL PLASMA DE PERROS
CONTROLES . |

Los niveles de glucagdn fueron medidos,en condicio-
nes basales y tras la administracién intravenosa de arginina ( 0, 5g/
Kg de peso corporal ) durante 5 minutos, con la ayuda del antisuero

BOK.

® - ® Vena cava inferior O ~-AVena tiroidea

R - ®Vena gastroepiploica izda., O -0OVena pancreético~-ducdenal
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En los perros hechos diabéticos por las administracidén
intravenosa de alloxana, la secrecifn de glucagdn, en-todos los
érganos estudiados, estuvo significativamente aumentada sobre -
las concentraciones.obtenidas en los animales controles no some-
tidos a tratamiento,,tanto antes como después de la administra-

cidn intravencsa de arginina ( Fig 30 ).

Los valores més elevados se obtuvieron a los 20 minutos
de comenzar la infusién de arginina con 480, 1300 , 1600 y 620 -
pg/ml frente a valores besales de 260 , 300 , 420 y 320 pg/ml -
en las venas cava, gastroepiploica izquierda. pancredtico - duo-

denal superior y tiroidea, respectivamente.

7.2.~ Estudios " in vitro *

7.2.1.- Efecto de diferentes metabolitos y hormanas sobre la

secrecidn de glucagén por células aisladas de gléndu-

las salivares de rata y humanos

Cuando células aisladas de gldndulas submaxilares y pa-
rdtidas de rata fueron incubados in vitro con diferentes estimu-
lantes e inhibidores de la secrecifn de glucagdn pancredtico, se
pudo abservar que, tante la arginina como la noradrenalina y ba-
Jjas concentraeciones de glucosa, estimulaben significativémente -
la secrecién de glucagén ( Tabla 10 ) a partir de estas células,
cuando las comparaciones sé realizaron con las células incubadas

con 1 mg glucosa/ml ( medio basal ).

En el caso de las gléndulas submaxilares, la liberacién
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Figura 30.- NIVELZS DE GLUCAGCN INMUNOREACTIVO EN EL PLASMA DE PSRROS
DIABETICOS.

Los niveles de glucagén fueron medidos, en condicioncs
basales y tras la administracidn intravenosa de. arginina { 0,5 g/Kg
de pesc corporal ) durante 5 minutos, con la ayuda del antisusro 30K.

e — @ Vena cava inferior A—A Vena tiroidea

- m \/ena gastroepiploica izda. o -0Vena pancredtico~cuodanal



TABLA 10

LIBERACION OE GLUCAGON POR CELULAS AISLADAS DE GLANDULAS SALIVARES HUMA-
NAS Y DE RATA. MEDIATES. :

—— . —— ————— - % * = -

5
Estimulo Glucagén liberado(pg/10 células/2h)
Bléandulas humansa Glandulas de rata
Submaxilar ParStida Submaxilar Parétida

(N=7) (N=3) (N=10) (N=10)
Blucaosa _
(D,amg/ml) 145t 7 145112 29502367 176256
Glucosa
(1mg/m1) 117¢14 110331 17432339 100710
Blucosa
(Bmg/ml) 89118 883 14861284 63112
Insulina :
(5pg/m1) 991156 100229 15911322 79*12
Arginina
(5m) 184+ 37 180%57 31604538 17123
Noradrena-

lina(5pg/ml)159: 24 123:38 29842512 150114
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de glucagén fue muy eslevada, alcanzando un valor 17 veces superior
al detectads en las gléndulas parétidas ( 1,74 ng de glucagdén/ 105
cflulas/2 horas basales, en las gléndulas submaxilares; frente a
0,10 ng de glucagén/le células/2 horas basales, en las gldndulas
parftidas ).

Tanto la insulina como concentraciones elevadas de glu-
cosa en el medio ( 3 mg/ml ) no modificaron significativamente la

secrecidn de glucagén.

También en la Tablé 10 se presentan los datos obtenidos
con células aisladas de gldndulas submaxilares y pardtidas humanas
incubadas " in vitro 7. Una secrecién elevada de glucagfn sobre -
los valorss basales ( glucosa 1 mg/ml ) se consiguié cuando al me-
dio de incubacién se afadid arginina, noradrenalina o cuendo las
concentraciones de glucgsa fueron bajas ( 0,3 mg/ml ). Jgual que
en los estudios realizados con ratas, la insulina y altas concen-
traciones de glucosa no modificaron esencialmente los valores ba-

sales de liberacién hormonal.

7.2.2.- Efecto de difersntes metabolitos y hormonas saobre la

secrecidn de glucagdn por células aisladas y trozos

de tejido de la rata.

La Tabla 11 muestra los efectos de la insulina, argini-
ne, noradrenalina y distintas concentraciones de glucosa sobre la
liberacidn de glucagdén por células aisladas de timo y trozos de -

tejido de tiroides y gléndulas suprarrenales.



TABLA 11

LIBERACION DE GLUCAGON POR CELULAS AISLADAS DE TIMO Y TROZOS DE TEJIDO
DE TIROIDES Y GLANDULAS SUPRARRENALES DE RATA. MEDIAZES. N=10.

Estimulo Blucagén liberado
imo Tiroides Gl.Suprarrenales

(pg/107Cel/2n) (pg/brgana/2h)
Glucosa
(0,3mg/m1) 15022 798+97 684284
Gluceosa
(img/m1) 87211 648271 57965
Glucaosa
(3mg/m1) 68:9 566*39 543+69
Insulina
(5pg/m1) 5929 546+*58 53869
Arginina
(SmM) 182¢20 9231101 800*96
Noradrenalina

(5pg/m1) 152117 802181 790294

- - - ———- 4 ™ Wy ooy
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La adicién de arginina y noradrenalina al medio de incu-
bacifn, auments significativamente los valores de secrecidn de glu-
gagdn en los tres &rganos estudiados. Una disminucidén de los nive-~
les de glucosa en el medi; de incubacién, produjo también un consi-
derable incremento sobre los valores de secrecién basales.( gluco-

sa : lmg/ml ).

No se pudo observar sin embargo, una clara reduccién de
la liberacifn de glucagdn por parte de estos Srgancs cuando el me-
dio de incubacidn contenfa insuline o altas concentraciones de glu-

cosa.
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Aunque desde hace muchos afios se conoce que en los ex—
tractos de mucosa géstrica e intestinal existe un factor con pro-
piedades hiperglucémicas y glucogenolfticas ( SUTHERLAND y De DUVE
1948 y UMGER y col.,1967 ), se ha seguido considerando a las &&lu-
las A del péncreas endocrino como las dnicas responsables de la -

sfntesis y liberacifn de glucagén.

Tras el desarrollc del radioinmunoensayo para glucagén,
se logré identificar una familia de polipéptidos, con origen en la
mucosa intestinal, y cue fueron englobados bajo la denominacidn de
GLI. Estos péptidos, aunque aparentemente relacionados con el glu-
cagén pancredtico, difisren de este por su disminuida potencia bio-
l8gica, distinto comportamiento inmunolégico y por la existencia -
de cuatro fracciones con pesos moleculares diferentes a los de la

hormona de origen pancreético.

Assan y col, ( ASSAN y col.,1972 ) mostraron gue los an-
ticuerpo denominados " no especificaos™ estaban dirigidos contra -
un inmunodeterminante en la regiédn amino terminal y central de la
' molé&cula de glucagdn ( residucs 2 - 23 ). E1 inmunodeterminante -
para anticuerpos” especificos " estaba localizado en la regién -
carboxilo terminal de la molécula ( residuos 24 - 29 ). Indepen-
dientemente de sus tejicos de origen, los polipéptidos gue reaccio-
nan con anticuerpos C y N terfiinales se han denominado " glucagén
inmunoreactivo " ( IRG ) y los polipéptidos gue reaccionan solo -
con anticuerpos N terminales se han denominado " inmunoreactividad

seme jante al glucagén " ( GLI ).

Con el uso de estos dos tipos de antisueros : C y N -

terminales, junto con el descubrimiento de un anticuerpo dirigido
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especi{ficamente contra la glicentina, se ha obtenido suficiente

informacidn como para sugerir cue este (ltimo polipéptido, o un -
polipéptido semejante a &1, es el precursor cocmdn del glucagdén vy
BLI. En apoyo de esta hipétesis sstdn los hallazgos conseguidos -
con técnicas inmunocitoqufmicas gque muestran la presencia de GLI

en las células L intestinales y la presencia de glucagdn y GLI en

las células A pancredticas.

Como consecuencia del descubrimiznto de niveles circu-
lantes de glucagén rormales en el plasma de perros previamente pan-—
createctomizados ( MATSUYAMA y FDA, 1974 y VRANIC y col.,1974 ), -
que sugerfan la existeaocie de fuentes extrapancredticas ce gluca-
'gén, varios grupos { SASAKI 9 col.,1975 y MORITA y col.,1975 ), -
identificaron en la mucosa gastrointzastinal un polipéptido con un
peso molecular de 3500 dalton y con unas propiedades immunolSgi-
cas, biolSgicas y fisicoqufmicas semejantes a las del glucagén. -
Asimismo Blézquez y col ( BLAZOUEZ y col.,1977 ) han demostredo -
que este glucagdn extrapancreftico se libera =n grandes cantida-

des en los perros diab&ticos.

Aungue durantz mucho tiempo se pensé que =21 tracto

gastrointestinal era la ¢nica fuente de GLI y glucagdn de 3500

daltons, en 1974 ( SILVERMAN y DUNBAR , 1974 ) se demostrd la

presencia de pegquefias cantidades de glucagén inmunoreactivo en =

las gléndulas salivares de rata. Con posterioricad ( PEMHOS y

col.,1975 ) se describié la presencia, en ratas evisceradas sin
glé&ndules salivares, de niveles circulantes de glucagdn e insuli-
na semejantes a los que posz=fan los znimales no tratacdos, lo cuzl
sugerfa la existencia de otras fuentes extrapancredticas para es-

tas hormonas.
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Ante estos hallazgos nos propusimos hacer un estudio
detallado de la distribucién tisular de ambas hormonas. Por los -
resultados przsentados en este trabajo podemos afirmar que existe
una amplia distribucién de glucagén tipo pancredtico y GLI en 1la
rata. Con anterioridad, la presencia de glucagdn inmunoreactivo no
habfa sido localizada en érganos tales como tiroides, hipéfisis, -
timo y gléndulas suprarrenales. Recientemente sin embrago, ( CON-
LON y col.,1979 ) se ha detectado GLI en varias &reas del cerebrao
canino como hipotélamo, amfgdalas.y mesencéfalo. Cuando estos au-
torss utilizaron anticuerpos C - terminales, sola fueron capaces -

de determinar inmunoreactividad en 21 hipotélamao.

éor otra parte, Hojvat y col ( HOWAT y col.,1977 ) no -
pudiercn localizar glucagdn inmunoreactivo zn las gléndulas sali-
vares de humanos y de varios animales de experimentacidn cuando el
m&todo empleado en la extraccidn hormonal fue &cidoc - alcohélico.
Sin embargo,'cuando emplearon salino acidificado ;con Cl1H a un pH
de 2,8, fueron capaces de mostrar la presencie de cantidades sus-—
tanciales de un material de alto peso molecular ( aproximadaments
70000 dalton ) con inmunoreactividad para el glucagén. Al estudiar
dicho material descubrisron que no se trataba de glucagdn unido a

protefnas de alto pesc molecular o simplements dimerizaciones de -

la molécula de glucagén, ya gque el pico inmunoreactive de 70C00

dalton retenfa su perfil cromatogréfico cuando lo scmetieraon a

incubacicnes con urea S M o dcido acftico 1 ¥ durante 16 horas.

Contrariaments a lo observado por estos autorss, la -
extraccifn con alcohol - £cido de las glé&ndulas submaxilares, sub-
linguales y parétidas de la rata y de humanos ( Tablas 2 , 5, y -

) ) dieron resultedos positivas para glucagén con los dos anticuer-
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pos empleados en su medicidn ( N y C terminales ). Por otro ledo,
la cantidad de glucagén encontrada en las glédndulas submaxilares
aumentd tremendamente cuando el método empleado para la ex—

traccién era 4cido - salino ( Tabla 6 ). Igual fendmeno se pudo -
observar en las gldndulas pardtidas aungque en mucho menor grado -

( Tabla 3 ).

En contrast=z con las elevadas concentraciones de gluca-
gdn inmuncreactivo detectadas en las gl&ndulas salivares de la -
rata, el perrc sclo posee cantidades trazadoras de la hormona ¢en
sus gléndulas submaxilares ( Table 6 ). £1 hombre, por <l contra-
rio, aungue en menor proporcién Gue la rata, posee también una -
cantidad apraciable de glucagdén, especialmente en las gléndulas -
submaxilares ( 8,9 ng de glucagén/g de tcjido en extractos 4cido-
alcohdlicos y 18,5 ng de glucagdn/g de tejido en extractos dcico-

salinos ).

Teniendo en cuenta el hecha de que Hojvat y col.,no pu=-
dieron detectar glucagén de 3500 dalton en las glédndulas submaxi-
lares de ninguno de los znimalss gue estudiaron, sometimos a los -~
extractos e un fraccionamiénto cromatogréfico en columnas de Bio-
Gel P=30 con cbjato de averiguar el pesc molecular de los componen—
tes cuz reaccionaban con anticuerpos C - terminalss p especificas.
En embaos tipos de extractos se obtuvo siempre un pico immunoreac-
tivo de un peso molecular de 3500 dalton ., pudiéndose detsctar -
tambifén otros dos picos adicionales ce mayor peso mgolecular ( Fig
5y 6 ). Tanto el material de mayor pesc molecular como el que -
eluyd antes del marcador insulina -1251 y No-variaron su perfil -
cromatogréfico cuando fueron tratacdos con dcido acdtico 1 M ( Fig

6 ) lo cual, de acuerdo con los estudios de Hojvat y col., paresce
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indicar que no se trata de polimerizaciones de la molécula de =

3500 da}ton ni de uniones a protefnas de alto pesc molecular.

Por tanto, el glucagdn como tal molScule de 3500 dalton , puede -
ser ariadido a la lista de otras hormonas identificadas en las -
glédndulas salivares de roedores , tales como factor de crecimien-
to nervicso-( FRAZIER y col.,1972 ) , factor de crecimiento epite-
lial ( ¢STARKEY y col.,1975 ) y, posiblemente, gastrina ( TATEUCHI
y col.,1573 ).

Aungque el glucagén tipoc pancredtico, dentro del tracto
gastrointestinal, solo habfa sido localizado en el estémago, no-
sotros hemos podido también detectarlo en cantidades apreciables
tanto en el intestino delgado como en el grueso ( Tablas 2 y 5 ).
£1 contenido de GLI , de acuerdo con estudios anteriores, presen-
ta una distribucién tfpica en el tracto gastrointestinal, siendo
précticamente nula en el estédmago y alcanzando los niveles méxi-
mos al final del intestino, concretamentz en el fleon ( Tablas 2
y 5 ). E1 reducido cocientz glucagén/GLI ( Tablas 2 y 5 ) en el
yeyuno e fleon indica gue el componente hormonal predominante -

era el GLI.

En contraste con la amplia distribucidén del glucagén y -
GLI, la inmunoreactividad para la imsulina estd limitada exclusi-

vamente al péncreas y timo ( Tabla & ).

s pues un hecha claro cue el glucagdn tipoc pencreético
2s una hormona de amplia distribucidn no circunscrita exclusivem=zn-—
te al péncrzas y tracto gastrointastinal. Sin embargo, la primzra
interrogante que surge es si esta molécula con inmunoreactividad -

para el glucagdn posee o no una serie de caracter{sticaes que la -



identifiguen con la hormona pancreética.

Con objeto de averiguar esto, realizamos una serie de
experimentos diseriados para conocer las caracterfsticas inmunolé-
gicas, fisicogquimicas y bioldgicas del polipéptido que habfamos -
detectaco en Srganos extrapancredticos, estudiando para =1lo su -
comportamiento frente a antisueros especifficos C - terminales, su
comportamiento electroforético y cromatogréfico y su cepacidad de
uniéfn a receptores para glucagén presentes en membranas plasmdti-

cas hepdticas.

Las curvas de dilucién inmunolégicas obtenidas con el -
anticuerpo C - terminel 30K ( Figs 15 , 16 y 17 ) proporcionaran
una clara evidencia de la similitud en el comportamiento inmunc-
reactivo del glucagén cristalino, glucagdn pancredtico y el mate-
rial presente en tiroides, gléndulas suprarrenales, yeyuno y ti-
mo de rata y glédndulas submaxilares y pardtidas de rata y humanos.
El hecho de que estas sustancias posean una inmunorcactividad con
el 30K igual que el glucagén implica que comparten idénticos de-
terminantas antigénicos en la secuencia de aminodcidos carboxilo

terminal de ambas moléculas.

Dada la especificidad de la reaccidn entre hormona Yy
receptor , el cmpleo del ensayo de radioreceptor para glucagén -
constituye una prueba de garantfa para ceracterizar la identidad
biolS8gica de la hormona de origen extrapancredtico. Los aspectos
bioqufmicos del rzceptor de glucagén y la adenilato ciclasa aso=:.
ciada con membrenas hepdticas de rata, han sido exhaustivamente -
estudiadaos, sspecialments por Rodbell y col. ( ACDEsLL y LONDON -
1976 ). Las membranas de hepatocitos de rata poseen receptorcs -

con una slta afinidad para el glucagdn. A pesar de gue la cinéti-
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ca de unién del glucagdén pancredtico a estos rzceptores ha sido -
muy bien estudiada, afn no estd claro si el enteroc glucagén y el
glucagén tipo pancredtico interaccionan o no con receptores hepé-

-

ticos.

Bataille y col ( BATAILLE y col.,1974 ) han mostrado
que extractos crudos intestinales pueden interferir con la unidn
de glucagdn marcado a membranas hepéticas de rata ; este efecto -
sin embargo no fue observado por otros autores ( POHL y CHASE , -
1972 ). Holst ( HOLST , 1975 ) encontr§ gue el enteroglucagén -
porcino se unfa a membranas hepdticas pero con mucha mengr afini-
dad gue el glucagdn estandar cristalino. Estos autores mostraron
que para reducir la unidn de glucagdén marcado en un 350 %, necesi-

taban cuatro veces mds enteroglucagfn que glucagdn cristalino.

Con objeto de encontrar una preparacién adecuada para
el ensayo de la actividad biocldgica del glucagdn - tipo - pancreé-
tico, localizado en varios 8rgangs extrapancredticos, e=lsgimos -
membranas plasméticas de hfgado de rata, debido fundamentalmente
a que el hfgado es el Srganc diana més importante para la accién
fisiolélgica del glucagdn y a que las membranas plasmdticas hepé-
ticas.da rata poscen sitios de unidn para glucagén de alta afini-

dad.

Los resultados obtenidos con este sistzme ( Figs 18 vy
20 ) indican que el glucagdn presente en los distintos Srganocs -
extrapancredticos provoca una inhibicidn de la unién de glucagén
radiactivo a las membrenas, proporcional a la concentrzcifn y -
semejante a los desplazamientos obtenidos con glucagén cristalino
estandar. De los andlisis de Scatchard ( Figs 19 y 21 ), se puede

deducir también gue el glucagdn tipo pancredtico de estos Srganos
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se une a membranas hepdticas de rata con la misma afinidad que le
hace el glucagﬁﬁ pancredtico y el glucagén sstandar cristalino vy
gue, potencialmente por tanto, puede estimuler la adenilato ci-

clasa y dar origen a todos los efectos metab8licos conocidos del

glucagén.

Los estudios de electroforesis con geles de poliacri-
lamida, indican también ( Figs 11 , lé , 13y 14 ) que la movili-
dad electroforética del glucagén de 8rganos tales como timo y -
gléndulas submaxilares de rata y gléndulas pardtidas y submaxila-
res de humanos, es idéntica a la que presentz el glucagdn estan-
der cristalino. Asimismo &n algunos &rganos se pudo cetectar una
sustancia con una movilidad electroforética muy baja que fue en-
contrada tembién en los estandar de glucagén cristalino, probable-

mente una sustancia de un elevado peso molecualr.

Coincidiendo con estudios realizados en los dltimos -
afios, hemos podida observar que en los distintos drganos extra—
pancredticos existen ademds de la molécula de 3500 dalton ,otras
sustancias intimemente relacionadas con gl glucagén. La primera -
informacidn rceferente a la heterogeneidad dez las formas inmuno-
reactivas de glucagdn circulante fue presentada por Valverde -
( VALVERDE y col.,1970 ). Por cromatograffa del plasma de humas=
nas y animales de experimentacién en columnas de Bio-Gel P-30, -
estos autores.pudieron detectar cuatro fraccionss inmunoreactivas.
La primera de esllas eluy$ en el volumen vacfo de la columna y la
llamaron BPG ( " gran glucegén del plasma " ). La identicdac del
BPG ha sido un-misterio durantz mucho tiempo. Valverde observd -

gue el tratamiento can urea 8 4 g dcido acético 1 ! no alteraba
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el modelo cromatogréfico, pero que la incubacidén cel BPG con trip-
sina conduc{a a la aparicifn de una molécula con un peso molecular
seme jante al glucagén. Una fracciédn semejante al BPG ha sido ob-

servada en extractos de péncreas y parece tener un peso molecular
de 160000 dalton.. A pesar de la preéencia de este material en is-
lotes y en extractos de péncreas, no hay adn evidencia convincentsz
de gue el BPG sea secrstado por las células A. Informacidn més re-
ciente indica que el BPG tiene una actividad glucogenolftica en -
hfgado que es al menos tan potente como la del glucagén porcing -

cristalina.

La segunda fraccién localizada posefa un neso molecular
de 9000 daltaon' y parecfa ser idéntica a un material encontrado en
extractos de tejido pancredtico y que ha sido denominado LGI. Estu-
dios relacionados con el LGI indican que poses poca actividad bio-
l6gica y que su vida media 2n plasma es dobls de la cue pasezs la

fraccidn de 3500 dalton ( C“CONNCR y LAZARUS, 1976 ).

La tercera fraccifn fue el glucagén de 3500 dalton- vy
la cuarta y Gltima fraccidén correspondfa & un material con un peso
molecular de 2000 o menor el cual, probablemente represzante produc-
tos de degradacién del glucagén. La proporcifin de estos cuatro come
ponenetes en la inmunoreactividad total del plasma varfa segin las

condiciones y las diferentes especies animales.

Sin embargo por los resultados pressntados cn este -
trabaja, referentes al estudio dz= los pesos molecularss de los ma-
teriales con inmunoreactividad para el glucagén detectados en Sr—
ganos extrapancredticos, sugicren gue los componentzs inmunoreac—
tivos detectados nor Valverde y col no son sclo de origen pancrzé-

tico. Las Figs 4 , 5 y 7 , muestran la presencia de varias fraccio-
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nes con inmunoreactividad para el glucagédn en el timo, yeyuno y
gléndulas sybmaxilares de la rata y gldndulas submaxilares y pas
rétidas de humanos. E1 pico observado en el volumen vacfoc de 1=z
columna podrfa ser simila; al BPG, mientras gue el material elui-
do hacia la fraccifn ndmero 20 parece corresponder en peso mole-
cular a la fraccién de 9000 daltcon encontrada por aquellos auto-
res. En todos los drganos cromatografiados se obtuvo también un
pico inmunoreactivo que corresponde al glucagén de 3500 dalton y
picos adicionales de menor pesoc molecular reprasentando probable-

mente productos de degradacién de las tres fracciones anteriores.

El meterial presente en el volumen vacfo de la colum-
na y el dz peso molecular cerceanc a 9000 dalton., no parecen re-
presentar glucagén unidoc a protefnas ni polimerizaciones de esta
hormona, puesto que después de la cromatograffa an &cido acético

1n ( Fig 6 ) , ambos picos retienen su oerfil cromatogréfico.

Por los estudios de caracterizacidn anteriormente des-
critos, se puede afirmar que en los distintos *8rganos extrapan-
crcdticos de la rata y gléndulas salivares dz2 humanos , existe -
una heterogeneidad de sustancias relacionacdas con el glucagén, -
cuyo comportamiento inmunoldgico con anticuerpos C - terminales
es idéntico al que posee el glucagdn pancredtico y cuya movilidad
electroforética y afinidad por los receptores para esta hormona
en membranas plasméticas de hfgado, no presentan tampoco ninguna
diferencia con respecto al glucagdn secretado por las células A

de los islotes pancreé&ticos.

Parece por tanto un hecho establecido que sl material

detectado en el tracto gastrointestinal, timo, gléncdulas suprarrs-
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nales, tiroides, hip6fisis y gléndulas salivares representa "au-

téntico"glucagdn y, posiblemente precursares de esta hormona.

Asf{ como los eéstudios de caracterizacién del gluca-
gén extrapancredtico parecen indicar que se trata de una hormona
con idénticas caracterfsticas que el glucagdén pancredtico, los -
estudios realizados para caracterizar la inmunoreactividad para
la insulina no dieron los mismos resultados. En 1965 sa mostrd -
por primera vez ( PANSKY y col.,1965 ) la presencia de un material
inmunorsactive para la insulirna en el timo de ratones leucémicos,
pero estos autores no aportarcn ningdn dato que lo identificara.
La inmunoreactividad detectada pcr nosotros en el tima de ratas
controles y diabéticas, parece ser distinto de la ‘insulina pan-

credtica por diferentes criterias @

1) En ratas hechas diab&ticas por la administracién intracarcfaca
de estreptozotocina, los nivelzs de insulina presentes en cl -
timo no disminuyesron, como ocurrid sn el pdncreas de animales

diab&ticos, e incluso experimentaron un ligero incremento.

2) Le cromatograffa de dicho-material en columnas de Bio-Gel P-3C
produjo dos pequefios picos { Fig 10 ) perg ninguno coinciden-

te con el lugar de elucidn del marcacor insulina -1?51'y

3) Su movilidad electroforética fue distinta de la que poseia la
insulina cristalina de rata y la insulina de extractos pan-

credticos.

Hasta ahora, el significado de las distintas Traccio-
neés inmunoreactives para 21 glucagén sncontradas en &rgancs cxtre-

pancredéticos es incierto, su relacidn con el glucagén pancredtico,
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respuesta a estimulos e incluso peso molecular,estd adn en debate,
perog lo gue parece evidente es que en todos los 8rganos donde es -
posible 1localizar glucagdn tipo pancreftico existen también otras
formas de alto peso molecular con una casi segura relacién con es-
ta hormona en el proceso biosintético de la célula A, tanto pan—

credtica cocmo extrapancredtica.

En los dltimos aiios, la biosf{ntesis de glucagén ha si-
do objetc de intensos estudios en varios laboratorias, sin embargo
es paco lo cgue se conoce acerca de su mecanismo en los sistemas de
mam{feros. Considerando la facilidad con gue la insulina es sinte-
tizada en islotes aislados de mamifercs, la biosfntesis de gluca-

gén es extremadamente dificil de conseguir en ellos.

En nuestro sistema de células aisladas de gléndulas -
submaxilares, tanto de rata como humanas, hemos conseguido unas -
claras y e=levadas incorporaciones de triptéfano -3H en moléculas
con difersntess p=zsos moleculares. SEstudics recicntes scbre =1 me-
canismo de la biosfntesis de glucagén han presentado cvidencias de
la existencia de moléculas de alto peso molecular , entre 65000 vy
4300 dalton.. { TUNG y col.,1976 , TUNS y ZEREGA,1971 , NOS y BAUER
1573 y TUNG, 1973 ) que pueden sesr marcadas con triptéfanc radiac-

tivo.

Los resultados presentados por nosotros apoyan la -
idea de que materiales can un pesc molecular superior a 33CC dal-
ton.. estén implicados =n el pracesc biosintéticao ( Figs 22 , 25 ,=
24 y 28 ). La utilizacidn =2n nuestros =studios cde un anticuerpoc -~
Cirigido esneci{ficamente contra la regidn carboxilo terminal de la
molécula de glucagdn, frentc a la mayorfia de los estudios bigsin-

téticos gue miden exclusivamente la incorporescién d= radiactivided
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por las células de los islotes pancreéticos, hace posible identi-
ficar positivamente como glucagén el material elufdo en la zona -
de 3500 dalton de peso molecular y como moléculas relacionadas -

con €l los componentes gue eluyen con anterioridad.

Estos distintos materiales se han encontrado en un -
cierto ndmerc de especies, incluyendo el hombre, Poffenbarger -
( POFFENBARGER y col.,1971 ), utilizando islotes aislados de ra-
tén describieron incorporacién de leucine - an'en una protefna -
gue eluyd con unas caracterfsticas de psso molzcular de 20CC0. -
Otros autores f PETERSEN y c©co0l,1975 ) utilizando una mezcla de -
aminodcidos .marcados con SH, obtuvieron incerporacidn en una -
molécula de aproximadamente 16000 dalton en islotes aislados de
ratén, la cual podrfa ser unida por anticuerpos dirigidos contra
el gluéagdn. Ambos autores sin embargo, no fusron capaces de obte-
ner sintesis de glucagén de 3500 dalton . Tung ( TUNG , 1973 )uti-
lizando islotess de paloma aislados con colagenasa obtuvieron in-
corporacidn de triptéfanc - 3H en un material con un peso molecu-
lar aparente de 629C00 dalton . Si este material y el de 20000 dal-
ton estdn relacionados ss algo gue alin es desconocicdo. Hellers-
trom y col { HELLERSTROM y col.,1974 ) obtuvieron incorporacién de
radiactividad =n una molécula dc un peso molscular cde 18000 dal-
ton . el cual, cuando se fraccignzba a un pH bajo se disociaba en -

un material con un peso molecular de 9000 dalton .

Aunque hay evidencias Gue sugieren que estas moléculas
mayores pueden servir como intermediarios en la biosfintzsis de -
glucagdn, pruebas convincentes sobre una transfzrcncia mctabdlica
de radiactividad de estas molécules mayores al glucagén de 3500 =

dalton no han sido afin encontradas. Sn efecto, comc resultado de
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un estudio utilizando islotes aislados de paloma ( O°CONNOR vy
LAZARUS, 1974 ) no se pudo demostrar transferencia metab&lica de
radiactividad de una molécula de 8000 dalton a la molécula de

3500 dalton .

Con la obtencifn de una clara incorporacién de trip-
téfang - Sé , en nuestrao sistema de trozos de tejido de tiroices
y gléndulas suprarrenales y cé&lulas aisladas de timo y gléndulas
submaxilares, en diferentes protefnas con distintos pesos molecu-
lares y la demostracidn de la capacicad de unidn de estos polipép-
tidos & anticuerpos C - terminales para el glucagédn, ha quedado -
claramente establecido qus estos drgancs no son meros depdsitas -
de esta hormona, sino gue son capaces de sintetizarla activaments.
Debido a la poca informacidn existente zcerca de la posible rela-
cién entre 1los componentes con distinto pesoc molecular separacos
por cromatografia y la molécula de 3500 dalton , realizamos una
serie de experimentas,cuyas resultades se muestran en las Figs 23,
25,25 y 27, encaminados a essclarecer este hecho. En la Fig 23 se
puede observar cue , después de la primera hora de incubacién de -
las células, ya se puede detectar un péptido de elesvado pzso mole-
cular marcado con triptéfano - %4 y con inmunorcactivided pesra =1
glucagdn. Tncrementando =l tismpo de incubacién, la inmunoreacti-
vided esociada con estz pico se mantisne m&s o menos constante ,-
mientras que vd apareciendo una mayor proporcidn de ella en zonas
anteriores al marcacdor insulina—}?‘ié/ en la zona de 3300 dalton ,
indicando la conversifn a moléculas més pequefias. lLe rédpida desa-
paricifn de la molécula elufda en las fraccionss 19-21, parcsce -
indicar que sirve como molécula intermediaria en el procesg de

biosfntesis.
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Zxisten varios argumentos sn favor de que las formas -

de alto peso molzcular no scan polfmeros del glucagdn :

1) Aparecen al menos 1 hora antes de que se detecte radiactividad

2)

3)

en la regién del glucegdén

Con incrementos del tiempo de incubaéién, la cantidad de inmuno-
reactividad en la zona de peso molecular 3500 v& aumentando en
comparacién con las cantidades de la molécula aparecida en la -

zZona precursora.

La tripsinizacién del przcursor aislado y el fraccionamiento -
cromatogréfico del digerido triptico ( Fig 27 ) muestran cue las
moléculas de alto peso molecular pierden inmunorzactivicad -
mientras cques simultdncamente aparcce un polipéptido guz posze el

peso molecular del glucagdn y que muestra muchz mayor inmunoreac-

tividad que la molfcula de la zona precurscra.

Con objeto de averiguar si las formas de alto pesc -
molecular sintetizadas en las gléncdulas submaxileres de rata te-
nfan alguna relacidn precursor - producto, realizamos una serie de
experimentos cn los gue se indujo una inhibicién de la sintaesis de

protefnas en momentos crifticos del procesa.

En la Fig 25, panel B, se puede obksservar una clara in-
hibicifn de la incorporacién de triptéfano -;H en la moldculs d=
mayor peso molecular después de la adicidn de cicloheximicda al me-
dio, mientras que la inmunoreactividad localizada en este picg =
se desplaz8 dc una forma inequfvoca hacia una molécula de un paso

molecular de 3300 delton..

La inhibicién dz la incorporacién de triptéfano -SH -

en protefnas d=z alto pesa molecular, bien por la adicién de ciclo-
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heximida o bien por la sustraccién de triptéSfanoc - 3H del medio
de incubacién y la subsecuente aparicidn de inmunoreactividad en
otra molécula més pequeﬁa‘ con un peso molecular idéntico al del
glucagdn de 3500 dalton:., junto con los datos abtenidos desnués
del tratamiento con tribSina y de las incubaciones con triptédfa-
no - %4 a distintos tiempos, parecen indicar que el nroducto -
primario de sfntesis de la célula A no es la molécula de 3500 -
dalton , sino una molécula mayor ( Figs 25 y 26, fracciones 14 -
19 ) cuva ruptura metabdlica darfa origen al glucagdn de 3500 -~
dalton -, probablemente a través de varios intermedios de conver-
sidn.

Por los resultados aobtenidos con nuestro sistema de -
células aisladas con colagenasa de gldndulas salivares, se puede
deducir que estas céflulas son un excelente sistema para sestudiar
la biosf{ntesis de glucagén. Estas células se pueden obtener con -
gran facilidad por tratamiento con colagenasa y sin que se pro-
duzcan alteraciones durante el procesc de aislamiento, lo cual da
lugar a altos porcenteges de viabilidad celular.Los datos obteni-
dos con ellas indican una biosfintesis primaria de una molécula de
alto peso molecular y una rotﬁra metabdlica de esta para dar glu-
cagdn de 3500 dalton a través de moléculas intermedias con dife-
rentes pesos moleculares. Estos hallazgos parecen estar de acuer-
do con la existencia de moléculas precursoras comunes parza gluca-
gbn y GLI ( glicentina o meteriales semejantes a ella ) en las -

células A pancredticas y extrapancreéticas.

Algunos autores han sugerido que el GLI puede repre-
sentar simplemente una familia primitiva de péptidos de los que se

pueden haber desarrollado hormonas estructural y bioléfgicamente -
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cal., 1977 ), pero cuya actividad biolégica especializada se mani-
fiesta solo por los polipéptidos que derivan de ella. Parece evi-
dente sin embargo, que todos los polipéptidos igual que el gluca-
gén del pdéncreas y 8rganos extrapancredticos comparten una ruta -

biosintética comin.

Recientemente se ha aislado de intestino porcino un -
péptido de 100 aminodcidos, la glicentina, que contiene la secuen-
cia entera del glucagdn extendida en 63 aminodcidos en su porcidn
amino terminal y en 8 aminodcidos en su porcidn carboxilo terminal
( sunNDBY y co0l.,1976 ). Un péptido de un peso molecular de 4500 -
ha sido aislado también de pdncreas bovino sl cual contenifa igual-
mentela secuencia completa del glucagdn extendida en 8 aminodcidos
en su extremo C - terminal. Posteriorments estudiocs de inminofluo-
rescencia, utilizando un antisuero que no une glucagén y dirigido
especi{ficamente contra la molécula de glicentina, han mostrado la
presencia de este material en las células A del péncreas y estd-

mago y en las células L del intestino ( RAVAZZOLA y col.,1979 ).

Estos v otros estudios relacionados, han proporciona-
do las bases para la clarificacifin de las estructuras de los pép-
tidos semejantes al nlucagdn. '.os componentes del IRG posen la se-
cuencia entera del glucagdn extendida solo en su extremo amino -
terminal, y por tanto , el inmmunodeterminante C-terminal del glu-
cagdn es accesible = los anticuerpos. Los componentes del GLI tam-
bién contienen la secuencia entera del glucagon pero extendida -
también en su extremo C~-terminal, con lo cual el inmunodeterminan-
te C~-terminal del glucagdn no es accesible a los anticuerpos. Rup-

turas progresivas er la extensién amino terminal del precursor co-
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mdn de los polipé&ptidos relacicnados con el glucagén, sin extrac-
cidn de la extensifn C-terminal, d& origen al GLI que predomina -
en el intestino. Por el contrario, la extraccidn de la extensidén

C-terminal d4 oriagen a los IRG que predominan en el péncreas.

Parece por tanto evidente que la diferente distribu-
cifn de los polipéptidos semejantes al glucagdn en los tejidos,no
es debido a una diferencia en el producto primaric del gen de las
cflulas endocrinas, sinoc que es una consecuencia del diferente -
procesamiento de un @dnico producto ( proglucagén ) por diversas -

enzimas proteolfticas de estas células.

Aungue incompletamente conocida, algo mis se sabe -
acerca del control de la secrecién de glucagén por las células A
del péncreas. Los resultados de las Tablas 10 y 11, obtenidos con
cflulas zisladas de timo y glédndulas salivares de rata y humanos,
incubadas in vitro, indican que, al igu=1l que ocurre con los islo-
tes pancredticos, la liberacién de glucag8n parece ser un fendmenao
dependiente de la concentracidn de glucosa en el medio. Altas con-
centraciones de glucasa inhiben la secrecién de glucagdn, mientras
que esta es estimulada cuando el medio es glucopénico. De una for-
ma semejante a. lo que ocurre en islotes pancred&ticos incubados in
vitro, la arginina y la noradrenalina fueron dos potentes estimu-—
lantes de la secreciéfn de glucagén al medio de incubacién por -

parte de las células de distintos &rganos extrapancredéticos.

Los aparentemente elevados valores de liberacién de -
glucagdn observados en la tabla 10 por las gldndulas submaxilares
de rata, pueden ser explicados en funcién de su alto contenido en

glucagfn detectado con el método de extraccidn &cido - salino.



163.

El efecto de la insulina sobre la liberacién de glu—
cagén y su posible modo de accifin no es bien conocido. Un efecto
inhibitorio de la insulina exfgena sobre la liberacifn de gluca-
gfn ha sidao presentada f an vivo " e " in vitro " por diferentes
autores ( MULLER y col.,1971 y PAGLIARA y col.,1975 ), aunque -
otros, sin embargo, no han sido capaces de reproducir dicho efec—

to. La existencia de un sistema regulador entre el glucagén y la

insulina endfgenos podrfa explicar este fenémeno.

Numerosas observaciones sin embargo, apoyan el con-
cepto de que la célula A pertenece a la familia de las células =~
sensibles a la insulina ( igual gue el mdsculo, adipocitos o glén-
dula mamaria ), y que la insulina es necesaria para permitir la -
entrada de glucosa en la célula A y la subsecuente inhibicién de
la secrecidn de glucagén. Se ha postulado ~la posibilidad de que
la insnlina provoque supresién de la liberaciéfn de glucagéfn par -
una facilitacidn del transporte de glucosa y su metabolizacidén -
dentro de la célula A. Ostenson y col ( OSTENSON y col.,1977 ) -
encontraron oue el efecto supresiveo de la insulina sobre la libe-
racifn de glucagdn por las células A pancredticas incubadas " in

vitro " era modulado via un metabolismo estimulado de la célula A.

La cflula A pancredtica normal, en estrecho contacto
dentro de los islotes con cflulas 3 adyacentes , estd normalmente
expuesta a altas concentraciones de insulina, por tanto su sensi-
bilidad a la insulina ex8gena adicional puede ser dificil de de-
mostrar. En este sentido, las células A extrapancredticas repre-
sentan un interesante modelc de células A aisladas en un Srgano
privado de células B adyacentes. Recientemente ( LEFEBRE y LUYCKX
1978 ) se ha mostrado que concentraciones de insulina tan bajas

como 5 - 10 pJ/ml ejercen alguna inhibicién sobre la liberacidn
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de glucagén de la cflula A gdstrica canina. Otros autores, sin -
embargo, no han podido detectar influencia de la insulina ex8gena

sobre la liberacifn de glucagén extrapancredtico.

En nuestro sistema, las células aisladas de gléndulas
salivares de rata y humanos y timo de rata ( Tablas 10 y 11 ) B gls]
fueron muy sensibles a la accifin de la insulina afiadida al medio
de incubacién. Aunque los valores de liberacién de glucagdn estu-
vieron par debajo de los valores basales, su diferensia ron ellaos

no llegd a ser significativa.

Ostenson y col., observaron un efecto inhibitorio " in
vitro®de la insulina sobre células A pancredticas, pero desouds -
de haberlas aislada de las células B adyacentes v haberlas mante-
nido en cultivo en ausencia total de insulina antes de comenzar
el experimento. Fn nuestro caso, la menor sensibilidad de la célu-
la A extrepancredtica a la accién de la insulina, con respecto a -
los datos obtenidos por Nstenson y col.,podrfa deberse a que, tan-
to el timo como las gléndulas submaxilares, estfn muy inervadas y
estuvieron expuestas , hasta el momento de realizar el experimento

a las concentraciones normales de insulina en plasma.

De cualquier modo, el postulado efecto regulador insu-

lina —— glucagén, debe aidin ser estudiado a fondo.

©l pApel fisiolégico de los RLIs intestinales y del -
IRG, nroduciros por &rganos distintos del ndncreas, no ha sido to-
davia totalmente establecido, debido principalmente a que el mate-
rial puro es dificil de obtener y a gue los datos de que se dispo-
nen sobre los mecanismos de secrecifin son escasos. Los datos pre-

senatdos en este estudio parecen indicar que las células A oresen-
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tes en frgancs tales como el tiroides, timo, gl&ndulas suprarre-
nales y glé&ndulas salivares, siguen un modelo de secrecidn mds o

menos similar al gue possen las células A de los islotes.

Si como se ha postulado ( WEIR y col.,1976 ), las -
altas concentraciones de insulina intra - islote juegan un papel
ssencial en la'supresién de la liberacién de glucagdén inducida -
por la glucosa, la ausencia de altos niveles de insulina alrede-
dor de las células A extrapancredticas podrfa explicar la persis-
tencia de concentraciones en plasma anormalmente altas de gluca-
gén en pacientes diab&ticos recibiendo una terapia convencional

de insulina.

De cualgquier forma lo que sf{ parece claro, es que la
liberacién de glucagdn juega un papel importante en el mantenimien-
to de la gravedad de la hiperglucemia en sujetos diabéticos y hay
muchos datos que sugieren que el glucag8n extrapancredtico puede
contribuir a la hiperglucagonemia observada en ciertos tipos de -

diabetes ( DOBBS y col.,1975 ).

E1l reciente interés en el conocimisnto de la estructu-
ra y funcionalidad biolégica del glucagéfn y materiales relaciona-
dos con 81 { IRG y GLI ), ba llevado también a la bidsqueda de la
causa de la amplia distribucién de estos materiales, relacionén-
dnlos para ello con células enterc - endocrinas. Las células en-
tero - endocrinas estdn distribuidas en el epitelio a través de
todo el tracto gastrointestinal, mostrando importantes acumulacio-
nes en la regifn pildrica y en el duodena. La mayorfa de los ti-
pos celulares endocrinas ( cerca de 16 ) son responsables de la

sfntesis de varias hormonas entéricas y, algunas células entero -
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endocrinas, pueden sintetizar m&s de una hormona peptfdica. Es-
tas cflulas se han clasificado a veces como " cflulas sensoria-
les " y las hormonas prodgcidas por ellas se han interpretado co-
mo equivalentes de sustancias neurctransmisoras. Investigaciones
morfoldgicas sugieren que las células entero - endocrinas estén
controladas por estfimulos grimicos y ffsicaos, incluyendo agquellas
debidos a la composicién del quimo. Las hormonas entéricas pueden
actuar directamente influyendo en el medio ambiente més cercano
por una ruta " paracrina " o pueden también afectar &rganos dia-

na por una ruta endocrina.

Las cé&lulas entero - endocrinas s. han clasificado -
Jjunto con células similares del péncreas constituyendo las células
endocrinas " gastro - enteroc - pancredticas " ( sistema endocrino
gastro - entero - pancredtico ). Las caracteristicas citequimicas
de muchas de estas cflulas han conducido a la definicidén de la se-
rie de células APUD ( ver Introduccién , apartado 2 ). Las carac-
terfsticas comunes de estas células ( en las que estén incluidas
las céflulas A productoras de IRG y las células L productoras de
GLI ) han conducido a algunos autores a postular la existencia de
unas células progenitoras, comunes para todas ellas, que se origi-
narfan de la cresta neural, tubo neural o neurgectodermo, las cua-
les migrarfan durante el desarrollo embrionario tempranoc a sus lo-
calizaciones definitivas en los diferentes 8rganos. Sin embargo -
hasta el presente no se ha presentado una evidencia concluyente -

de esta hipftesis y el tema estd adn en controversia.
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l.- Aunque el polipéptido de 29 residuos aminodcidos, glucagdn,

ha sido localizado en p&ncreas, estémago canino y mucosa duo-
denal del cerdo, la distribucién que presenta en la rata es
mucho mds amplia, pudiéndose detectar su presencia con anti-

cuerpas espec{ficos C~terminales, en todo el tracto gastroin-
testinal, gldndulas salivares, timo, gléndulas suprarrenales,
tiroides, hip#fisis y rifiones. Las m&ximas concentraciones de
glucagén extrapancredtico se detectaron en el tracto gastro-

intestinal y gléndulas submaxilares.

La distribucifn y contenido de glucagdn extrapancre&tico es -
especi{fica de cada especie. Mientras que en la rata el tracto
gastrointestinal y gldndulas submaxilares parecen ser la fuen-
te principal, las gldndulas submaxilares del perro-solo poseen
cantidades trazadoras de esta hormona poseyendo, sin embargo,
el tiroides, una importante capacidad secretora de glucagén. -
Les glé&ndulas submaxilares de humanos, aunque en mucha menor
proporcidn que la rata, poseen una cantidad apreciable de glu-

cagén.

La distribucidn de la immunoreactividad para insulina parece
limitada al p&ncreas y timo de rata, aungue el péptido loca-
lizado en este dltimo 8rgann no comparte las mismas caracte-

risticas de la insulina nancredtica.

El fraccionamiento cromatogridfico de extractos de yeyuno, ti-
mo y gléndulas submaxilares de rata revels la presencia en eS-
tos frganos de cuatro fracciones inmunoreactivas, determina-

das con antisuero C-terminal ( 30K ) sim" ares ~ las abserva-



168 L

das en el plasma de humanos y animales de experimentacién,
las cuales corresponden al glucagén ( 3500 dalton. ) y a mo-

1léculas, probablemente precursoras,de mayor pesc molecular.

El glucagdn inmunoreactivo extrapancredtico posee la misma -
afinidad que el glucagén pancredtico para los receptores de

esta hormona presentes en las membranas hepdticas de rata.

Las glé&ndulas submaxilares de rata y humanos y el timo,tiroi-
des y gléndulas suprarrenales de rata, liberan glucagén en
respuesta 2 los mismos estimulantes gue movilizan esta hormo-

na a partir de las células A pancrefticas.

La elevada secrecidn de glucagéfn por las glédndulas submaxila-
res de rata, tantoc en condiciones basales como durante la es-~
timulacién por arginina o por bajas concentraciones de gluco-
sa, indica que este 6rgano puede ser una fuente importante de

glucagén en la rata.

E1l modelo de secrecifn de glucagén por el estémago y tiroides
de perro es similar al gue posee el péncreas de estos anima-

les,

En comparacifn con los animales controles, en los perros dia-
béticos se observd una mayor concentracién de glucagén circu-
lante, en :condicicnes basales y tras la estimulacién con ar-
ginina. A esta hiperglucagonemia contribuyeron tanto el pén-

creas como =l estdmago y tiroides.
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10.~ La incubaciédn " in vitro " de células aisladas de timo de -
rata y gldndulas submaxilares de rata y humanos y trozos de
tejido de tiroides y gléndulas suprarrenales de rata con -
triptéfanc marcade radiactivamente, produce una incorpora-
cidn de este aminodcido en protefnas con diferentes pesos -

moleculares.

1ll1.- Estas protefnas fueron identificadas como glucagén y pépti-
dos relacionados con €l dada su capanidad de reaccidn con -

anticuerpos C-terminales especificas para glucagdén.

12.- La aparicidn de una molécula de tamario icual al glucagdén -
después de la tripsinizacién del pico inmunoreactivo de ma-
yor peso molecular, indica que una estructura semejante al

glucagén ( 3500 dalton ) estd presente dentro de ella.

13,~ La inequfvoca demostracidn de una transferencia de inmunoreac-

tividad desde la molécula de alto peso molecular al producto
de 3500 daltons, observada en unas condiciones de inhibicidn
de la sfntesis de protefnmas por adicién de cicloheximida al

medio de incubacidn o por extraccién de este del triptdéfano

marcado radiactivamente, indica que el glucagén,al igual gue
la insulina, es biosintetizado v{a un precursor de alto peso
molecular gue es transformado metabdlicamente en glucagdén de

3500 daltons.

14.- E1 peso molecular y la corta vida media del nico elufdo in-
mediatamente despuds del de mayor peso molecular, parecen in-
dicar la existencia de productos intermedierios en el proce-

so de biosfintesis del glucagdn.
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