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INTRODUCCION



I) Hipotesis sobre menanismos de secrecidn.

A) Insulina.

La célula B de los islotes de Langerhans del pédncreas endocri
no ejerce la funcibn especifica de responder a la concentracibn
extracelular de diversos metabolitos con un incremento de la se
crecidn de insulina. Esta respuesta insulinosecretora esta limi
tada cualitativamente, dado que s6lo unos pocos metabolistos son
universalmente reconocidos como estimuladores directos ("inicia
dores") de la secrecidn: D-glucosa, D-manosa, D-gliceraldehido,
dihidroxiacetona, D-N-acetil-glucosamina, D-glucosamina, L-leu
cina e inosina (Hedeskov, 1980; Ashcroft, 1980). La D-glucosa
(denominada glucosa en adelante) es el metabolito de mayor poten

cia insulinosecretora y de mayor importancia fisiolbgica.

La respuesta insulinosecretora estd8 también limitada cuan
titativamente: la relacidn entre concentracibn extracelular de
glucosa y la velocidad de secrecibn de la insulina sigue una cur
va sigmoide con un valor umbral a 4-5 mM. La Km de este proceso
secretor es 6-8 mM y la velocidad maxima de secrecidn alrededor
de 20-27 mM (Ashcroft y cols, 1972; Hellman y cols, 1974; Malai

sse y cols, 1967).

Existen agentes que no son capaces por si mismos de estimu
lar la secrecibn de insulina pero potencia el efecto de la glu
cosa disminuyendo Km o aumentando Vm como D~fructosa, L-arginina,
glucagdn, D-N- acetil-glucosamina, etc (Ashcroft y cols,1973;
Hedeskov, 1980)

Estos hechos sugieren la existencia de un mecanismo complejo



responsable del mecanismo de secrecidn de insulina que puede

desglosarse tedricamente en tres procesos:

1.- Reconocimiento del estimulo.
2.- Sistema de acoplamiento entre estimulo y secrecibn.

3.~ Liberacibén de insulina.

)

1l.- El proceso de reconocimiento de la concentraciones ex
tracelulares de glucosa porla célula B se interpreta actualmen
te en base a dos hip6tesis fundamentales, sobre las que se en
cuentra una discusibén detallada en revisiones recientes (Malai
se y cols, 1979; Hedeskov, 1980; Ashcroft, 1980) y de las que

hacemos un resumen a continuacibn:

a) Modelo del centro regulador. La glucosa es considerada
como un modificador alostérico de un supuesto "glucorreceptor",
probablemente situado en la membrana celular y de naturaleza
proteica. La combinacién de la glucosa con el receptor induci
ria un cambio conformacional en este que iniciaria todos 1los
mecanismos englobados en el sistema de acoplamiento entre esti
mulo y secrecibn (variaciones de la permeabilidad de la membra

2+

na celular al K+ y Ca y las consiguientes alteraciones del

potencial de membrana, activacibn del sistema adenil-ciclasa,etc.)

Esta hipdtesis surgio de la observacibén de que los niveles
intracelulares de diversos metabolitos de la glucosa (via glico
litica) en las cé&lulas B permanecen inalterados minutos después

de que la secrecifn de insulina hibiera sido significativamente estimu



lada por glucosa (Matschinsky y cols., 1971). Estos resultados
no han podido ser reproducidos por otros autores (Hedeskov,1980),
pero estimularon la bfisqueda (hasta hoy infructuosa) de un and
logo de la glucosa que estimulara la secrecibdn de insulina sin
ser metabolizado por las células B o que inhibiera la secrecibn,

estimulada por glucosa, sin inhibir su metabolismo.

La evidencia expérimental m&s importante en favor de este
modelo proviene de estudios recientes sobre la especificidad ano
mérica de diferentes efectos de la glucosa sobre la célula B y
es discutido ampliamente en una revisibn actual (Niki y Niki,
1980). E1 anoméro « de la glucosa es un estimulador m&s potente de
la secrecibén de insulina que el anoméro ﬁ pero también el anoméro

. es mas rapidamente metabolizado debido a la preferencia anomé
rica « de la fosfoglucosa isomerasa. Sin embargo, lac-D-manosa
es mids potente estimulador de la secrecibn de insulina que el ané
mero 3 aunque la fosfomanosa isomerasa favoreceria tebricamente
(no demostrado en células B) el metabolismo del anbmero . Este
ultimo resultado apoya la existencia de un receptor especifico
para los monoglicidos iniciadores de la secrecibén, concediendo
un valor secundario al metabolismo de los azucares en el proceso
de reconocimiento de los mismos por la célula B. Esta evidencia
experimental es sin embargo pequena en comparacién con la avalaé
cha de resultados experimentales coleccionados en los ultimos diez

anos en favor del modelo alternativo que se expone a continuacibn.

b) Modelo del centro para un sustrato. El metabolismo de la



glucosa en las células B proporcionaria las sefiales intracelula
res (aumento especifico de intermediarios y/o cofactores de 1la
via glicolitica) que pondrian en marcha el proceso de acoplamien
to entre estimulo y secrecibn. En este»modelo, el "glucorreceptor"
estaria constituido por un enzima o sistema enzimatico que cata
lizaria la etapa limitante del metabolismo en la cé&lula B y que
no seria necesariamente el mismo para todos los monosacaridoso

derivados capaces de iniciar la secrecibn (Ashcroft, 1980; Hedes

kov, 1980).

Esta hipbtesis, cronolbgicamente mas antigua, fué& enunciada
como consecuencia de la observacibn experimental de que solo es
timulaban significativamente la secrecibn de insulina aquellos
monosacaridos mis facilmente metabolizados por los tejidos, como
glucosa y manosa (Grodsky y cols., 1963). Esta abstraccibn ha si
do ampliamente confirmada en estudios paralelos de la capacidad
insulinosecretora y metabblica de . monosacaridos y derivados y el
efecto de inhibidores metabblicos especificos, que se recogen en
las referencias de revisibn ya citadas. En el caso de la glucosa,
la relacibén entre su concentracibn extracelular y velocidad de
metabolismo (utilizacibn u oxidacibn) es de tipo sigmoide, con
valores de Km Y Vo similares a las encontrados para la cinetica
de secrecibn de insulina anteriormente referida (Malaisse y cols.,

1979).

Esta hipotesis, originalmente enunciada para explicar la ca
pacidad insulinosecretora de 1los monosacaridos y derivados median

te la produccibén de un metabolito especifico (glicolisis), ha si



do posteriormente ampliada para abarcar el mecanismo de la secre
cibén estimulada por otro tipo de metabolitos como la L-leucina,
dcido ceto-isocaproico, etc. En general, el resultado metaboli
co producido por agentes iniciadores de la secrecidn, seria el au
mento del poder reductor en el citoplasma (NAD(P)H) o la genera
cidn de hidfogeniones (Malaisse y cols., 1979; Ashcroft, 1980),
gue supuestamente modificarian la permeabilidad de la membrana
celular en fltimo té&rmino con los consiguientes movimientos ibni
cos, especialmente de calcio, que desencadenarian la liberacidn

de insulina.

2.- El sistema de acoplamiento entre estimulo y secrecibn
parece ser comlin para una gran variedad de sistemas secretores
y se interpreta, por analogia con el acoplamiento entre estimu
lo y contracién muscular, como el conjunto de mecanismos regula
dores que conducen a la elevacién de la concentracién de calcio
en algfin compartimiento (citoplasma ?) fundamental para el de
sencadenamiento de la descarga hormonal (Douglas, 1968; Rubin,

1970) .

El estudio de los flujos de entrada y salida de 45Ca2+ por

islotes aislados, asi como la medida del contenido del isotopo

o de 40Ca2+

en el equilibrio demuestra que la glucosa aumenta el
contenido neto de calcio del tejido (Malaisse y cols., 1978: Ta
marit-Rodriguez, 1978). No estd claro si este aumento se debe a
un incremento en la velocidad de entrada de calcio, a una dismi

nucibén de su salida o a una redistribucién intracelular. Sin em

bargo,se postula que en cualquier caso se produciria un aumento del



calcio citoplasmico que desencadenaria el proceso de liberacibn

de insulina (Malaisse y cols., 1978).

El potasio parece también estar directamente implicado en
el proceso de acoplamiento entre estimulo y secrecifn. Brevemen
te, la glucosa parece disminuir la permeabilidad de la membrana
celular al potasio (Sehlin y Tdljedad, 1975), contribuyendo a
una despolarizacibn parcial de la misma hasta un valor determi
nado desde el que se producen variaciones rapidas y transitorias
(picos o "spikes") atribuibles a la apertura de canales de cal
cio dependientes del potencial de membrana (Boschero y Malaisse,

1979; Herchuelz y cols., 1980; Ribalet y Beigelman, 1980).

El efecto especifico de la glucosa sobre los movimientos
ibnicos referidos no es reproducible por andlogos estructurales
no metabolizables (L-glucosa; 3-0-metil-glucosa), es blogueado
por inhibidores metabolicos (D-manoheptulosa) y muestra una bue
na correlacidén con el contenido celular en NAD(P)H en diversas
situaciones experimentales (Malaisse y cols, 1978; Ashcroft,
1980) . Por todo ello se ha postulado que el NAD(P)H generado en
el metabolismo de la glucosa podria modificar los sistemas "iono
foricos" de la membrana delas celulas B responsables del transpor

te mediado pasivo del calcio o potasio.

Otra alternativa para el calcio consistiria en la regulacién
de su concentracibén citoplasmica mediante un transporte mitocon
drial activo, modulado por algunos metabolitos de la glucosa (Ashs

croft, 1980).



La glucosa estimula la produccibén de AMP ciclico (cAMP) en
las celulas de los islotes, efecto que depende de la presencia de
calcio extracelular y de la integridad del metabolismo de la glu
cosa (Hedeskov, 1980). Sin embar¢o,el hecho de que el cAMP exg
geno no sea capaz de iniciar la secrecién ni de reproducir los
efectos de la glucosa sobre los flujos de calcio constituye evi
dencia en contra del cAMP como mensajero intracelular fundamen
tal de la glucosa en el proceso de acoplamiento entre estimulo
Yy secrecibn (Malaisse y cols., 1979). Pero el cAMP puede consti
tuir una senal importante para la ampliacibn o potenciaci6bn del
efecto propio de la glucosa ya que su administracibén ex6gena (di
butiril-cAMP) potencia la respuesta insulinosecretora iniciada

por el monosacaridos{Malaisse y cols., 1979).

3.- E1 proceso de liberacién de insulina se realiza median
te el mecanismo de exocitosis, consistente en el desplazamiento
de los granulos de secr=cibn hacia la membrana celular, su fusibn
con esta y posteriormente una "fisi6n" localizada de la membrana
con expulsibén del contenido granular al exterior. Se discute el
papel que los microtubulos y microfilamentos pueden tener en el
desplazamiento de los granulbs hacia la membrana celular y no se
conoce claramente el efecto del calcio y cAMP sobre sus proteinas
componentes (tubulina y actina ?) que podria producirse por accibn

de proteina: gquinasas especificas (Hedeskov, 1980).



B- GLUCAGON

Esta hormona es sintetizada por las células A de los islotes
de Langerhans. Su escasa representacibén en el islote (25%) hizo
dificil el estudio correlativo de su metabolismo y secrecidn. Re
cientemente, la obtencidn de islotes ricos en cé&lulas A mediante
tratamiénto de ratas y cobayas con estreptozotocina hizo més f&

cil este estudio.

Las células A responden a una elevacién de la concentracién
extracelular de glucosa con una disminucibén de su secrecidn "ba
sal"” (concentraciones 0-5 mM de glucosa). Esta respuesta requiere
la presencia de células B o la adicibn ex8gena de insulina y va
acompafiada de un aumento de la velocidad de utilizacidn de gluco
sa y de la concentracién de ATP (Ostenson y cols., 1979; Matschins

ky y cols., 1976).

La secrecibn de glucagdn puede ser ﬁodificada por distintas
inhibidores metab6licos. El malonato, yodoacetato y dinitrofenol
disminuyen los niveles de ATP y aumenta la velocidad de secrecibn
de glucagdbn por islotes ricos en cé&lulas A (Ostenson y cols.,
1980). Todos estos datos sugieren que la respuesta de las células
A es mediada de alguna forma por las c&lulas B prdximas a ellas
en los islotes de Langerhans. La presencia de ipsulina estimularia
el metabolismo de la glucosa provocando un aumento de la concen
tracidén de ATP que, a su vez, directa o indirectamente, regularia
la velocidad de secrecibn.Parece existir una correlacibén inversa

entre la velocidad de secrecibn y el metabolismo de la glucosa,



10

contrariamente a lo gque ocurre en la cé&lula B.

La presencia de &cidos grasos, tales como palmitato y octa
noato, inhibe la secrecidn de glucagdn; esta inhibicién puede
ser abolida por la adicibn de malonato 6 2,4, dinitrofenol que
impiden la produccidn de energia a partir de &4cidos grasos
(Edwards y Taylor, 1970). Por otra parte,la secrecibdn de gluca
gdén inducida por arginina es inhibida cuando se afiade octanoa
to al medio de incubacibén (Edwards y Taylor, 1970). Estos datos
sugieren que los &cidos grasos también pueden jugar un papel im

portante en la secrecidn de glucagdn.
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C- SOMATOSTATINA

La somatostatina es un tetradecapeptido aislado en primer
lugar en el hipot&lamo (Brazeau y cols., 1973). Posteriormente
se demostrd su presencia en otras partes del sistema nervioso
centraijzperiférico, asi como en células endocrinas, sugiriendo
se un doble papel como hormona y como modulador de funciones
nerviosas. Recientemente se ha descrito, mediante técnicas de in
munofluorescenéia y radioinmunolbgicas, qgue la somatostatina es
t8 presente en las células D de los islotes de Langerhans (Luft
y cols., 1979; Arimura y cols., 1975; Vale y cols., 1975; Orci
y cols., 1975), alcanzando concentraciones superiores a las en
contradas en el hipotdlamo al menos en lo que se refiere a la
rata (Patel y Reichlin,1978) y que és segregada al espacio ex
tracelular en respuesta a determinados estimulos (Hermansen,

1980).

El porcentaje de cé&lulas D en los islotes de Langerhans es
todavia menor que el de células A (10%) y esto, unido a su re
ciente descubrimiento, hace que no dispongamos de nigfin dato ca
racteristico sobre su metabolismo que permita sacar alguna con

clusibn sobre su mecanismo de secrecién.

Diversos autores estudiaron la secrecidn de somatostatina
por péncreas aislado y perfundido de rafa o por islotes aisla_
dos y perifundidos. De forma general puede afirmarse que la se
crecidn pancreftica de somatostatina es estimulada por todos

aquellos metabolitos que estimulan también la secrecibn de in
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sulina (Hermansen, 1980).

La distribucién de los distintos tipos celulares dentro del
islote no es aleatoria (Orci y Unger, 1975; Orci y cols., 1976).
Las células A se localizan en una capa periférica constituida por
una 6 tres hileras celulares; por dentro de esta se encuentra una
capa incompleta de c&lulas D y el nficleo del islote estd consti

tuido por una masa homogénea de cé&lulas B.

La presencia en los islotes pancredticos de cé&lulas D, en
yuxtaposicién a las células B y en especial a las células A,plan
tea la posibilidad de que esta hormona ejerza una accibén local
(paracrina) sobre las secreciones de insulina y glucagbn. Larsson
y cols. (1979) sugieren que la cé&lula D podria regular las secre
ciones de las cé&lulas vecina a través de la secrecibén de somatos

tatina.

Se hicieron diversos estudios "in vivo" neutralizandoj hor
monas pancreiticas mediante anticuerpos; los resultados obtenidos
indican que la neutralizacidén de una de las hormonas pancredticas
modifica la secrecibn de las otras hormonas, lo que parece indi
car la existencia de un sistema paracrino que controlaria los pro
cesos de secrecién dentro del islote (Arimura y cols., 1978; Pa

tel y cols., 1979).
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METABOLISMO DE LIPIDOS EN LOS ISLOTES

1.~ Capacidad de oxidacibn de &cidos grasos exbgenos.

Recientes estudios demostraron que los &dcidos grasos pueden
jugar un papel importante en el metabolismo celular de los islo
tes pancredticos, pero su papel en el metabolismo oxidativo to

tal de la célula B es poco conocida.

Se demostrd en el islote la presencia de distintos enzimas
importantes en la sintesis de lipidos, como glicerol 3-fosfato
deshidrogenasa, ATP citrato liasa, isocitrato deshidrogenasa y
malato deshidrogenasa (Brolin y Berne, 1967; Berne, 1975). Por
otra parte Hammar y Berne (1970) demostraron cuantitativamente
la presencia en los islotes de 3 hidroxiacil CoA deshidrogena

sa, enzima necesario para la degradacibn de los &cidos grasos.

Islotes aislados de ratones obesos hiperglicémicos son ca
paces de oxidar &cidos grasos y cuerpos cetbdnicos (Berne, 1975)
y su velocidad de oxidacidn sugiere que estos sustratos pueden
tener un papel importante en el metabolismo energético total del

islote.

La velocidad de oxidacidn de los acidos grasos depende de
su concentracién en el medio. Cuando la concentracién de palmi
tico se aumenta, su velocidad de oxidacibn aumenta gradualmente
siendo mayor este incremento a concentraciones de palmitico me
nores de 1lmM (Berne,1975). Analogamente, la oxidacidén de octa

noato tambié&n aumenta significativamente cuando se aumenta su concentra
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cidén de 0,5 a 5 mM (Berne, 1975).

Los &cidos grasos no modifican la velocidad de oxidacidn de
la glucosa (Berne, 1975). Esto parece contradecirse con el hecho
de que se detectase en los islotes una fosfofructoquinasa capaz
de inhibirse por citrato y ATP (Matschinsky y cols., 1968) su
giriendo un posible ciclo glucosa-&cidos grasos en las células
del islote. (Randle y cols., 1965). Sin embargo, la concentracidn
global de citrato en los islotes no parece ser afectada‘por los

dcidos grasos (Hellman e Idahl, 1972; Matschinsky y cols.,1968).

2.- Efecto de la glucosa sobre el metabolismo de lipidos.

Como ya se vid, los &cidos grasos no modifican la velocidad
de oxidacibn de la glucosa; por el contrario, cuando la concen
tracién de esta en el medio se eleva, la velocidad de oxidacibén
del palmitato se inhibe significativamente. El mecanismo de esta
inhibicidén puede explicarse en parte, por el hecho de gque concen
traciones altas de glucosa estimulan la incorporacién de palmita
to a lipidos (Berne, 1975). Puede pensarse en una posible competen
cia entre los mecanismos de oxidacién y esterificacidén, de for
ma andloga a lo que ocurre en otros tipos celulares (Ontko,1972;

Spector y Steinberg, 1965).

Parece que en situaciones de hiperglicemia la glucosa es pre
ferida por los islotes como sustrato para la oxidacién; los aci
dos grasos son almacenados como triglicéridos o utilizados para

incrementar la biosintesis de fosfolipidos (Berne, 1981).
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La tasa de incorporacidén de glucosa a lipidos representa una
parte muy pequena, aproximadamente un 3% de la cantidad de gluco
sa oxidada; altas concentraciones de glucosa estimulan la incor
poracién a lipidos totales en el islote a partir de (U-14C) ¢lu
cosa o (U-14C) palmitato. El 96% de la radiactividad original in

corporada a partir de (U—14C) glucosa, lo hizo en forma de glice

rol (Berne, 1975).

Cuando la concentracién de glucosa en el medio es alta, tan
to la glucosa como el palmitato se incorporan en forma de fosfo
lipidos y, en menor proporcidn, de triglicéridos (Berne, 1975).
Lsto estd de acuerdo con las observaciones de Lenmark y Fex
(1972) que encuentran una incorporacibén gradual de (32P) a

fosfolipidos estimulada por glucosa.
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EFECTO DEL AYUNO Y ACIDOS GRASOS SOBRE LA SECRECION DE INSULINA,

GLUCAGON Y SOMATOSTATINA.

A- INSULINA

1. Efecto del ayuno

Durante el ayuno las cé&lulas B de los islotes de Langerhans
se alteran perdiendo su respuesta insulinosecretora tanto "in
vivo" como "in vitro". La secrecibn de insulina, en respuesta a
la glucosa, se inhibe significativamente tras 24, 48 6 72 horas
de ayuno (Howell y cols., 1973; Idahl y cols., 1974; Hedeskov y
Capito, 1974; Levy y cols., 1976; Wolters y cols., 1977; Joost
y cols., 1980) y desaparece compietamente a los 5 6 6 dias(Mats_

chinsky y cols.) 1971).

El metabolismo de la glucosa también es afectado por el ayu
no. La velocidad de oxidacién disminuye tr&s 48 6 72 horas de
ayuno seglin algunos autores (Gerrit y cols., 1977; Malaisse y
cols., 1976) o no se modifica tr&s 24 6 48 horas seglin otros
(Hedeskov y Capito, 1975; Gerrit y cols., 1977). La utilizacibn
de glucosa estd claramente disminuida tras 48 6 72 horas (Hedes
kov y Capito, 1974; Wolters y cols., 1977) pero no trds 24 horas
(Gefrit y cols., 1977).Sin embargo, cuando la concentracidn ex_
tracelular de glucosa es muy alta (70-100 mM) no hay diferencia
en su utilizacibén por islotes de ratas ayunadas o alimentadas,
sugiriendo que el ayuno aumenta la K, para la utilizacidn de glu_

Cosa, pero la Vm no varia (Hedeskov y Capito, 1974).

La secrecidn de insulina, inhibida durante el ayuno, puede
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ser restaurada mediante inhibidores de la fosfodiesterasa (Hedes
kov y Capito, 1974; Hedeskov y Capito, 1975; Howelly cols.;1973)
lo que sugiere que las alteraciones de la secrecibén se deben a
una disminucién de la concentracién de cAMP en la c&lula B (He

deskov y Capito, 1975).

Los datos obtenidos respecto a las concentraciones iniciales
de cAMP en el islote son contradictorios; algunos autores encuen__
tran que durante el ayuno disminuyen los niveles basales de cAMP
en islotes aislados de rata o ratén (Selawry y cols., 1973; Lavi_
ne y cols., 1975). 'in embargo, Gerrit y cols (1977) encuentran
que el ayuno no parece afectar el contenido inicial de cAMP en
islotes de rata y lo mismo encuentran Capito y Hedeskov (1974)

en islotes de ratén.

Diversos autores demostraron que glucosa 16,7 mM induce un
aumento de cAMP en islotes de ratas alimentadas (Bouman y cols.,
1975; Capito y Hédeskov, 1975) pero esta respuesta de cAMP a la
glucosa se inhibe en islotes de ratas ayunadas 48 horas (Bouman
y cols., 1979; Gerrit y cols., 1979; Capito y Hedeskov, 1974),
lo que sugiere que el defecto insulinosecretor durante el ayuno
se debe a una disminucibén en la produccibén de CAMP. Sin embargo,
el hecho de que el cAMP exdgeno no sea capaz de iniciar la se

crecibn contradice esta hipbtesis (Malaisse y cols., 1979).

Por otra parte Gerrit y cols (1977) encuentran que en islo_
tes de ratas ayunadas 24 horas el aumento de cAMP, en respuesta
a la glucosa, est8 retrasado pero los niveles miximos de cAMP

no varian a pesar de que la secrecibn de insulina estd inhibida.

En resumen, no estl claro si la inhibicién de la secrecibn
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de insulina durante el ayuno se debe a alteraciones en el meta
bolismo de la glucosa y/o a la concentracién de cAMP & aalgfin

otro factor.

2. Efecto de los &cidos grasos

Los datos que se tienen sobre el efecto de los &cidos grasos
sobre la secrecibn de insulina son contradictorios. Howell(1968)
no encuentra ningfin efecto del palmitato sobre la secrecidn de
insulina en trozos de péncreas de rata; por el contrarié, Monta_
gue y cols. (1968) demuestran un efecto estimulante del octanoa
to sobre la secrecibn de insulina en islotes aislados de rata.
Malaisse y cols. ( 1968)demuestran este mismo efecto en péncreas
aislado utilizando palmitato o B-hidroxibutirato, pero la secre_

cidén de insulina no se estimula cuando utilizan octanoato.

Por otra parte,Goberna y cols.( 1974)utilizando péncreas per_
fundido de rata encuentran que el p—hidroxibutirato, acetoaceta_
to y palmitato son capaces de estimular la secrecibn de insulina
de forma transitoria, a bajas concentraciones de glucosa (5,5 mM),
lo que estd de acuerdo con los resultados de Campillo y cols.
(1979)que encuentran que el &cido oleico produce un aumento rapi
do de la secrecibn de insulina en pancreas perfundido de rata,
en ausencia de glucosa extracelular, volviendo rapidamente la se

crecién a niveles basales.
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B-GLUCAGON

El ayuno origina una serie de cambios hormonales que afectan
el metabolismo celular con vistas a la obtencién de los sustratos
necesarios para la produccibén de energia. Estos cambios en el me
tabolismo, directa o indirectamente, pueden alterar la secrecidn

pancredtica de glucagébn.

Algunos autores sugieren que los &cidos grasos ejercen un pa
pel regulador sobre la secrecidén de las cé&lulas A "in vivo" tanto
en animales (Luycks y cols., 1970) como en el hombre (Gerich y
cols., 1974). Durante el ayuno los niveles de &cidos grasos estén
aumentados y estos podrian actuar como fuente de energia para 1la

célula A (Luycks y cols., 1970).

Los datos experimentales obtenidos son contradictorios; por
una parte Gerich y cols. (1974) encuentran que, en hombre, la se
crecidn de glucagbn en respuesta a arginina disminuye al aumentar
los niveles de &cidos grasos; por el contrario, Andrews y cols.
(1975) encuentran que la secrecidn de glucagén no se modifica al
aumentar los niveles de &cidos grasos y triglicéridbs en plasma,

y lo mismo encuentra Muller (1976) en perros.

Los resultados obtenidos sobre el efecto del ayuno también
son contradictorios. Buchanan ycols. (1969) usando ratas ayunadas
72 horas no encuentran diferencia significativa en la secrecibn
de glucagdn respecto a los controles y lo mismo le sucede a Oli
ver y cols. (1973). Por el contrario, Aguilar-Parada y cols. (1969)

encuentran que la secrecidn de glucagbn aumenta durante el ayuno
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tanto en hombre como en rata y hamster (Merliss y cols., 1970; Van

lan y cols., 1974; Malaisse y cols., 1967)

Todos estos datos indican que la forma en gque los &cidos gra

sos o el ayuno influyen sobre la secrecibén de glucagbn permanece

desconocida.
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C-SOMATOSTATINA

Se sabe que el ayuno altera la secrecibn de somatostatina,

aunque este fendmeno estd poco estudiado.

Schusdziarra y cols. ( 1978) encuentran que el ayuno eleva
significativamente los niveles de somatostatina en plasma, en
perros. Sin embargo,otros autores (Kuzumi y cols., 1980; Shapi
ro y cols., 1979) encuentran que los niveles de somatostatina
en plasma est&n disminuidos en ratas ayunadas sugiriendo que la

actividad secretora de la cé&lula D disminuye durante el ayuno.

Por otra parte Schauders y cols. ( 1979)observan que la se
crecién de somatostatina en islotes de rata, en respuesta a
glucosa 10 & 25 mM, no es alterada significativamente por el
ayuno, pero la secrecidn en respuesta a glucosa 3,3 mM aumen
ta significativamente. Esto se contradice con los resultados
obtenidos por Seino y cols. (1980)gue encuentran que la secre
cidén basal de somatostatina, en respuesta a glucosa 4 mM, en
pédncreas perfundido de rata, disminuye tr&s 48 horas de ayuno

aunque la secrecidn en respuesta a arginina parece aumentar.

No esti claro, hasta el momento, el mecanismo exacto por el
cual se altera la secrecibn de somatostatina durante el ayuno.
Dada la posible interrelacidn funcional entre los distintos ti_
pos celulares (accidn paracrina) del islote, las alteraciones
en la secrecibén de somatostatina durante el ayuno, podrian de_
berse a variaciones en la secrecibén de insulina o de glucagébn,

O viceversa.



HIPOTESIS DE TRABAJO
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HIPOTESIS DE TRABAJO

Durante el ayuno, la secrecibdn de insulina en respuesta a
la glucosa est§ alterada pero los mecanismos responsables de

esta alteracibén no son bien conocidos.

Es bien conocido que durante el ayuno se incrementa la mo
vilizacibén de &cidos grasos del tejido adiposo tanto "in vivo"
como "in vitro". En la célula muscular los &cidos gfasos inhiben
la glicolisis; se acepta generalmente que el mecanismo responsa.-
ble de esta alteracibfn es una inhibicién de la fosfofructoquinasa
Y piruvato deshidrogenasa por el &cido citrico y acetil CoA pro
ducidos en exceso durante la oxidacién de &cidos grasos (Newshol

me y Start, 1973).

Es posible que en el ayuno las c&lulas de los islotes tengan
una mayor dependencia de los &cidos grasos como sustratos metabd
licos. Un aumento en la oxidacién de &cidos grasos conduciria a
una inhibicibén de la glicolisis (via &cido citrico) y de la oxi
dacidn de la glucosa lo que implicaria una disminucién en la se
crecibén de insulina de acuerdo con la teoria metabblica (ver in

troduccibén, mecanismo de secrecibn).

Se sabe que los 2-bromoacil-derivados inhiben la oxidacién
de los &cidos grasos de cadena larga (Chase y Tubbs, 1972); el
2-bromoestearato es capaz de restaurar el metabolismo de la glu
cosa en misculo de corazén de rata diabética (Randle, 1969) e
inhibe la oxidacién de &cidos grasos en islotes aislados (Berne,

1975). La inhibicién de la oxidacibén de &cidos grasos con 2-bro
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moestearato normalizaria el metabolismo de la glucosa en islotes
de ratas ayunadas, lo que deberia conducir a la restauracién de

la respuesta insulinosecretora durante el ayuno.

Los &cidos grasos estimulan de forma transitoria la secre
cibén de insulina por péncreas de rata, en presencia de concentra
ciones subestimulantes de glucosa (Malaisse y cols., 1969; Gober
na y cols., 1974;Campillo y cols., 1979) lo gue aparentemente
contradice la primera hipbétesis. Se estudib el efecto del 2-bro
moestearato sobre la accidn insulinotrdpica del &cido palmitico
para investigar si este efecto transitorio se debe a alguna in

hibicién que pueda ser blogqueada por el 2-bromoestearato.

Las células A de los isloteé de Langerhans responden a los
aumentos en la concentracidn extracelular de glucosa, con una
disminucibén de la secrecibn basal. Esta respuesta requiere la
presencia de insulina y va acompanada de un aumento del metabo
lismo de la glucosa, existiendo una correlacidn inversa entre me

tabolismo de la glucosa y secrecibn.

Es posible que el aumento de la concentracidn de &cidos gra
sos durante el ayuno alteren el metabolismo de la glucosa en las
cé€lulas A haciendo desaparecer su efecto inhibidor sobre la secre
cibén de glucagdén. La restauracibén del metabolismo de la glucosa
por el 2-bromoestearato normalizaria la respuesta de la célula A

a la glucosa durante el ayuno.

Por otra parte, la demostracidn de la biosintesis y secrecidn

de somatostatina por las células D de los islotes de Langerhans



25

sugirid® una posible accién reguladora local de esta hormona
(accibn paracrina) sobre la secrecién de insulina y glucagbn
(Orci y Unger, 1975). Ello requiere que sea segregada en res
puesta a estimulos fisiol6gicos y que su orden cronoldgico de
respuesta sea distinto de las otras hormonas. Para intentar po
ner de manifiesto una posible. accibén paracrina entre las homg
nas pancredticas, se estudif simultaneamente la secrecibn de
insulina, glucagbén y somatostatina en islotes de ratas alimen
tadas y ayunadas 48 horas, asi como su modificacién por el 2-

bromoestearato y los acidos grasos.



PLANTEAMIENTO EXPERIMENTAL
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PLANTEAMIENTO EXPERIMENTAL

1. Estudio de la secrecibébn de insulina, estimulada por glu
cosa, en islotes de ratas alimentadas y ayunadas 48 ho
ras. Efecto del 2-bromoestearato y su comparacidn con el

dcido estefrico.

2. Efecto de &cido palmitico sobre la secrecidn de insulina
en islotes de ratas alimentadas en respuesta a distintas
concentraciones de glucosa. Efecto del 2-bromoestearato

sobre el efecto insulinosecretor del palmitico.

3. Estudio de la velocidad de oxidacibn de glucosa en islo
tes de ratas alimentadas y ayunadas 48 horas. Efecto del

2-bromoestearato.

4. Estudio de la velocidad de glicolisis en islotes de ratas

alimentadas y ayunadas. Efecto del 2-bromoestearato.

5. Estudio de la secrecidn simultanea de insulina, glucagbn
Yy somatostatina en islotes de ratas alimentadasy ayunadas

48 horas. Efecto del 2-bromoestearato.

6. Efecto del &cido palmitico sobre la secrecibn de insulina,
glucagbn y somatostatina en respuesta a glucosa 6 mM.
Efecto del 2-bromoestearato sobre la accidn secretora del

dcido palmitico.

7. Estudio del contenido de insulina, glucagbén y somatostati
na en islotes de Langerhans de ratas ayunadas y alimenta

das.



MATERIAL Y METODOS



29

I. PERIFUSION DE ISLOTES DE LANGERHANS.

Se conocen una serie de técnicas "in vitro" gque permiten el
estudio de la secrecidn endocrina pancredtica, como la perfusién
de péncreas (Anderson y Long, 1947; Grodsky y cols., 1963) y la
incugacién o perifusidn de trozos de péncreas (Light y Simpson,
1956; Candela 1961; Coore y Randle, 1962), o islotes de Langer_

hans aislados (Lacy y Kostinowvsky 1967; Hellerstrom, 1964).

Lacy y Kostianosvky (1967) describieron un método para aislar
los islotes de Langerhans, consistentes en la digestibn del pén_
creas con colagenasa. Este enzima hidroliza el colageno liberan
do los islotes del tejido exocrino, que pueden entonces separar_
se uno a uno mediante una micropipeta y con la ayuaa de un micros_
copio de diseccidn (x35). Los islotes asi aislados permiten estu_
diar su funcibn secretora endocrina con independencia de la exo
crina y constituyen la finica preparacibén posible para realizar

estudios metabdlicos.

A. Aislamiento de islotes de Langerhans.

Se utilizaron ratas macho, raza Wistar Albino, con un peso
aproximado de 250 g: procedentes de nuestro propio criadero y

que fueron alimentadas con una dieta estandar.

Los animales fueron inyectados con una solucibn acuosa de
pilocarpina al 4% (o,1 ml./100 g: de peso corporal) por via in

traperitoneal una-dos horas antes de comenzar el experimento.El
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objetivo de este tratamiento es provocar una secrecibn exocrina
masiva de enzimas (gr&nulos de zim6geno) con el citado agente
colinérgico para disminuir al m&ximo la presencia de enzimas pro
teoliticos durante el proceso de aislamiento de los islotes. Se
ha descrito que este tratamiento con pilocarpina no altera la
funcidén endocrina y aumenta el rendimiento en la obtencibn de

islotes (Kuo y col., 1973)

1) Solucibn de Hanks:

Es la solucibn salina fisiol6gica utilizada en el proceso

de aislamiento de los islotes, cuya composicibén es la siguiente:

NaCl 136,89 mM
KC1 5,36 mM
Na,HPO, H,0 0,34 mM
44 mM

KH,PO, 0,
MgSO, 7H,0 0,8 mM
1,27 mM

CaCl, 2H,0 ’
€6™12% 2,65 mi

El pH es ajustado a 7,4 con una solucibn de NaHCO, al 8,4%.

2) Procedimiento:

a) Tras anestesiar al animal con éter se sacrifica por de

capitacién.
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Se expone la cavidad abdominal tras una incisién abdomi

nal media y se recorta rapidamente el péncreas.

En una placa de Petri conteniendo solucién de Hanks se
limpia el p&ncreas de tejido adiposo y se trocea finamen_

te a temperatura ambiente.

)

Los trozos de pancreas se llevan a un volumen de 5 ml. de
solucibén de Hanks en un vial de centelleo hermeticamente
cerrado que contiene 15 mg. de colagenasa (tipo I de Wor

thington).

El vial se agita vigorosamente en un bafio de agua termos
tatizado a 37°C durante un tiempo que oscila entre 3 y 4

minutos segfin el lote de colagenasa.

La duracibn del tiempo de digestibén con colagenasa ha de
ser cuidadosamente controlado tomando muestras cada cier
to tiempo que son observadas al microscopio (x 35) para

determinar el momento en que los islotes son liberados.

Una prolongacidén excesiva de 1 6 2 minutos de tiempo de

digestidn puede dar como resultado la obtencidén de islo_
tes no funcionales metabdlicamente o desde el punto de

vista secretor.

La digestidn se detiene trasvasando la "papilla pancredti
ca" a un vial grande (50 ml.) donde se diluye con un gran
volumen (45 ml.) de solucidén de Hanks a temperatura ambien_

te.
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Tras 10 minutos de reposo para permitir que se sedimen
ten los islotes liberados,en el fondo del vial, se aspi
ra el sobrenadante y se vuelve a repetir el lavado un

par de veces mas.

Tras aspirar el sobrenadante en el Gltimo lavado se van
tomando alicuotas del volumen residual que son analiza
das en una pequeha placa de Petri bajo el microscopio

de diseccibn (Zeiss, m&delo DV-4) con luz transmitida.

Los islotes aparecen como corpusculos redondeados u ovoi
dales de céloracién amarilla intensa y superficie homogé
nea, diferenciidndose bien del resto de tejido exocrino,
que aparece como una fina granulacibén. Los islotes se re
tiran de la placa mediante una pipeta capilar y se tras
ladan a otra placa de Petri con solucibn de Hanks, des
de donde se tomaran posteriormente en un nlimero determi
nado para trasvasarlos a la cémara del sistema de peri

fusién o a los viales para estudios metabdlicos.

B. Sistema de perifusibn.

l.- Medio de perifusibn:

NaCl 115,01 mM
KC1 4,7 mM
CaCl, 2,5 mM
KH2PO4 5,2 mM

Mgs0, 7H,O 1,19 mM
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NaHCO 24 ™M

3

El pH se ajusta a 7,4 burbujeando una mezcla de CO,:0

2°72
(5%; 95%) a 20°C.
Finalmente se disuelve ablimina bovina (Instituto Beg

ring) hasta una concentracién final de 0,5 6 1% y glu

cosa (Merck) segfin la concentracibn deseada.

Solubilizacibn de &cidos grasos y derivados en el medio
de perifusibén. Los &cidos palmitico, estelrico y 2-bro

moestearico fueron adquiridos de Serva.

Tras ser convertidos en sus sales s8dicas por tratamien
to con cantidades equimolares de NaOH a 80° C se trans
firi6 una alicuota al medio de perifusibn conteniendo
albimina, para conseguir la concentracién deseada (0,25
6 o0,5mM). La concentracibn real de &cido estelrico medi
do en el liquido de perfusibén (Duncombe 1964) fué un
93,01% de la concentracibn tebrica deseada (0,5mM), con
una relacibén molar estelrico/albGmina de 3,45. El conte
nido de &cidos grasos de una solucidn de alblmina bovi

na al 1% fué 0,1 mM.
Aparato de perifusibén (Fig. 1).

Consta de dos reservorios de medio de perifusibn, gasea
dos continuamente con 95% 02 + 5% CO,a presibén (1,5mmHg)
Y temperatura (20°C) constantes, conectados mediante tu

bo de cloruro de polivinilo (3 cm. de longitud y 2,54 mm
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de diametro interno) con dos pequenos filtros de nylon
en sus extremos y colocada en un bano termostatizado a
37°C. El1 tubo de conexibn entre los reservorios y la cé
mara de perifusifn que se sumergib en el bafio a 37°C
tenia la longitud necesaria para permitir al medio de
perifusibén circulante alcanzar una temperatura de 37°C
antes de llegar a la cdmara, comprobandose con un ter

mopar provisto de. una microsonda de acero-constantano.

La camara se conecta con otro tubo de cloruro de polivi
nilo a una bomba peristfltica (modelo Multiperpex LKB)
que se regula a un flujo constante de 0,5 6 1 ml./min..
El pH del medio de perifusibn se midib en la c&mara al
final de cada experimento, estando comprendido entre

7,35 y 7, 45.
4.- Patrones de Perifusibn:

En todos los experimentos se perfundieron lo$ islotes
con glucosa3mM durante un periodo de 30-45 minutos(pe
riodo de estabilizacibn).

A continuacibn se perifunde con un é&stimulo durante 30
minutos (periodo de estimulacidn).

En algunos experimen;os se continub perifundiendo con

glucosa 3mM durante 15 minutos més.

II.- DETERMINACION DE INSULINA.

Para la determinacibén de la concentracibn de insulina en las
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muestras del liquido de perifusidn se utilizd un mé&todo radioin
munol8gico, descrito originalmente por Yalow y Bergson (1956,

1959, 1960, a y b).

El fundamento de este método consiste esencialmente en una
reaccidn de competicibn entre la insulina de la muestra ("insu

lina fria") y una cantidad constante de insulina marcada con
125 . . . . .
I ("insulina caliente"), para combinarse con un anticuerpo

especifico para ellas.

La combinacibén de la insulina marcada con el anticuerpo se
cuantific6 midiendo la radiactividad en la fraccibén de insulina
libre, no combinada con el anticuerpo. Este par@metro es influen
ciado por la concentracibdn de insulina fria. Suponiendo que el
anticuerpo tenga un centro de unibén para los dos tipos de insuli
na, con la misma afinidad para ambas, podemos plantear los si

guientes equilibrios:

I+ Ab=C I x Ab I* x Ab
K= = (I)
C C*

I* + AbX= c*

siendo:

I : concentracibn de insulina fria libre.

I*: concentracibn de insulina l251 libre.

C : concentracibn del complejo anticuerpo-insulina fria.
C*: concentracibn del complejo anticuerpo-insulina 1251.

Ab: concentracidén de anticuerpo libre.



37

k : constante del equilibrio para la disociacifn del complejo
anticuerpo-insulina.
I_: concentracibn total de insulina fria, que varia de unas
muestras a otras.
. . . 125
: concentracidén total de insulina- I, que es una constan
te del radioinmunoensayo. A todas las muestras se les

anade la misma cantidad.

De la ecuacibén (I) podemos deducir:

I*

C*= C (2)

I

La concentracibn total de insulina fria y marcada se distri
buye en dos términos constituidos por la insulina que queda 1i -

bre y la que se une al anticuerpo:

(3)

Sustituyendo estos valores de I y I* en la ecuacibdn (2) tendremos:

Quitando denominadores y agrupando términos

* - C*k C= * - *
C Io C* C=C Io cC

* = *
C IO C IO

y podemos deducir
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C (4)

Como puede observarse un aumento de la insulina fria (I)pue
de disminuir la cantidad de insulina marcada unida al anticuerpo
(C*), aunque de forma no lineal ya que tambien influye el factor

(C); podemos deducir de (2):

c¢_C=

B (5)
I* I F

siendo B la hormona marcada ligada al anticuerpo y F la hormona
libre. Los cocientes B/F para la hormona marcada y para la hormo
na no marcada han de ser siempre iguales. Ademis el cociente C*/I*'
disminuye al aumentar la concentracién de insulina fria IO porque
disminuye C* y aumenta I* (C*+I*=I%*=cte). Numerosos autores uti
lizan esta relacibn existente entre el cociente B/F de la hormo
na marcada y la concentracidn total de insulina fria (IO) para
calcular esta filtima en las muestras. Nosotros hemos utilizado

la relacién existente entre radiactividad (CPM) en la fraccibn

de hormona libre (I*) o combinada al anticuerpo (C*) y la canti
dad total de insulina fria para calcular la concentracibén de esta

iltima en lasmuestras.

A continuacibn describimos la preparacién de cada uno de los
elementos necesarios para la puesta en marcha de la determinacidn

radioinmunologica de insulina:

A.- RADIOYODACION DE INSULINA CON 125INa.
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Se utilizd insulina porcina cristalina (Novo Research Ins
titute) libre de glucagdn, y la técnica de radioyodacibn de Hun
ter Greenwood (1962). Esta técnica se basa en la oxidacibn por
la cloramina T del yoduro radiactivo a yodo atdmico, que se in
troduce en uno de los carbonos del anillo bencé&nico de alguno
de los cuatro restos de tirosina de la cadena A (restos 14 y 19)
6 B (restos 16 y 26) de la insulina. La accibfn oxidante de la
cloramina T se detiene al cabo de 30 segundos mediante la adi
cibn de metabisulfito. La insulina marcada se separa de los de
més productos de la reaccidn por cromatografia de filtracibén en

gel.

l1.- Materiél:

- Tampdn fosfato 0,5M a pH 7,5. Se prepard mezclando una solu

cién 0,5M de Na.,HPO,2H.0 y otra solucibén 0,5M de KH,PO, has

2 4772
ta conseguir un pH 7,5.

- Tampdn fosfato o,05M. Se prepard por dilucibn 1/10 de la so
lucién anterior.

- Cloramina T (merck). Se pesaron 35 mg. y se disolvieron en
10 ml. de tampb6bn fosfato 0,005M.

- Yoduro potésico (Merck). Se pesaron 100 mg. y se disuelven

en 10 ml. de tampén fosfato 0,05M.

- Metabisulfito s6dico (Merck). Se pesan 24 mg. de metabisulfi
to sb6dico y se disuelven en 10 ml. de tampbdn fosfato 0,05M.
- Tampdn glicina (merck) 0,20M, pH 8,8. Se disuelven 15 g de

glicina en unos 900 ml. de agua destilada. Se ajusta a pH 8,8



40

con NaOH 1M y se completa hasta un litro..

- AlbGmina humana (Instituto Behring) al 20%. Se disuelven 2,4
g de albfimina en 12 ml. de tampbédn glicina 0,2M, pH 8,8.

- Insulina cristalina de cerdo. Se pesan 2 mg. de insulina (No
vo) que se disuelven en 2 ml de HC1l 0,03.M, y se distribu
yen en alicuotas de lo/ul que se almacenan a -20°C.

- Acido tricloro&cetico (Merck) al 20%. Se disuelven 20 g de
&cido triclorodcetico en 100 ml. de agua destilada.

- Sephadex G-25 y G-75 (Pharmacia Fine Chemicals).

- Columnas de cromatografia (Pharmacia Fine Chemicals), de 1,5
cm. de diametro interno por 30 cm. de altura. Se utilizaron
como soporte gel de Sephadex G-25 6 G-75 que previamente se
hidrataron con agua destilada durante 24 horas. Después se
llend la columna con gel hasta una altura de 25 cm. y se la
v6 durante una hora con tampdn glicina 0,2M, pH 8,8. A con
tinuacibn se .anadieron 0,2 ml de alb@imina bovina al 20% para
saturar el vidrio, con objeto de que durante la cromatogra
fia de la insulina marcada,esta no se adsorba a las paredes

de la columna.

2.- Método de radioyodacibn.

Se realiz6 anadiendo sucesivamente y en el orden indicado

los siguientes reactivos:

25 ul de tampén fosfato 0,5M, pH 7,5

/
/ /

lO/ul de cloramina T

5 ul (5,ug:) de insulina
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1 mCi de 1251 (Radiochemical Center Amersham)

Se agitd el tubo suavemente durante 30 segundos, al cabo

de los cuales se adicionaron sucesivamente:

50 /ul de metabisulfito sb6dico
lOO/ul de yoduro poté&sico

100/ul de albfimina bovina al 20%

Para el célculo de la actividad especifica de la hormona
radioyodada se tomaron 5/ul de la mezcla que sediluyeron en 5 ml.

de buffer glicina 0,2M, pH 8,8.

El resto de la mezcla de radioyodacibn (300/ul) se anhadib a
la superficie de una columna de Sephadex G-25 y se lav6 el vial
con 0,1 ml. de alblimina al 20% que se transfiere tambien a la co

lumna. Se eluyb a continuacibén con tampbn glicina 0,2M (pH 8,8),
recogiendose 100 fracciones de 0,7 ml. con la ayuda de un colec
tor (LKB, mbdelo 7000 Ultrorac). El contaje de la radiactividad
en cada una de las fracciones nos permitié identificar la insuli
na radioyodada y el yodo libre. Como corresponde a su peso mole
cular (6000) el volumen de elucibn de la insulina coincide con el
volumen de exclusibn de la columna, eluyendo por tanto antes que

el yodo. (Fig. 2).

Las fracciones correspondientes al pico de insulina radioyo

dada se guardan a -20°C hasta el dia de su utilizacibn.

3.- Célculo de la actividad especifica de la hormona.
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Aplicando la propiedad del &cido triclorodcetico (TCA) de
precipitar las proteinas se puede calcular el % de incorpora

cibn isotdpica en la radioyodacibn.

Una alicuota de 5/ul del vial de radioyodacién se diluye
en 5 ml. de tampbn glicina 0,2M, pH 8,8. A 0,1 ml. de esta mez
cla se le anaden 0,8 ml. de tampbn glicina 0,2M, pH 8,8 y 0,1v
ml. de albimina bovina al 10%; se agita y se anade 1 ml. de TCA
al 20%. Nuevamente se agita y se deja reposar durante 15 minu
tos a 4°C. A continuacibn se centrifuga a 3000 rpm durante 10
minutos y se aspira el sobrenadante. Comparando la radiactivi
dad del precipitado con la inicial puede calcularse el % de in

125

corporacidén de I a la insulina durante la radioyodacién.

Podemos calcular la actividad especifica de la hormona ra
dioyodada mediante la siguiente fbrmula:

% incorporacibn x/uCilzsI

Actividad especifica=
/ug: hormona

4.- Purificacién de la insulina.

Las fracciones de 125I-insulina obtenidas de la cromatogra

fia en columna de Sephadex G-25 fueron posteriormente repurifi
cadas en Sephadex G-75(1,5 x 30 cm)eluyendo con buffer glicina
0,2M(pH 8,8) y recogiendo 100 fracciones de 0,7 ml. Como se ob
serva en la Figura 3,se obtuvieron dos picos radiactivos.El pri
mero de ellos,cuyo volumen de elucibn coincide con el de exclu

sién de la columna corresponde a insulina inmunol8gicamente inactiva
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utilizandose el segundo para la preparacibn del trazador para el

radioinmunoensayo.

B.- ANTICUERPO ANTI-INSULINA.

Se ha utilizado el mismo anticuerpo anti-insulina en todas
las determinaciones a una dilucibén final de 1/200000 que combina
aproximadamente un 60% de insulina l251 en ausencia de insulina
fria segin se recomienda en la literatura

Este anticuerpo nos fué gratuitamente cedido por el Departamento

de Histologia de la Universidad de Umea (Prof. B. Hellman).

C.- PRACTICA DEL RADIOINMUNOENSAYO.

Se utilizé como tampén para el radioinmunoensayo una solu
cibn de glicina 0,2M, pH 8,8, conteniendo 1% de suero de carnero

(Difco) y 0,25% de albfimina humana (Instituto Behring).

1l.- Preparacidn de la dilucibn de anticuerpo.

Se partib6 siempre de una dilucibén inicial del anticuerpo al
1/100. Como el volumen total de incubacibén es de 1 ml. y el
anticuerpo se anade en 0,2 ml. (se diluye 5 veces) se prepara
una dilucién 5 veces mas concentrada (1/40000) que la desea

da en la mezcla final de la incubacibén (1/200000).

El volumen total a preparar depende del nfimero de pruebas.

X 1 vVt
- = —; Xx= —— ml
\ 400 400
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x ml. de la dilucibén de anticuerpo 1/100 se diluyen hasta
Vt ml. con tampbn glicina 0,2M, pH 8,8. De esta solucibn

se pipetean 0,2 ml. a cada tubo.

Preparacibtn de la insulina l251.

A cada tubo del radioinmunoensayo se le anade 45 pg. de in
sulina 1251 contenidos en 0,6 ml. de tampdn de radioinmunoen
sayo cuya radiactividad (CPM) variard segin la actividad

especifica de la hormona radioyodada.

El volumen total a preparar depender& del niimero de pruebas

(n):
Vt= (n x 0,6) ml.

Preparacibn de la curva estandar.

Nos sirve para calcular la relacidn entre insulina 1251 1i

gada al anticuerpo (C*) y la insulina fria total de las

muestras (Io).

La curva estandar consiste en preparar una serie de dilu
ciones conocidas de insulina de rata (Novo Research Institu
te) que se harén reaccionar con el anticuerpo en presencia

de una cantidad constante de insulina radioyodada.

Las diluciones se preparan a partir de una solucibn stock
a una concentracién de 500 ng./ml. en ClH 0,03N, almacenada
a -20°C en alicuotas. A partir de ella se realizan las si

guientes diluciones:
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1 ml (500ng/ml) + 9 ml tampbn glicina 50 ng/ml
1,2 ml1 (50 ng/ml) + 0,8 ml tampbn glicina 30 ng/ml
0,8 ml (50 ng/ml) + 1,2 ml tampbn glicina 20 ng/ml
0,4 ml (50 ng/ml) + 1,6 ml. tampbn glicina 10 ng/ml
0,8 ml (50 ng/ml) + 7,2 ml tampbn glicina 5 ng/ml
1,6 ml (50 ng/ml) + 0,4 ml tampbn glicina 4 ng/ml
1,2ml ( 5 ng/ml) + 0,8 ml tampbdn glicina 3 ng/ml
0,8ml (5 ng/ml) + 1,2 ml tampbn glicina 2 ng/ml
0,4ml (5 ng/ml) + 1,6 ml. tampdn glicina 1 ng/ml

0,2ml (5 ng/ml) + 1,8 ml tampbn glicina 0,5ng/ml

Cada dilucibn de la curva estandar se pipeteb por tripli

cado segflin el siguiente esquema:

0,2 ml dilucibn curva estandar

0,6 ml 4insulina 1251

o

2 ml anticuerpo dilucién 1/40000

|

[
o

ml

Se preparan ademds 5 tubos que contienen solamente 0,6 ml.
de insulina 1251, que se rotulan como AT que nos permitirén
conocer la cantidad total real de insulina 1251 afadida a ca
da tubo, y 5 tubos en los que el anticuerpo se sustituye por

tampén glicina (rotulados A) y que nos servirén para medir la

eficacia del método de separacibn.

4.- Preparacibén de las muestras.

Andlogamente a los tubos de la curva estandar se pipetearon
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en el siguiente orden:

0,2 ml muestra

0,6 ml. insulina 1251

2 ml anticuerpo

0,
1,0 ml

Una vez pipeteados los tubos de la curva y las muestras se

incubaron en c8mara fria a +4°C durante 48 horas.

5.-

Separacibtn de la insulina libre de la ligada al anticuerpo.

Se utiliza como método de separacibn carbbn (Sigma) recubier
to de dextrano (Pharmacia Fine Chemicals) que adsorbe la in
sulina libre dejando en solucibn el complejo antigeno-anti

cuerpo (Herbert, 1965).

Se prepara una suspensifén de carbbn-dextrano (3% carbbn y

0,25% dextrano) en tampén glicina 0,2M, pH 8,8.

Se anaden 0,5 ml de esta mezcla a todos los tubos (excepto
a los rotulados como AT) y se mantienen a —-4°C durante 45
minutos, luego se centrifugan a 3000 rpm durante 10 minutos.
A continuacién se aspira el sobrenadante de cada uno de los
tubos, midiendo la radiactividad del precipitado en uh con

tador gamma (m6delo Nuclear Chicago).
Ajuste de la curva de calibracién.

Se ha encontrado un ajuste satisfactorio de la relacibn en

tre radiactividad (CPM) medida en el complejo antigeno-anti
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cuerpo e insulina fria a la ecuacibn general de una hipér

bola: (y - b) (x + a)= K

CPM (C¥*)

et
n

»
i

ng/ml de Io

El ajuste de los valores experimentales de x e y de la cur
va de calibracibn a esta funcibn se realizf por el proce
dimiento utilizado por el’Prof. J. Tamarit (1965) que se

basa en el método de minimos cuadrados.

Se calculan a, b y k de forma que la expresibén

By - b) (x + a)- %]2 sea minima

C&lculo de la concentracién de insulina en las muestras.

Una vez conocidos los pardmetros a, b y K se puedencalcu
lar los ng. de insulina de las muestras mediante la expre

sibn:

x (ng/ml) = —— - a

En todos los experimentos se expres6 la secrecifn de insu
lina en ng. insulina/minuto/islote.
ESTADISTICA.

Validacién.

Consideramos como validacién la determinacién del error en
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la medida de la concentracién de hormona en las muestras
en las condiciones en las que realizamos el radioinmunoen
sayo. Se han aplicado los criterios de validacibn a una

curva estandar representativa (Fig. 4).
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b) An8lisis de la varianza.

Hemos aplicado este método estadistico para comprobar si
existe una diferencia significativa entre los valores medios de
CPM de la fraccidn de insulina libre correspondientes a las dis
tintas concentraciones de insulina fria de la curva estandar.
Ello nos da una idea global sobre el poder discriminador del ra
dioinmunoensayo. Se basa en la siguiente.descomposicién de la va

rianza de la CPM:

T - xp ) = F 3R - k)2 4 J(E,- %2

nlimero de libertades L= CF - 1

X : media general de todos los valores del par&metro CPM.

ic : media de CPM correspondientes a la fracibén de insulina 1li
bre para cada concentracibn de insulina fria.

X; ¢ valores individuales del par@metro medido (CPM)

CF : nGmero total de observaciones.

El primer sumando nos indica la variabilidad del paré&metro

CPM entre las distintas concentraciones de insulina fria.

nfimero de libertades L = C - 1

C= nlimero de concentraciones

El segundo sumando se refiere a la variabilidad del paréme

tro CPM dentro de cada concentracibn.

nGmero de libertades Li= C (F - 1)
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C= nlmero de concentraciones

b
]

nGmero de observaciones dentro de cada concentracibn.

Si lavariacidn en las CPM se debiese al azar, las varianzas
entre concentraciones (primer sumando) e intra concentraciones
(segundo sumando) serian iguales. En nuestro caso concreto (Ta
bla 1) vemos que la varianza entre concentraciones es mucho mayor
que la varianza intra concentraciones lo que indica que el ensa
yo es vadlido y sirve para apreciar las distintas concentraciones

de la curva.

Las varianzas entre e intra concentraciones se relacionan
por la F de Fischer:

varianza entre concentraciones

varianza intra concentraciones

En las tablas de Geigy encontramos el nfimero critico (tenien
do en cuentra el niimero de libertades) por debajo del cual no po

demos considerar vadlido el ensayo.

TABLA 2
Concepto Suma de cuadrados L Varianza (s)
General 809,4179879 35 23,126228
Entre concentraciones 808,0142991 11 73,455845

Intra concentraciones 1,39925487 24 0,058302
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F= 1259,91981 Valor critico= 3,09 p= 0,01

c) Test de Bartlett.

Nos indica si la varianza de las CPM en la fraccibn de in
sulina libre para las distintas concentraciones de hormona fria

es hombgenea.

Calculamos el estadistico de Bartlett (EB) mediante las si

guientes expresiones:

2 2
L; log si - Zlh log s

E.B.= 2,306 x

K

11

Ln Li
=1 +

3 (n~-1)

(Re - x4)°

5=

L,

1

(ver an8lisis de la varianza)

Li= C (F-1)

S,¢ desviacibn estandar en la medida de las CPM para cada concen
tracibn.
L,: grados de libertad en cada concentracibn (L,= numeros de re

plicados - 1)
En nuestro caso concreto:

2 2
Li 1/Li Li log S ZLn Zl/Ln ELn log Sh

2 24 1/24 -29,6236 24 6 -37,64604
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K= 1,18056
E.B.= 6,79545
L= nimero de columnas - 1

valor critico= 31,264 (p= 0,001)

Luego se puede concluilr que la varianza de las CPM en la
fraccibn de insulina libre es la misma para las distintas con

centraciones de insulina fria de la curva estandar.

d) Test de Duncan.

Nos va a servir para comprobar que hay una diferencia signi
ficativa entre todos los valores medios de CPM, de la fraccibn
de insulina libre correspondientes a las distintas concentracio

nes de la curva estandar.

Se ordenande menor a mayor los valores medios de CPM corres
pondientes a las distintas concentraciones y se calcula el 1limi
te superior de los valores por encima del cual no hay diferencia

significativa.

Calculamos en primer lugar el error estandar de la media:

varianza intraconcentraciones
Error estandar:

nimero replicados

En las tablas encontramos los valores w que se multiplican
por el error estandar. Restando este producto a los valores mé

dios de las CPM calculamos el limite superior de los valores por
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enzima del cual no hay diferencia significativa respecto a la me

dia.

Grados de libertad para w= nlmero total de observaciones -

nGmero de columnas.

En nuestro caso concreto (tabla 3):

Test de Duncan.

L= 24

Error estandar= 0,1394

TABLA 3

X CPM Limite (2« << 0,01) Limite (2« < 0,05)
0 9,40133

0,1 12,729 12,17695 12,3220
0,2 14,94733 14,3702 14,5194
0,4 16,98533 16,3984 16,5462
0,6 18,14233 17,5387 17,6935
0,8 19,0560 18,4440 18,5988
1 19,5913 18,9723 19,1299
2 21,21233 20,5863 20,7467
4 22,2490 21,6175 21,7792
6 23,01433 22,3772 ‘22,5432
A 25,4650 24,82373 24,9910
AT 25,5510 24,90694 25,0756

Vemos que no hay diferencia significativa entre A y AT, y
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que nuestro ensayo diferencia todos los puntos de la curva para

2 < <<0,05 y que no diferencia 0,8 y 1 para 2X < 0,01.

e) Perfil de precisibn.

Se define como la relacidn entre el error en la determina
cidn de una concentracién y su valor tebrico. Se comprobd ante
riormente, mediante el test de Bartlett, que la varianza del pa
rémetro que se mide en el radioinmﬁnoensayo (CPM) es homogenea
en el intervalo de concentraciones de insulina fria de la curva
de calibracidén; sin embargo, la varianza de las distintas concen
traciones no es homogenea porque depende de la pendiente de la

curva en cada punto.

El cociente entre la varianza del paré@metro CPM de la insu
lina libre correspondiente a las distintas concentraciones de la
curva de calibracibén y el correspondiente valor de la pendiente
de la curva nos permite determinar la varianza de la concentra

cibn correspondiente a cada punto:

Y N y - K
s= 4 — —
X g = =

tg X (x + a)?2

sy (x + a)2
Sy =
K

s, = desviacibdn estandar del paré@metro y (CPM)
s, = desviacidn estandar del pard@metro x (concentracibn).
b4 = concentracibén de insulina fria correspondiente a cada

punto de la curva estandar (ng/ml.).
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k y a= paré@metros calculados al ajustar la curva estandar a
la ecuacidn general de la hipérbola (métodos de mini

mos cuadrados): (y - b) (x + a)= K.

En la tabla 4 indicamos los errores absolutos y relativos
correspondientes a las distintas concentraciones de insulina de

una curva estandar.

TABLA 4

x S, s, /X s /% (%)
0 0,001937714

0,1 0,002887668 0,028876685 2,888
0,2 0,004026114 0,020130569 2,013
0,4 0,006870069 0,017175172 1,718
0,6 0,010469401 0,017449002 1,745
0,8 0,014824111 0,018530138 1,853
1 0,019936031 0,019936031 1,994
2 0,056820517 0,0284102259 2,841
4 0,187230770 0,046807693 4,681
6 0,393183976 0,065530663 6,553

Representando el error (en %) correspondiente a cada punto
de la curva estandar frente a la concentracibn tebrica en cada
punto, se obtiene el pérfil de precisibén de la curva estandar

(Fig. 5).

Como se observa en la figura 5, el intervalo de minimo error
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corresponde al rango de concentraciones comprendido entre 0,2 y
1 ng/tubo, que incluye los niveles de insulina encontrados en

nuestras muestras.

La varianza de la concentracibén "cero" se define como la sen_
sibilidad del método radioinmunoldgico y nos indica la concentra
cién minima de hormona detectable, que en nuestro caso resultd

ser 0,0019 ng/tubo.

2.- Comparacibn estadistica entre experimentos.

Los distintos experimentos se compararon aplicando el test
estadistico de la "t" de Student para pequeno nfimero de casos y

muestras no apareadas.

3.- Determinacidn de glucagén.

Para determinar la concentracibén de glucagbédn en las muestras
del liquido de perifusibn utilizamos el método radioinmunoldgico
descrito por R.H. Unger (1959). Su fundamento es el mismo que el

descrito anteriormente para la determinacibdn de insulina.

A.- RADIOYODACION DE GLUCAGON CON 125INa

Se utilizd glucagdn porcino cristalino (Novo Research Institu
te), y la técnica de radioyodacién de Hunter y Greenwood (1962)

cuyo fundamento explicamos en la radioyodacibén de insulina.

l.- Material:

- Tampdn fosfato 0,5M. pH 7,5. Se prepard mezclando una solucidn
o0,5M de NazHPO42H20 y otra solucidén 0,5M de KH,PO, hasta conse

guir un pH 7,5
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Tampbn fosfato 0,05M. Se prepar6 por dilucibén 1/10 de la so_
lucidén anterior.

Cloramina T (Merck). Se pesan 35mg. y se disuelve en 10ml.
de tampdn fosfato 0,05M.

Yoduro potasico (Merck). Se pesan 100mg. y se disuelven en

10ml. de tampdn fosfato 0,05M.

Metabisulfito s6dico (Merck). Se pesan 24mg. y se disuelven

en 10ml. de tampdn fosfato 0,05M.

-Tampén glicina 0,2M, pH 8,8 (Merck). Se disuelven 15g.°, de

glicina en 900ml. de agua destilada, se ajusta a pH 8,8 con
NaOH 1M y se completa hasta un litro.

AlbGmina humana al 20% (Instituto Behring). Se disuelven 2,4
g: . de albfimina en 12ml. de tampbn glicina 0,2M, pH 8§,8.
Glucagdn cristalino de cerdo (Novo Research Institue). Se pe
san 2mg. de glucagbn porcino cristalino que se disuelven en
4ml. de HC1 0,03M (0,5mg/ml) y se distribuyen en alicuotas
de 10/ul (5ng) gque se almacenan a -20°C.

Acido tricloroacético al 10% (Merck). Se disuelven 10gr. de
dcido tricloroacético en 100ml. agua destilada.

NaOH 1M (Merck).Se disuelven 4g:- de NaOH en 100ml agua des
tilada.

Columna de celulosa CF-11 (Whatman) 20 x 12 mm.

2.- Mé&todo de radioyodacidn.

La radioyodacidén del glucagdn se realiza en un tubo de plés

tico al gque se afnade sucesivamente y en el orden indicado los siguien

tes reactivos:

30/ul de tampbén fosfato 0,5M
lO/ul (S/ug:) de glucagbn
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lo/ul de cloramina T

125

2 mCi de I (Radiochemical Center, Amersham)

Se agita el tubo suavemente durante 20 segundos, al cabo

de los cuales se anaden sucesivamente:

50 /ul de metabisulfito sbdico

lOO/ul de yoduro potésico
1,66 ml de glicina 0,2M, pH 8,8, 0,25% de albimina humana.

La mezcla de radioyodacibén se transfiere a la columna de

celulosa CF-11 para su purificacién.

3.- Purificacibn del glucagbn.

Una jeringa de pl&stico de 5 ml. se llena con celulosa What
man CF-11 hasta 2,5 ml. y se lava con tampbn glicina 0,2M, pH
8,8. A continuacibn se anade a la mezcla de radioyodacibn (1,99
ml.) 1 ml. de suero de carnero (Difco) y se trasvasa todo a 1la

columna. Esta se lava con 30 ml. de tampbébn glicina 0,2M, pH 8,8
125I

para eluir el

El glucagbn 125

I adsorbido a la celulosa se eluyé en 3 tubos,
en cada uno de los cuales se realizb el siguiente esquema de elu
cibn:
a) Se anaden a la columna 0,5 ml. de una solucibn de albg
mina humana al 0,5% y se ejerce presibn. A continuacibn

anadimos 1 ml. de tampbén glicina 0,2M, pH 8,8, ejeréieg

do nuevamente presibn.
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b) Igual que a.

c) Se anaden a la columna 0,5 ml. de suero de carnero y
se ejerce presibn. A continuacibn se afnade 1 ml de
tampbén glicina 0,2M, pH 8,8 y se ejerce de nuevo pre
sibén.

d) Igual que c.

4.~ Cdlculo de la actividad especifica.

El cdlculo de la actividad especifica se basa en la preci
pitacién de la hormona radioyodada y otras proteinas ahadidas

("carrier") por el &cido tricloroacético.

Se toma una alicuota de cada uno de los tubos recogidos en
la purificacidn y del vial de radioyodacidn y se diluye con tam

pdn glicina 0,2M, pH 8,8. A 0,1 ml. de cada dilucibn se anaden:

0,8 ml tampbdn glicina 0,2M, pH 8,8
0,1 ml de albGmina bovina al 15%.

4 ml &cido triclorocacético al 10%.

se agitan, y se dejan 10 minutos en reposo a 4°C. Después se cen
trifuga durante 15 minutos a 4000 rpm, se aspira el sobrenadan

te y el precipitado se redisuelve con NaOHiyM, se cuenta su ra

diactividad, comparandola con controles que llevan 0,1 ml. de
muestra sin precipitar con tricloroacético y 1 ml. de NaOH y se
calcula el tanto por ciento de incorporacidn de 1251 a la hormo

na.
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Se calcula la actividad especifica mediante la siguiente

f6rmula:

% de incorporacibén x 2000 x F
Ae= /uCi/ug

100 x/ug hormona

F= Factor de decrecimiento temporal de la radiactividad.

La actividad especifica oscila entre 350 y 400/uci¢ugr

B.- ANTICUERPO ANTI-GLUCAGON.

En todas las determinaciones se ha utilizado el anticuerpo
30 K expecifico para glucagdn pancreéctico, (Dr. R.H. Unger Da

llas) a una dilucibn final 1/125000.

C.- PRACTICA DEL RADIOINMUNOENSAYO.

Utilizamos como tampdn para el radioinmunoensayo una solu
cibn de glicina 0,2M, pH 8,8 que contiene 1% de suero de carne

roy 0,25% de alblmina humana.
1l.- Preparacién de la dilucibn de anticuerpo.

Se ha utilizado el anticuerpo 30 K a una dilucién final de
1/125000.5e partib6 siempre de una dilucién inicial del anticuer
po al 1/100. Como el volumen total de incubacibn es de 1,2 ml.
y el anticuerpo se afnade en 0,4 ml. (se diluye 3 veces) se pre
para una dilucibén 3 veces mas concentrada (1/41666,6667) que la

deseada en la mezcla final de incubacibén. El volumen total a pre
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parar depende del nlmero de pruebas.

2.- Preparaci6én del glucagbn L

25

I.

A cada tubo del radioinmunoensayo se le ahaden 15 pg de glu

125

cagdn I contenidos en 0,5 ml. de tamp6n de radioinmunoensayo

cuya radiactividad (CPM) depender& de la actividad especifica

de la hormona radioyodada.

El volumen total a preparar dependeré del nfimero de pruebas.

3.- Preparacibén de la curva estandar.

Las diluciones se preparan a partir de una solucibn stock

de glucagbn (10/ugr/ml) almacenada en alicuotas:

0,1 ml
0,1 ml
0,1 ml
0,5 ml
1,5 ml

1 ml
0,5 ml
0,1 ml

0,1 ml

(10 ugr/ml)
(1000ng/ml)
(100 ng/ml)
(10 ng/ml)
(2000pg/ml)
(1000pg/ml)
(1000pg/ml)
(1000pg/ml)

(1000pg/ml)

+ 0,9 ml

+

+

+

+

+

ml
ml
ml
ml
ml
ml
ml

ml

tampdn
tampén
tampbn
tampén
tampbn
tampbn
tampbn
tampbn

tampén

Cada dilucidn de la curva estandar

glicina: 1000ng/ml
glicina: 100 ng/ml
glicina: 10 ng/ml
glicina: 2000pg/ml
glicina: lOOOpg/ﬁl
glicina: 500 pg/ml
glicina: 250 pg/ml
glicina: 100 pg/ml

glicina: 50 pg/ml

se pipeteb por triplicado

seglin el siguiente esquema, cuyo volumen final es de 1,2 ml.:

0,2 ml dilucibn curva estandar.

0,5 ml glucagbn

1251.
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0,1 ml trasylol (Bayer).

0,4 ml anticuerpo dilucibn 1/41666,6667

1,2 ml

Se preparan ademds 5 tubos que contienen solamente gluca

gbn 1251, que se rotulan como AT, que nos permitir&n conocer la

cantidad real de glucagbn 125

I anadida a cada tubo, y 5 tubos
en los que el anticuerpo se sustituye por tampdn glicina (rotu
lados A) que nos serviran para medir la eficacia del método de

separacibn.
4.- Preparacibn de las muestras.

Para la determinacibén de glucagbn en las muestras del 11
quido de perifusibén, se recogen alicuotas que se diluyen con
tampdn glicina 0,2M, pH-8,8 al que previamente se afadio trasy

lol.

Anfélogamente a los tubos de la curva estandar se pipetea

ron en el siguiente orden:

0,2 ml muestra.
0,5 ml glucagdn 1251.
0,1 ml trasylol.

0,4 ml anticuerpo

1,2 ml

Una vez pipeteados los tubos de la curva y las muestras se

incubaron en la cl&mara fria a +4°C durante cuatro dias.

5.- Separacibén del glucagbdn libre del ligado al anticuerpo.
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Se prepara una suspensibén de carbbdn-dextrano (0,5% carb6n

y 0,25% dextrano) en tampén glicina 0,2M, pH 8,8.

Se anaden 0,5 ml. de esta suspensifn a cada tubo (excepto
a los rotulados como AT) y se mantienen a +4°C durante 45 minu -
tos, pasados los cuales se centrifugan a 3000 fpm durante 10 mi
nutos. A continuacibn se aspira el sobrenadante de cada uno de
los tubos, midiendo la radiactividad del precipitado en un con

tador gamma.
6.- Ajuste de la curva de calibracibn.

Como en el caso de la insulina, se ajustaron las variables
x (pg glucagbn frio) e y (CPM) a la ecuacibn general de una hi

pérbola (J. Tamarit, 1965):
(y = b) (x + a)=K

El ajuste de los valores experimentales a esta funcibn, se

realiz6 por el método de minimos cuadrados.

Se calcula a, b y k de forma que la expresibn

Z[(y - b) (x+a)-k ZJ sea minima
7.- Célculo de la concentracién de glucagbdn en las muestras.

Una vez conocidos a, b y k se puede calcular la concentra

cién de glucagbn en las muestras mediante la siguiente expresifbn:

x (pg/ml) = kK - a

y - b
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En todos los experimentos se expresl la secrecibn de gluca

gbn en pg glucagbn/minuto/islote.

D.- ESTADISTICA.

l1.- validacién.

Como en el caso de la insulina se aplicaron los criterios

de validacibén a una curva estandar representativa (Fig. 6).

b.- Anilisis de la varianza.

Se descompone la varianza igual que en el radioinmunoensa

yo de insulina.

TABLA 6
Concepto Suma de cuadrados L S
General 46,78146 26 1,79929
Entre concentraciones 46,43316 8 5,80415
Intra concentraciones 0,34828 18 0,01935
F= 299,97330 valor critico= 5,25 P= 0,01

Como se ve la varianza entre concentraciones

varianza intra concentraciones, lo que indica que

lido.

c.- Test de Bartlett.

es mayor que la

el ensayo es v

Como en el caso de la insulina aplicamos este test para com
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probar que la varianza de las CPM en la fraccidén de glucagdn 1i

bre para las distantas concentraciones de glucagdén frio es homo

génea.

K=

2 2
L; log s; -ZLn log s_

K
1 1
L - L.
1+ n -
3 (n-1)
1/L. L, log s> 5L S1/L SL_ log s?
i 1 g S n n n g n
1/18 =30,83167 18 4,5 -32,63763
1,185185 L= 8

E.B.= 3,51385

valor critico= 26,1240 P= 0,001

Por lo tanto la varianza del paré&metro medido (CPM) corres

pondiente a las distintas concentraciones de glucagbdn fric de la

curva estandar es homogénea.

d.- Test de Duncan.

TABLA 7

Error estandar de la media= 0,08031

X CPM 2%<C0,01 Limite
0 4,48267

10 4,65333 2,97 4,41481
20 5,19033 3,12 4,93976
50 5,51900 3,21 5,26120
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100 5,83650 3,27 5,67389
200 6,74330 3,32 6,47667
400 7,17133 3,35 6,90229
A 7,59460 3,37 7,32396
AT 8,50720 : 3,39 8;23495

Vemos que diferencia todas las concentraciones de gluca

gbn. frio de la curva estandar excepto 0 y 10 pg/tubo.

e.- Perfil de precisibn.

En la tabla 8 indicamos los errores absolutos y relativos
correspondientes a las distintas concentraciones de glucagdn de

una curva estandar representativa.

TABLA 8

x Sy S, /% S /%x (%)
0 0,83012

10 0,86910 0,08619 8,619
20 0,86910 0,04471 4,471
50 0,99502 0,01990 1,990
100 1,17485 0,01175 1,175
200 1,57930 0,00790 0,790
400 2,56735 0,01284 1,284

Sensibilidad= 0,83012

En la figura 7 se representa el perfil de precisibn de la
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curva. La zona de minimo error del radioinmunoensayo correspon
de al intervalo de concentraciones comprendido entre 50 y 200

pg/tubo.
2.~ Comparacibn estadistica entre experimentos.

Los distintos experimentos se compararon aplicando el test
estadistico de la "t" de Student para pequefno nimero de casos

y muestras no apareadas.
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IV.- DETERMINACION DE SOMATOSTATINA.

Para determinar la concentracibn de somatostatina en las
muestras del liquido de perifusibén se utiliz6 un mé&todo radioin
munoldgico descrito por Arimura y cols., 1975. Su fundamento es

el descrito anteriormente en la determinacibén de insulina.

A.- RADIOYODACION DE SOMATOSTATINA CON 125I Na.

Se utilizb Tirl somatostatina (U.C.B. Bruselas)y la técng
ca de radioyodacibn descrita por Thorell y Johansson ( 1971).Es

ta técnica se basa en la oxidacibn por H en presencia de lac

292
toperoxidasa del yoduro radiactivo en yodo atdmico, que se intro
duce en uno de los carbonos del grupo tirosilode la molécula. La
accibn de la lactoperoxidasa se detiene al cabo de 4 minutos por
dilucidén con una solucibén de albfimina bovina al 1%. La somatos

tatina radioyodada se separa de los demds productos de la reac

cibn por cromatografia en celulosa.
l.- Material

- Acetato ambnico 0,2M. Se prepara disolviendo 15,416 g. de
acetato ambnico en 500 ml. de agua destilada. Se ajusta a
PH 4,4 con &cido acético al 100% y se completa hasta un 1li
tro.

- Acetato ambnico 0,002M. Se prepara por dilucibn 1/100 de 1la
solucibén anterior.

- H202. Se diluye l/ug de H,O0, al 30% (Foret) en 10 ml. de

272
agua destilada.
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- Lactoperoxidasa (Sigma). Se diluye 5/ul de lactoperoxidasa
(25/ug') en 500/ul de agua destilada.

- Albfimina bovina al 5% (Instituto Behring). Se disuelven 150
mg de alblmina bovina en 3 ml de acetato amb6nico 0,002M,
PH 4,4

- Albdmina bovina al 1%. Se prepara por dilucibén 1/5 de ia so
lucibn anterior.

N Tir1 somatostatina. Se pesan 0,5 mg. de Tir somatostatina
(UCB Bruselas) que se disuelven en 0,5 ml de &cido acético
0,1N (1 mg/ml) y se distribuyen en alicuotas de lO/ul que
se almacenan a -20°C.

- Tampbdn fosfato 0,5M pH 7,5. Se prepara mezclando una solu
cibn 0,5M de CH2p04, con otra solucidbn 0,5M de NazHPO42H20,

hasta conseguir un pH 7,5.
2.-Método de radioyodacibn.

Se realiz6 andiendo sucesivamente y en el orden indicado

los siguientes reactivos:

5 /ul (S/ug ) de Tir somatostatina.

25/ul de tamp6n fosfato 0,5M, pH 7,5

5 wul (0,5 mCi) de 1251 (Radiochemical Center Amersham)
/

lO/ul de lactoperoxidasa

1 /ul H202 dilucién 1/10000 en agua destilada.

Se dejd reaccionar 4 minutos a temperatura ambiente, afadien
do a continuacifén 1 ml. de albfimina bovina al 1% en acetato amd

nico 0,002M, para detener la reaccibn.
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3.- Purificacién de la somatostatina.

La mezcla de radioyodacibén se transfirid auna columna (0,9
x 5 cm) de carboximetil celulosa CM-50 (Whatman) que se conec
ta a una bomba peristdltica (m&6delo Multiperpex LKB) que gradua
el flujo a 1 ml/min. La bomba se conecta a un reservorio de tam
pén acetato 0,002M, que a su vez va conectado a otro reservorio
de tampdn acetato 0,2M de forma que se establezca un gradiente

lineal de concentraciones (Fig. 8).

Terminada la cromatografia se cuenta la radiactividad de
todas las fracciones. Como se ve en la figura 8 se separan dos
picos; el primero corresponde al 1251 y el segundo a la hormona

marcada que va a ser utilizada en el radioinmunoensayo.

B.- ANTICUERPO ANTISOMATOSTATINA.

En la determinacibén de somatostatina se utilizaron dos an

ticuerpos diferentes.

Parte de los experimentos se determinaron con el anticuerpo
141C gratuitamente cedido por el Dr. S. Efendic (Departamento de
Endocrinologia. Instituto Karolisnka. Suecia) a una dilucibn fi

nal 1/56000.

Para determinar el contenido de somatostatina en islotes,
utilizamos un anticuerpo obtenido en nuestro Laboratorio, que

trabaja también a una dilucidn final 1/56000.

l1.- Produccibn de anticuerpos. Inmunizacibn.
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Se sigue el método descrito por Efendic y cols., 1978. La
somatostatina ciclica se acopla con hemocianina mediante la car
bodiimida. para hacerla antigénica e inmunizar conejos de raza

Neozelandes-California.
Preparacién del inmunbgeno.

Se disolvieron 10 mg. de somatostatina ciclica (Sigma) y 50mg.
de hemocianina (Sigma) en 3 ml. de agua destilada. Se anaden 400
mg. de carbodiimida (OTT Chemical Co.) en 1 ml. de agua durahte
15 minutos a temparatura ambiente. La reaccibén de condensacién
se termind por dialisis frente a una solucidn isotbnica de NaCl,

cambiindolo 3 veces en 48 horas, a 4°C.

La solucibn del inmunbgeno se divide en fracciones conténien_
do 1l y 0,5 mg de la somatostatina anadida inicialmante. Cada una
de las fracciones se emulsiona con un volumen igual de adjuvante
completo de Freund (Difco). La primera inmunizacién se realizé in
yentando subcutaneamente en el lomo de los conejos y en mfiltiples
puntos, una fraccibén equivalente a 1 mg. de somatostatina acopla
da. Al cabo de 30 dias los conejos fueron inmunizados con la mi
tad de la dosis inicial del inmunbgeno, y esta operacidn se repi

tidé ‘dos veces mis con intervalos de 30 dias.

A los diez dias de la fltima reinmunizacién se sangraron los
conejos mediante puncibén de la vena marginal de la oreja.Los sue
ros obtenidos fueronanalizados a diluciones crecientes para estu

125I

diar su capacidad de combinacibén de tirl somatostatina . Se

obtuvo un antisuero cuya capacidad de cambinacifén de hormona radioyodada se re
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presenta en la figura 9. Se selecciond la dilucién 1/56000 que
combina alrededor de un 70% de hormona y con la que se obtienen
unos buenos niveles de precisidn como se demuestra en el apar

tado de Estadistica.

C.- PRACTICA DEL RADIOINMUNOENSAYO.

Se realizb siguiendo el método de Efendic y cols. (1978),

modificacién del método de Arimura y cdls.( 1975).

Se ha utilizado una solucién tampén de la siguiente compo
sicibn: 0,04M'Na2HPO¢ 0,14M Nacl 0,025M EDTA; pH 7,4 que con

tiene 1% de alblGmina bovina.
l.- Preparacibn de la dilucibén de anticuerpo.

Como ya dijimos, utilizamos anticuerpo a una dilucibén final
1/56000. Se parti6 de una dilucidbn inicial del anticuerpo al 1/
100. Como el volumen total de incubacién es de 0,7 ml. y el an
ticuerpo se anade en 0,1 ml. (se diluye 7 veces), preparamos una
dilucién 7 veces més concentrada (1/8000) que la deseada en la

mezcla final de incubacibn.

El volumen total a preparar dependerd del nimero depruebas.

2.- Preparacibn de la somatostatina 125I.

A cada tubo del radioinmunoensayo anadimos 0,5 ml. de soma

tostatina 125I con una radiactividad aproximada de 5000 CPM.

El volumen total a preparar depender& también del nGmero de
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pruebas.
Vt= (n x 0,5)ml.
3.- Preparacibén de la curva estandar.

a) Solucidn stock: Se disuelve 1 mg de somatostatina ciclica en
10 ml. de &cido acético 0,1M (105 ng/ml).
0,1 ml. de esta solucibn se diluyen hasta 100 ml. con &cido
acético 0,1M, conteniendo 0,1% de albfimina bovina, quedando

a una concentracidén de 100 ng/ml.

b) 0,1 ml. de la solucibén de 100 ng/ml se diluyen con 3 ml. de
tampbén de radioinmunoensayo, conteniendo alblimina bovina al
1%. Obtendremos una solucién que tiene 320 pg/0,1 ml, que se
almacena en fracciones de 0,4 ml. a -20°C y a partir de la

cual se prepara la curva estandar segln el siguiente esquema:

0,4 ml (320 pg/0,1 ml) + 0,4 ml tampbn 160 pg/0,1 ml
0,5 ml (160 pg/0,1 ml) + 0,5 ml tampén 80 pg/0,1 ml
0,5ml ( 80 pg/0,1 ml) + 0,5 ml Tampén 40 pg/0,1 ml
0,5 ml ( 40 pg/0,1 ml) + 0,5 ml tampbén 20 pg/0,1 ml
0,5ml ( 20 pg/0,1 ml) + 0,5 ml tampén 10 pg/0,1 ml
0,5ml (10 pg/0,1 ml) + 0,5 ml tampbn 5 pg/0,1 ml
0,5ml ( 5 pg/o,1 ml) + 0,5 ml tampbn 2,5 pg/0,1 ml

0,5 ml (2,5 pg/O,l ml) + 0,5 ml tampbn 1 pg/0,1 ml

Cada dilucidn de la curva estandar se pipeted por triplica

do segfinel siguiente esquema, cuyo volumen final es de 0,7 ml.:
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0,1 ml dilucibn curva estandar
0,5 ml somatostatina 1251

0,1 ml anticuerpo dilucibdn 1/8000

Se preparan ademis 5 tubos que solo contienen somatostati
na %ZSI, rotulados como AT, y 5 tubos en los que el anticuerpo
se sustituye por tampén de radioinmunoensayo, rotulados como A,

que nos servirén para medir la eficacia del método de separacibn.
4.- Preparacibn de las muestras.

0,1 ml. de las muestras del liquido de perifusidn se reco
gen con trasylol (Bayer) y se almacena a -20°C hasta su determi

nacidn.

De forma andloga a la curva estandar, se pipetearon en el

siguiente orden:

0.1 ml. muestra
0,5 ml somatostatina 1251

0,1 ml anticuerpo dilucibén 1/8000

Una vez pipeteados los tubos de la curva y las muestras se

incubaron en la c&mara fria a +4°C durante 48 horas.

5.- Separacidn de la somatostatina libre de la ligada al anticuer

po.

Se prepara una suspensién de carbbn-dextrano (0,25% carbbn

Y 0,025% dextrano) en tampdn fosfato que contiene 0,9% de ClNa.
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Se anade 1 ml. de esta suspensibn a cada tubo, excepto los
rotulados como AT,y se mantienen a +4°C durante 45 minutos, pa
sados los cuales se centrifugan durante 15 minutos a 3000 rpm.
A continuacibén se aspira el sobrenadante de cada uno de los tu
'bos, midiendo la radiactividad del precipitado en un contador

gamma.
6.- Ajuste de la curva de calibracidn.

Se ajustaron las variables x(pg somatostatina friaje y (CPM)

a la ecuacibn general de una hipérbola (J. Tamarit, 1965):
(y - b) (x + a)=k

El ajuste de los valores experimentales a esta funcibn se

realiz6 por el método de minimos cuadrados.
7.- C&lculo de la concentracién de somatostatina en las muestras.

Una vez calculados los parémetros a, b y k se puede calcular
la concentracién de somatostatina en las muestras mediante la si

guiente expresidn:

k

X (pg/ml)=
y-b

En todos los experimentos se expresd la secrecibn de soma

tostatina en pg/min./islote.

D.- ESTUDIO DE LA ESPECIFICIDAD DEL ANTICUERPO.
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Para estudiar la especificidad del anticuerpo se hicieron
curvas de calibracibn en las que se sustituyb la somatostatina

fria por los an&logos B-167 y B-172 a distintas concentraciones:

1l.- Equimolar con la concentracién de somatostatina ciclica.
2.- Diez veces més concentrada.

3.~ Mil veces m&s concentrada.

Como se observa en la figura 10 el andlogo B-172 llega a
desplazar la Tir1 somatostatina l251 de su combinacién con el
anticuerpo a concentraciones mil veces superiores a las reque
ridas de somatostatina ciclica. La figura 11 demuestra que el
andlogo B-167 no es capaz de desplazar la ‘I‘ir1 somatostatina1251
a concentraciones mil veces superiores a las de somatostatina

ciclica. Ello indica que el antisuero estd dirigido contra la

secuencia de amino&cidos: Fen-Fen-Trip.

Esta especificidad es andloga a la descrita para el antisue

ro 141C (Arimura y cols., 1978).

También se demuestra que el anticuerpo no presenta reaccio
nes cruzadas con insulina ni glucagbén cuando se realizan curvas
estandar de somatostatina en presencia de 100 pg/tubo de cual

quiera de estas hormonas (Fig. 12).

E.- ESTADISTICA

l.- vValidacién.

Como en el caso de la insulina y glucagbn, aplicamos los cri
terios de validacibén a una curva estandar representativa (Fig.13).
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a) Curva estandar de somatostatina

Tabla 9

y (CPM) 53 - 92 S¢-n? L, 1/L

AT 7,28835 12,01713 0,015725 2 0,5
A 6,56267 7,51257 0,004339 2 0,5
0 1,2640 6,54214 0,000070 2 0,5
1,25 1,2783 6,4902 0,000003 2 0,5
2,5 1,3843 5,94105 0,002451 2 0,5
5 1,7750 4,18923 0,051486 2 0,5
10 2,377 2,08733 0,028550 2 0,5
20 3,754 0,00459 0,013544 2 0,5
- 40 4,845 1,04702 0,010838 2 0,5
80 5,37033 2,39807 0,032081 2 0,5

160 6,56267 5,37577 0,003445 2 0,5

T6
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b.- Anidlisis de la varianza.

Se descompone la varianza como en los radioinmunoensayos

de insulina y glucagén.

TABLA 10
Concepto Suma de cuadrados L S
General 160,9143400 32 5,0286

Entre concentraciones 160,7517298

Intra concentraciones 0,1625340

F= 2172,31081 valor critico= 3,26

10 16,0751

22 0,0074

P= 0,01

Se puede ver que la varianza entre concentraciones es mayor

que la intra concentraciones, lo que indica que el ensayo es vé

lido.

c.— Test de Bartlett.

Se aplic6 este test para comprobar que la varianza de las

CPM en la fraccidn de insulina libre para las distintas concen

traciones de insulina fria de la curva de calibracién es homogé

nea.
2 . 2

L; log sj -ZLn log s

E.B.= 2,306 x

K
}l 1
L L.
k= 1 + —D2 -
3 (n-1)
2
L. l/Li Li log sy ZLn zl/Ln

an log srz1
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22 1/22 ~46,89252 22 5,5 -60,8309308
K= 1,81666
E.B.= 12,0225469 valor critico= 29,588 P= 0,001

Por lo tanto la varianza del parémetro medido (CPM) corres
pondiente a las distintas concentraciones de somatostatina fria

de la curva estandar es homogénea.
d.- Test de Duncan.

Error estandar de la media= 0,04962

TABLA 11
x CPM 24 < 0,001 Limite
0 1,2640

1,25 1,2783 3,99 1,0803
2,5 1,2783 4,17 1,7740
5 1,7750 4,23 1,5626
10 1,3770 4,36 2,1606
20 3,7540 4,42 3,5346
40 4,8450 4,48 . 4,6227
80 5,3703 4,53 5,1455
160 6,1403 4,57 5,9135
A 6,5626 4,6 6,3344
AT 7,2883 4,63 7,0586

Vemos que diferencia todas las concentraciones de somatosta
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tina fria de la curva estandar, excepto 0 y 1,25 pg/tubo.

e.- Perfil de precisibn.

En la tabla 12 indicamos los errores absolutos y relativos
correspondientes a las distintas concentraciones de somatostati

ciclica de una curva estandar representativa.

TABLA 12

Sy= 0.00738791

X S, sx/x SX/X (%)
0 0,03202

1,25 0,03535 0,02828 2,8280
2,5 0,03885 0,01554 1,5540
5 0,04635 0,00927 0,9270
10 0,06332 0,006332 0,6332
20 0,10518 0,00526 0,5260
40 0,2206 0,00552 0,5520
80 0,57825 0,00723 0,7230
160 1,80073 0,01125 1,1250

Sensibilidad

En la Figura 14 representamos el perfil de precisibn de la
curva. La zona de minimo error del radioinmunoensayo correspon
de al intervalo de concentraciones comprendido entre 10 y 80pg /

tubo.
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2.- Comparacibn estadistica entre experimentos.

Los distintos experimentos se compararon aplicando el test
estadistico de la "t" de Student para pequefio nfimero de casos y

muestras no apareadas.

V.-MEDIDA DEL CONTENIDO DE INSULINA, SOMATOSTATINA Y GLUCAGON.

Cincuenta islotes aislados con colagenasa se sonicaron en
0,5 ml. de &cido acético 0,2M durante 5 segundos (microsonda,so
nicador Branson). Se separaron distintas alicuotas que se alma
cenaron congeladas a -20°C hasta el momento de la determinacién

de insulina, glucagbdn y somatostatina.

VI.- OXIDACION DE D-(U-14C) GLUCOSA.

l1.- Material.

- Krebs-Hepes: Es un Krebs-Ringer modificado en el que se sus
tituye el bicarbonato por una cantidad equimolar de Hepes
(&cido N=-2 Hidroxietilpiperaéina—N”2-etanosulﬁmﬁco Sigma) .

- ClH 0,5M.

- D-(U-14C)-glucosa (Radiochemical Center, Amersham).

- Hiamina (Packard).

- Liquido de centelleo:
5 g PPO

0,05 g PoPoP

1 litro toluol
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2.- Método.

Medio de incubacidén: Se liofilizan 10/ul de D—(U-14C)-glucosa
(292 mCi/mmol) y se redisuelven con 300/ul de Krebs-Hepes conte
niendo 0,50 % de albimina bovina y glucosa 3 6 20 mM (11,11y 1,6
mCi/mmol respectivamente). Se pipetean alicuotas de SO/ul en tubos
de poliestireno de 0,4 ml. (Beckman) provisto de una apertura la

teral y suspendidos dentro de un vial de centelleo (Fig. 15).

Se transfieren 10 islotes a cada vial de poliestireno. Tras
cerrar heméticamente los viales de centelleo se incuban durante
2 horas a 37°C con agitacibén suave. Se detiene la incubacién ahna
diendo lO/ul de HCl 0,5 M al tubo interior y o,5 ml. de hiamina

14

al vial exterior. El ~ Co, desprendido por el clorhidrico se re

2
coge en la hiamina agitando durante una hora a temperatura ambien
te. A continuacibn se retira el vial interior de poliestireno,se

ariaden 10 ml. de la mezcla de centelleo y se cuenta la radiacti

vidad (Mark II, Nuclear Chicago).

En cada experimento se incuban 2 viales de cada medio de in
cubacibn sin islotes para corregir la produccibén espontanea de
14CO2 (Blancos), cuya radiactividad se rest6 del medio de incu
bacién midiendo la radiactividad en alicuotas de S/ul por tripli

cado.

Los resultados se expresan en pmol/islote/hora de equivalen
tes de glucosa con igual actividad especifica a la del medio de

incubacidn.
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VI.- GLICOLISIS.
l1.- Material.

- Krebs-Hepes
- HC1 0,4M.
- D-(5—3H)-glucosa (Radiochemical Center, Amersham)

- Lguido de centelleo (PCS. Amersham)
2.- Método.

La velocidad de glicolisis se valor6 midiendo la produccién

de 3H

2O a partir de D—(5-3H)—glucosa (Ashcroft y cols., 1972).

Medio de incubacibn:Se liofilizan lo/ul de D-(5-3H)—glucg
sa que se redisuelven en 200/ul de Krebs Hepes conteniendo 0,5%
de alblimina bovina y glucosa 3 6 20mM (16,6 y 2,5 mCi/mmol res
pectivamente de actividad especifica). Se pipetean 20/ul en via
les de poliestireno en cada uno de los cuales se transfieren 10
islotes. Estos viales se introducen en viales de centelleo‘cog
teniendo 0,5 ml. de agua destilada que se cierran hermé&ticamen
te y se incuban a 37°C durante 2 horas con agitacibn suave. La
incubacibén se detiene anadiendo 5/ul de HC1l 0,4M en el vial in
terior y se continua la incubacibn a 37°C con agitacibn suave
durante 12 horas para permitir un equilibrio de reparto del 3H20
formada entre el vial interior y el exterior. Una vez retirado

el vial interior se anaden 5 ml. de la mezcla de centelleo y se

cuenta su radiactividad.

En cada experimento se procesaron viales sin islotes (Blan
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cos) cuya radiactividad (produccibn espontanea de 3H20) se res
ta a todas las muestras. La actividad especifica se calculd mi
diendo alicuotas de 5/ul del medio de incubacibén. Los resul

tados se expresan en pmol/islote/hora de equivalentes de gluco

sa de igual actividad especifica a la del medio de incubaciébn.



RESULTADOS
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a.- EFECTO DEL AYUNO SOBRE LA SECRECION DE INSULINA.

En la Fig. 16 representamos la secrecién media de insuli
na deseis perifusiones control (ratas alimentadas) y de ocho
perifusiones con islotes de ratas ayunadas 48 horas, y sus co

rrespondientes desviaciones estandar.

Tr&s 30 minutos de perifusibén con glucosa 3mM (peribdo de
estabilizacién) la secrecibn de insulina es estimulada aproxi
madamente 4 veces al aumentar la concentraci6én de glucosa a 20
mM (periodo de estimulacibn) en las ratas controles (ratas ali
mentadas). La cantidad total de insulina segregada por islotes
de animales ayunados durante el periodo de estimulacibn es sig

nificativamente menor a la de los controles (Tabla 13).

b.- EFECTO DEL 2-BROMOESTEARATO SOBRE LA SECRECION DE INSULINA.

En la Fig. 17 se representa la secrecibn media de insulina
de seis perifusiones con islotes de ratas alimentadas y seis pe
rifusiones con islotes de los mismos animales en las que se ana
did 2-bromoestearato 0,25mM durante los periodos de estabiliza
cibn y de estimulacibén. La cantidad total de insulina segregada
por islotes de ratas alimentadas en presencia de 2-bromoesteara
to no se modifica respecto a la de islotes del mismo animal pe

rifundidos sin 2-bromoestearato (Tabla-13).

Se estudib a continuacibén el efecto del 2-bromoestearato

0,25mM sobre la secrecibn de insulina por islotes de ratas ayu
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nadas 48 horas.

En la Fig. 18 se representa la secrecidn media de insuli
na con sus correspondientes desviaciones estandar de seis peri
fusiones con islotes de ratas ayunadas 48 horas y seis perifg
siones con islotes de la misma rata en las qué se anadid 2-bro
moestearato 0,25mM durante toda la perifusibn. La cantidad to
tal de insulina segregada por islotes de ratas ayunadas, en res
‘puesta a glucosa 20mM cuando se afiade 2-bromoestearato al medio
de perifusibn es significativamente mayor que la segregada por
islotes de la misma rata en ausencia de 2-bromoestearato, alcan

zando un valor semejante al de los controles (islotes de ratas

alimentadas) (Tabla 13).

Para comprobar que el 2-bromoestearato no tiene un efecto
estimulador directo sobre la secrecibn de insulina en respuesta
a glucosa 20mM durante el ayuno, se hicieron una serie de peri
fusiones en las que el 2-bromoestearato se ahadi6 solo durante
el periodo de estabilizacibén con glucosa 3mM. La cantidad total
de insulina segregada por islotes de ratas ayunadas y perifundi
das con 2-bromoestearato es significativamente mayor que en los

controles (Fig. 19, Tabla 13).

El aumento de la secrecibn de insulina durante el ayuno, in
ducido por el 2-bromoestearato, podria atribuirse a la capacidad
de los &cidos grasos de estimular la secrecidén de insulina (Malai
sse y cols., 1968; Goberna y cols., 1974). Por esta razbn se hi

cieron una serie de perifusiones con islotes de ratas ayunadas
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en las que se utilizd &cido estedrico 0,25mM como andlogo es
tructural del 2-bromoestearato. La perifusifn con estelrico du
rante ambos periodos de estabilizacibén y de estimulacibn solo
aumento, ligera pero significativamente, la cantidad total de
insulina segregada durante los minutos 11 a 30 del periodo de

estimulacién (Fig. 20).
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c.- EFECTO DEL ACIDO PALMITICO.

Se estudib el efecto del &cido palmitico 0,5mM sobre la se
crecibén de insulina por islotes de ratas alimentadas en respues

ta a distintas concentraciones de glucosa.

La perifusién con glucosa 5mM, con o sin &cido palmitico,
no estimuld la secrecibn de insulina (Fig. 21, Tabla 14). El au
mento de la concentracibén de glucosa a 6mM ﬁo produce por si mis
mo un estimulo de la secrecibn de insulina, pero la adicibn de
&cido palmitico 0,5mM induce un pico répido y transitorio de se
crecidn que se traduce en un aumento significativo de la canti
dad total de insulina segregada durante los minutos 0 a 10 del
periodo de estimulacibdn (Fig. 22, Tabla 14). El1 2-bromoestearato
0,25mM carece de efecto insulinosecretor en presencia de glucosa
émM (Fig. 23, Tabla 14). La perifusibn simultanea con 2-bromoes
tearato (0,25mM) y palmitico (0,5mM) en presencia'de glucosa 6mM
estimula la secrecibdn de insulina hasta niveles similares a los
obtenidos en presencia de palmitico solamente pero con la dife
rencia de que se mantienen estacionarios durante todo el periodo

de perifusibn (Fig. 24, Tabla 14).
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d.- VELOCIDAD DE OXIDACION DE D-(U-14C)-GLUCOSA.

En la Fig. 25 se representa la velocidad de oxidacibn de
glucosa (pmol/islote/hora) por islotes de ratas alimentadas en
presencia de glucosa 3 6 20mM. La velocidad de oxidacibén con

glucosa 20mM es significativamente mayor que con glucosa 3mM.

En la Fig. 25 se puede ver que el ayuno no modifica la ve
locidad de oxidacibén de glucosa 20mM. Cuando se anade 2-bromoes
tearato 0,25mM al medio de incubacibn la velocidad de oxidacibn
por los islotes de ratas ayunadas 48 horas tampoco varia (Fig.

25, Tabla 15).

Tabla 15

Estado nutritivo Aditivos Oxidaci6n P
D—(U—14C)glucosa (pmol/i./h.)

1. ratas aliment. Gy 2,9024 + 0,12 (23) -
2. ratas aliment. Gy 15,7136 + 0,63 (11) 0,001
3. ayuno 48 h. Gy 14,8925 + 0,77 (12) *
4. ayuno 48 h. Gy, + BXE 15,411 + 0,63 (9) *

* NS comparado con linea 2
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e.- VELOCIDAD DE GLICOLISIS.

Se valord midiendo la produccibn de 3H20 a partir de D-
(5—3H)—glucosa en presencia de glucosa 3 6 20mM. Los resulta

dos se expresan en pmol/islote/hora.

Como se ve en la Fig. 26 la produccién de 3H20 por islotes
de ratas alimentadas a partir de glucosa 20mM es significativa

mente mayor que a partir de glucosa 3mM.

Se estudib el efecto del ayuno sobre la velocidad de glico
lisis. En la Fig. 2t se representan los valores medios con sus
correspondientes desviaciones estandar de la produccibén de 3H20
por islotes de ratas ayunadas 48 horas e islotes de ratas ali
mentadas. El ayuno no modifica significativamente la velocidad
de glicolisis (Tabla 16). El1 2-bromoestearato 0,25mM no modifica
la produccibn de 3H20 a partir de glucosa 20mM por islotes de ra

tas alimentadas 6 ayunadas 48 horas (Fig. 2b, Tabla 16).

Tabla 1o
Estado nutritivo Aditivos Velocidad de glicolisis P
(pmol/islote/hora)
1. ratas aliment. Gy 14,17 + 0,91 (16) -
2. ratas aliment. Gag 83,03 + 2,28 (7)) 0,001
3. ratas aliment. Gy + BrE 85,13 + 2,72 (13) *
4. ayuno 48 h. G20 82,40 + 1,41 (17) *
5. ayuno 48 h. G,y + BrE 81,20 + 1,29 (15) *

* NS camparado con linea 2
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Dada la interrelacibdn morfolbgica y funcional que parece
existir entre los tipos celulares A, B y D de los islotes de
Langerhans decidimos estudiar el efecto de glucosa, ayuno, &ci
dos grasos y 2-bromoestearato sobre la secrecibn simultanea de
insulina, glucagbdn y somatostatina. El objetivo es comprobar si
las variaciones en la secrecibén de insulina pudieran ser secun
darias a las alteraciones primarias en los patrones secretores
de somatostatina y glucagdn en las diferentes condiciones expe

rimentales utilizadas.

Para ello se realizaron perifusiones con 100 islotes pro
cedentes de un mismo animal a un flujo de 0,5 ml/min con obje
to de poder detectar con precisibn las variaciones de la secre
cién de somatostatina. El1 tiempo de perifusibn se dividib en
tres periodos: estabilizacibén (-45 a 0 min), estimulo (0 a 30

min) y recuperacibén (30 a 45 min).
f.- EFECTO DEL AYUNO.

l.- Secrecibn de insulina.

Aqui se demuestra nuevamente que el ayuno inhibe significa
tivamente la secrecifén de insulina en respuesta a glucosa 20mM

(Fig. 27, Tabla 17).
2.~ Secrecibn de somatostatina.

En controles (islotes de ratas alimentadas), la glucosa 20

mM induce un pico de secrecifén que alcanza su valor mdximo apro
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ximadamente en el minuto 6, cinco veces superior al valor basal
y desciende rapidamente a valores basales en el minuto 10. El
ayuno inhibe la secrecibén de somatostatina en respuesta a gluco
sa 20mM que permanece en valores basales a lo largo de toda la

perifusién (Fig. 28, Tabla 18).

3.- Secrecién de glucagbn.

En la Fig. 29 se representa la secrecibn media con su des
viacibn estandar de 6 perifusiones control y 5 perifusiones con
islotes de ratas ayunadas 48 horas. Trés 45 minutos de perifu
sién con glucosa 3mM, la secrecibn de glucagbn por islotes de
rata control es inhibida al aumentar la concentracién de gluco
sa a 20mM. El ayuno blogquea la respuesta a glucosa 20mM perma
neciendo la secrecibn de glucagbn en valores basales durante to

da la perifusib6n (Tabla 19).
g.- EFECTO DEL 2-BROMOESTEARATO.
gl.— Ratas control.

1.- Secrecibn de insulina.

El 2-bromoestearato no modifica la secrecibén de insulina en
espuesta a glucosa 20mM en islotes de ratas control (Fig. 30,Ta

bla 17).
2.- Secrecibn de somatostatina.

La perifusibn con 2-bromoestearato 0,25mM durante el perio
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do de estabilizacibn y estimulacibén induce una secrecidn basal
de somatostatina (glucosa 3mM) unas cinco veces superior a la
de los controles, que permanece al mismo nivel medio durante to
da la perifusién aunque al aumentgr la concentracibén de glucosa

a 20mM se produce una pequeha estimulacién (Fig. 31, Tabla 18).
3.- Secrecibn de glucagbn.

En presencia de 2-bromoestearato 0,25mM la secrecidn de
glucagbdn permanece en valores basales durante el periodo de es

timulacién con glucosa 20mM (Fig. 32, Tabla 19).
gy~ Ratas ayunadas 48 horas.
1l.- Secrecidbn de insulina.

Cuando se anade 2-bromoestearato 0,25mM al medio de perifu
sién durante los periodos de estabilizacibén y estimulacidén, la
secrecidn de insulina por islotes de ratas ayunadas 48 horas al
canza los valores registrados en los controles (islotes de ratas

alimentadas) (Fig. 33, Tabla 17).
2.- Secrecibn de somatostatina.

El 2-bromoestearato aumenta dos a tres veces la secrecibn
basal de somatostatina (glucosa 3mM) en islotes de ratas ayuna
das en comparacibén con los controles (islotes de ratas ayunadas
no tratadas con bromoestearato). La glucosa 20mM no modifica es
tos niveles de secrecibén que permanecen estacionarios durante to

da la perifusién (Fig. 34, Tabla 18). Hay que destacar que los
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valores de secrecidn encontrados en estos experimentos son in
feriores a los registrados en islotes de ratas alimentadas y

perifundidos con 2-bromoestearato (Tabla 18).
3.- Secrecibén de glucagbn.

En presencia de 2-bromoe§tearato 0,25mM la secrecibn basal
de glucagbn (glucosa 3mM) en islotes de ratas ayunadas aumenta
aproximadamente dos veces en comparaéién con los controles (is
lotes de-ratas ayunadas no tratadas con 2-bromoestearato). El
aumento de la concentracidn de glucosa a 20mM induce una dismi
nucién de la secrecidn de glucagbn, en contraposicibn a lo que

ocurre en los controles, en los gue permanece estacionaria (Fig.

35, Tabla 19).
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h.- EFECTO DEL ACIDO PALMITICO.
l1.- Secrecibn de insulina.

El &cido palmitico estimula la secrecién de insulina por
. islotes de ratas alimentadas en respuesta a glucosa 6mM produ
ciendo un pico répido de secrecibn que desciende rapidamente

a valores basales (Fig. 36, Tabla 20).
2.- Secrecibn de somatostatina.

Como se ve en la Fig. 37 1la seérecién de somatostatina en
respuesta a glucosa 6mM no se modifica, permaneciendo toda la
perifusitn en valores basales. Cuando se afiade &cido palmitico
0,5mM al medio de perifusibn durante la fase de estimulacibén con
glucosa 6mM aparece un pequefo pico de secrecibn aproximadamen
te 1,5 veces superior a los valores basales, que alcanza su va
lor méximo en el minuto 6 y desciende rapidamente a valores ba

sales (Fig. 37, Tabla 21).

3.- Secrecibn de glucagdn.

La secrecifn de glucagbn no se modifica cuando se aumenta
la concentracibn de glucosa de 3 a 6mM (Fig. 3€). La adicibn de
écido.palmitico durante la fase de estimulacibén con glucosa 6mM
produce un pequeno descenso de la secrecibn que alcanza su va
lor minimo aproximadamente en el minuto 7 (un minuto después de
que la somatostatina alcance su valor méximo) y que vuelve rapi

damente a valores basales (Fig. 38:. , Tabla 22).
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i.~ EFECTO DEL 2-BROMOESTEARATO SOBRE LA ACCION SECRETORA DEL

ACIDO PALMITICO.

l.- Secrecibdn de insulina.

Como se ha descrito en expérimentos previos (c) la combina
nacidn de Aacido palmit%co (0,5 mM) éon 2-bromoestearato (0,25mM)
en presencia de glucosa 6 mM determina un aumento de la secre
cién de insulina que alcanza el mismo valor m&ximo obtenido en
presencia de palmitico solamente (h) pero con la diferencia.de
que se mantiene estacionaria a este nivel durante todo el tiem

po de perifucibén (Fig. 39, Tabla 20).
2.- Secrecibn de somatostatina.

La perifucidn con &cido palmitico (0,5 mM) m8s 2-bromoestea
rato (0,25 mM) en presencia de glucosa 6 mM induce un pico de
secrecién que alcanza un mé&ximo similar al obtenido por accién
exclusiva del &cido palmitico pero que se mantiene estacionario
durante el periodo de estimulacibén y vuelve a valores basales

al suprimir el estimulo (Fig. 40, Tabla 21).
3.~ Secrecidbn de glucagbn.

La adicibén de 2-bromoestearato (0,25 mM) conVvierte la inhibi
cibén inducida por el &cido palmitico (0,5 mM) en presencia de glu
cosa 6 mM en una estimulacidén de 1, 5 veces. Al disminuir la con
centracidén de glucosa a 3 mM durante los ultimos 15 minutos y re
tirar el dcido palmitico y 2-bromostearico del medio de perifu
sidn, la secrecibn de glucagdn muestra tendencia a seguir aumen

tando (Fig. 41, Tabla 22).
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Tabla 21

Estado Estabilizaci6n Estimulacién Somatostatina total segregada (ng)
Nutritivo recuperacién
(-45-0) (30-45) (0-30) (-15-0) p (0-10) P (11-30) P (30-45) P
L.Ratas alim. mw Gg 1,71+0,10 (6) - 1,130+0,12 (6) - 2,23040,13 (6) - 1,580+0,08 (6) -
2.Ratas alim. Gy GgtPalm. 1,74#0,11 (7) Ns  1,391%0,20 (7) 0,05 . 2,15240,09 (7) NS 1,581+40,10 (7) NS
3.Ratas alim. Gy GgtPalm.+BrE  1.8510,13 (6) Ns 1,90 +0,3 (6)* 0,001 3,752+0,14 (6)** 0,001 1,830+0,16 (6)* 0,01
* p 0,01 comparado con linea 2

**mu

0,001 comparado con linea 2

971
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j.- ESTUDIO DEL CONTENIDO DE INSULINA, SOMATOSTATINA Y GLUCAGON

EN ISLOTES DE LANGERHANS.
l.- Insulina.

En la Fig. 42 se representa el ‘contenido de insulina (ng/
islote) en islotes de ratas control e islotes de ratas ayunadas
48 horas. El contenido de insulina de islotes de ratas ayunadas

es significativamente menor que el de los controles.
2.~ Somatostatina.

Como en el caso de insulina, el contenido de somatostatina
en islotes de ratas ayunadas 48 horas es significativamente me

nor que el contenido en islotes de ratas alimentadas (Fig. 43).
3.~ Glucagbn.

A diferencia de las otras hormonas, el contenido de gluca

gbn de los islotes no es modificado por el ayuno (Fig. 44).
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DISCUSION

Como ya demostraron otros autores anteriormente (Howell y
cols., 1973; Wolters y cols., 1977; Bouman y cols., 1979; Hedes
kov y cols., 1975; Hellman y cols., 1973) la secrecibn de.insuli
na, en respuésté a la glucosa, estd inhibida significativamente
durante el ayuno. El hecho de que la velocidad de oxidacibén y la
utilizacién de glucosa no se modifiquen tr&s 48 horas de ayuno,
indica que el ciclo glucosa-&acidos grasos no es el responsable
del defecto insulino-secretor durante el ayuno. Esto estf apoya
do por datos previos de otros autores que presentan evidencias
en contra de la actuacién de este ciclo en los islotes (Berne,

1975; Hellman y cols., 1972; Matschinsky y cols., 1968).

Aunque algunos autores también encuentran que la oxidacién
de glucosa no se modifica trds 48 horas de ayuno (Hedeskov y cols.,
1975), sin embargo la utilizacibén de glucosa y la produccibn de
lactato esté&n siempre disminuidos{Wolters y cols., 1977; Levy Yy
cols., 1976; Hedeskov y Capito, 1974). Esto se contradice con los
resultados encontrados en este trabajo ya que la utilizacibén de
glucosa no se modifica tras 48 horas de ayuno a pesar de que la
secrecibén de insulina est§ inhibida significativamente. Sin embar
go, Wolter y cols. (1973 ) han encontrado tambi&n una velocidad nor
mal de utilizacibén de glucosa junto con una respuesta insulinose
cretora defectuosa en islotes de ratas ayunadas 24 horas. Estos
resultados parecen indicar que el defecto secretor durante el ayu
no no es totalmente atribuible a un fallo en el metabolismo de la

' glucosa en los islotes.
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El 2-bromoestearato es capaz de restaurar a valores norma
les la secrecidbn de insulina en respuesta a glucosa 20 mM en is
lotes de ratas ayunadas 48 horas, pero no puede deducirse que ac
tue bloqueando la inhibicibén del metabclismo de la glucosa ya que
este.no se modifica durante el ayuno. Tampoco parece atribuible
el efecto del 2-bromoestearato a un mecanismo inespgcifico ya‘ )
que solo afecta a la secrecibn en islotes de ratas ayunadas y
en presencia de concentraciones estimulantes de glucosa (20 mM).
Por el contrario, no modifica la secrecidn de insulina en res
puesta a glucosa 3, 6 & 20 mM, en islotes de ratas alimentadas,

ni tampoco el metabolismo de la glucosa en islotes de ratas ali

mentadas 6 ayunadas 48 horas.

El 2-bromoestearato potencia la secrecidn de insulina indu
cida por &cido palmitico en presencia de glucosa 6 mM. Esto uni
do a que el 2-bromoestearato es un inhibidor de la oxidacidén de
dcidos grasos (Raaka y cols., 1979; Chase y Tubss 1972; Berne y
cols., 1975), sugiere gue actua alterando el metabolismo de los
lipidos. El destino metabdlico de los &cidos grasos ex8genos en
los islotes se distribuye equitativamente entre oxidacidn y es
terificacidén, las cuales son inhibida y estimulada respectivamen
te, por glucosa 16,7 mM (Berne, 1975). Se conoce que.en el ayuno
predomina en el higado la oxidacidn de &cidos grasos sobre su es
terificacibén (Zammit V.A., 1981; Ontko y cols., 1980). Es posi
ble gue 48 horas de ayuno puedan contrarrestar el efecto de la
glucosa sobre el metabolismo de los lipidos en los islotes indu
ciendo un incremento de la velocidad de oxidacidn de los &cidos

grasos e inhibiendo su esterificacién (¢disminucidn de los niveles
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de glicerol-fosfato o malonil (CoA?). Una posible explicacién
de nuestros resultados podria ser la hipb6tesis de que la esteri
ficacibén de los &cidos grasos (sintesis de triacilglicerol+fos
folipidos) puede jugar_un papel importante en el mecanismo de se
cfeciéq (Freinkel y cols, 1975; Clements y cols,1975). La inhibi
cidn de la oxidacibén de &cidos grasos por el 2-bromoestearato .
puede aumentar indirectamente su esterificacidn hasta niveles
compatible con una secrecién normal de insulina (vease esquema

al final de la discusibn).

La estimulacibén transitoria de insulina en respuesta al pal
mitico podria deberse a un aumento de su tasa de esterificacidn
que no ée mantendria a un nivel suficiente como para permitir una
estimulacién continuada de la secrecibn. El 2-bromoestearato,in
hibiendo la oxidacibn del &cido palmitico por las cé&lulas de los
islotes, aumentaria indirectamente su esterificacién de forma sos
tenida y ello a su vez justificaria el hallazgo de una estimula

cibén continua de la secrecidn.

Las células A pueden oxidar glucosa y preferentemente &cidos
grasos a velocidades dependientes de su concentracibn extracelu
lar (Edwards y Taylor,1970; Ostenson y cols, 1979) y esta capa
cidad metabblica se ha relacionado con su poder para inhibir la
secrecibn de glucagbdn, que ha sido claramente demostrada en el
presente trabajo. El ayuno de 48 horas bloquea el efecto inhibi
dor de glucosa 20mM sobre la liberacién de glucagdn sin afectar
la secrecién basal (glucosa 3mM) y este hecho puede atribuirse a un fa

llo de las células A para metabolizar glucosa debido a la ausen
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cia de una respuesta insulinica suficiente (Ostenson y cols.,

1979) . El efecto del ayuno prolongado sobre la secrecibén de glu
cagbdn "in vitro" ha sido poco estudiado y no se encuentran en la
literatura datos concretos sobre el efecto especifico de la glu
cosa en esta situacibén metabSlica. De nuestroé resultados se de
duce que en el ayuno existe un aumento relativo de la secrecibn

de glucagbdn con respecto a la de insulina, que podria conducir

"in vivo" a una hiperglucagonemia relativa.

El efecto inhibidor del &cido palmitico sobre la secrecidbn
de glucagbn en presencia de glucosa 6 mM podria atribuirse a una
accibn directa del &cido graso, a través de su metabolismo y/o al
aumento de la secrecién de insulina, que favoreceria la metaboli
zacibn de la glucosa en las células A. Aunque no puede deducirse
una relacién causal, es significativo que el minimo de secrecibn
de glucagbn coincide temporalmente con el m&ximo de la respuesta

insulinica.

La adicidn de 2-bromoestearato convierte la accibén ligera
mente inhibidora del palmitato en una potenciacién de la secre
cibén de glucagdn que incluso tiende'a-aumentar al disminuir 1la
concentracién de glucosa en el medio de perifusibén de 6 a 3 mM,
simultaneamente a la disminucién de la secrecidn de insulina. Du
rante el ayuno prolongado, situacibén en la que es de esperar un
aumento de la lipolisis endbgena y una mayor disponibilidad de
&cidos grasos por las células A, el 2-bromoestearato también po

tencia la secrecibén basal de glucagbébn (glucosa 3 mM) y se restau
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ra parcialmente el efecto inhibidor de glucosa 20 mM (Fig. 35 ).

El 2-bromoestearato, por el contrario, no modifica la secre

cibén basal de glucagbn en islotes de animales alimentados.

Estos datos aparentemente indican gue también en el caso del
glucagbén la inhibicién de la oxidacién de los &cidos grasos poten

cia su secrecibn.

La esterificacibén de los &cidos grasos puede jugar un papel
general (recambio de los fosfolipidos de membrana u otras accio
nes mis especificas) en los procesos de secrecibén endocrina pan

creftica, como se ha postulado en el caso de la insulina.

El efecto inhibidor de la glucosa sobre la secrecifn basal
de glucagbn habria que explicarlo, segfin esta hipStesis, suponien
do que la glucosa inhibe la esterificacién de los &cidos grasos

en las células A.

La secrecidn de somatostatina se comporta en general de for
ma similar a la de insulina. Su respuesta al aumentar la concen
tracidén de glucosa es completamente inhibida por el ayuno de 48
horas. Esta inhibicibén podria ser explicada también en base a un
predominio de la oxidacidn de &cidos grasos por las células D so
bre su esterificacibén en las condiciones de ayuno. Esta conclusién
es aparentemente apoyada por el hecho de que el 2-bromoestearato
potencia la secrecibén de somatostatina inducida por el &cido palmi
tico asi como su secrecibn basal (glucosa 3 mM) en islotes de ra

tas alimentadas y ayunadas.
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El estudio simultaneo de la triple respuesta hormonal de
los islotes de rata aislados parece indicar que no existe una
interaccidn muy firme entre la secrecién de las distintas hor
monas entre si. Esta afirmacibén viene sugerida por el hallazgo
coetaneo de niveles altos de insulina y somatostatina o de so

matostatina y glucagdn.

En resumen, el ayuno prolongado bloquea el efecto especi
fico de 1la glucosa sobre la triple respuesta hormonal de los
islotes de Langerhans. El &cido 2-bromo-estedrico, inhibidor de
la oxidacibén de los &cidos grasos, restaura una respuesta hormo
nal a la glucosa en el caso de la secrecién de insulina y produ
ce una respuesta exagerada en la secrecifén de glucagdn y soma
tostatina. Estos datos sugieren que el metabolismo de los &ci
dos grasos en las células pancreiticas endocrinas puede jugar

un papel regulador en los mecanismos de secrecibn.
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- El &cido 2-bromoestearico restaura una respuesta insulinica
normal a glucosa 20 mM en islotes de ratas ayunadas 48 horas.
Este efecto no es reproducido por una dosis igual de &cido
estefrico, lo gque sugiere que es especifico del 2-bromo-acil

derivado.

- El &cido 2-bromoestedrico potencia la secrecién de insulina
inducida por el &cido palmitico en presencia de una determi
nada concentracidén subestimulante (6 mM) de glucosa. Tenien
do en consideracién todo lo anterior m&s el conocido poder
inhibidor del &cido 2-bromoestedrico sobre la oxidacidbn de
4cidos grasos de cadena larga, se deduce aparentemente gque
este bromo-acil derivado modifica la secrecién de insulina
inhibiendo la oxidaci®n de los &cidos grasos en las células
B de los islotes, posiblemente aumentada durante el ayuno

prolongado.

- El defecto insulinosecretor durante el ayuno no es mediado
paracrinamente por somatostatina pues la estimulacibn de es

ta ultima por glucosa es también inhibida por el ayuno.

- La potenciacibn de la secrecidn de somatostatina por el &ci
do 2-bromoestedrico en todas las condiciones estudiadas su
giere que la regulacibn de los procesos de oxidacibn y este
rificacién de &cidos grasos pueden participar en el control

del mecanismo de secrecibn de esta hormona.

- La accibén inhibidora de una concentracidén alta de glucosa

sobre la secrecidn basal de glucagdn es blogueada durante
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el ayuno prolongado. Este filtimo inhibe por tanto la triple

respuesta hormonal de los islotes a la glucosa.

El hallazgo de una potenciacibén de la secrecibn basal de glu
cagbn en presencia de &cido 2-bromostelrico en islotes de ra
tas ayunadas o en islotes controles (ratas alimentadas) tra
tados también con &cido palmitico parece indicar, como en el
caso de insulina y glucagdn, que la regulacibén de los proce
sos de oxidacidn f esterificacibén de los &cidos grasos desem

pefia un papel en el mecanismo de secrecidn hormonal.
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