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"Sabéis que en efecto Ia sangre, como medio interno
en el que viven todos los elementos anatémicos del
organismo, presenta y debe presentar normalmente,
una composicién m4s o menos constante. Entre sus
elementos de composicién constante se encuentra el
aziicar. Ya que esta substancia es superabundante,
su exceso es tan sensible al organismo, que el fil-
tro renal la elimina inmediatamente; pero si la
fuente hepdtica contimia produciéndola mds de lo
normal, los tejidos, a pesar de esta eliminacién
incesante, estdn siempre bafiados por una sangre de-
masiado azucarada. Este contacto puede producir en
ellos problemas y lesiones materiales, que ellos
mismos pueden constituir uno de los peligros de la
hiperglucemia. Todavia no sabemos nada sobre el
mecanismo patolégico de ‘la accién de este exceso de

aziicar en la sangre".

Claude Bernard

Lecons sur la Diabéte, 1877.
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DNA: Acido desoxirribonucléico.

EGTA: Acido etilenglicolaminotetraacético.
ELISA: Enzima-inmuno-andlisis.

ESM: Error estandar de la media.

GDP: Difoﬁfato de guanosina

GH:‘ Hormona del crecimiento.

GIP: Péptido inhibidor géstrico o insulinotrépico dependiente de insulina.
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HPLC: Cromatografia liquida de alta resolucién.
IBMX: 3-isobutil-1-metil xantina.
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IP;: Inositol 1,4,5 trifosfato.
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PIP,: Fosfatidil-inositol 4,5 difosfato.
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POD: Peroxidasa-O-dianisina.
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1. LOS ISLOTES DE LANGERHANS:
ORGANIZACION DE UN SISTEMA ENDOCRINO

La estructura y la funcién de la célula B debe ser entendida en un contexto
tanto ontogénico como evolutivo para comprender mejor su contribucién al sistema
neuroendocrino difuso, y su conexién . funcional con la mucosa del tracto
gastrointestinal. El ejemplo mds claro es la especifica constitucién celular de los
islotes de Langerhans segtin su localizacién dentro del pancreas, el cual se desarrolla
a partir de dos brotes endodérmicos (dorsal y ventral), que parten del tubo digestivo
y que conservardn con el desarrollo una diferente vascularizacidon. Asi, el broté
dorsal dard lugar al 16bulo esplénico (cuerpo y cola) cuyos islotes son ricos en
| células A productoras de glucagén; y el brote ventral dara lugar al 16bulo duodenal
| (cabeza), con unos islotes ricos en células PP productoras de polipéptido pancredtico,

manteniéndose homogenea la proporcién de células B y D (Orci 1982, Lopez 1986).

En el curso de la evolucién, los péptidos reguladores neurohormonales parecen
haberse originado en el sistema nervioso, y mds tarde localizarse en las células
endocrinas que se desarrollan en las especies mas evolucionadas de invertebrados.
Esta localizacién dual de los péptidos reguladores se mantiene en todo el reino
animal (Van Noorden 1984). En los vertebrados queda ejemplificado en el eje
'cer-ebro-tubo digestivo (Reinecke y Forssmann 1984).

Las células neuroendocrinas reguladoras del metabolismo de los carbohidratos

evolucionaron a partir de poblaciones de células dispersas en animales vertebrados,
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y se convirtieron en 6rganos endocrinos separados en la mayorfa de los vertebfados
mas desarrollados (Falkmer et al 1984),en los que persisti6é una estrecha conexién
funcional entre la mucosa gastrointestinal con sus células endocrinas y los islotes via
el eje "enteroinsular" (Creutzfeldt 1979), del cual el péptido inhibidor gastrico
(GIP), hoy conocido como péptido insulinotrépico dependiente de glucosa, es uno
de los constituyentes identificados.

La ontogenia de los islotes de mamiferos parece seguir el origen filogénico.
Durante los primeros éstadios de embriogénesis, en asociacién con la deslaminacién
ectodermal, algunas células deben adquirir una determinacién especial para su futura
diferenciacién, marcada por la adquisicién de la capacidad de captar y decarboxilar
‘precursores de aminas (una caracteristica neural). Estas células constituyen el sistema
neuroendocrino difuso (Pearse y Takor-Takor 1979). El sistema gastro-entero-
pancreatico es el componente de la divisién periférica de este sistema, y comprexide
mas de 20 tipos de células endocrinas. Ha si&o descrito como el mayor érgano
endocrino de la economia.

La inervacién parasimpdtica y simpdtica de los islotes, asi como sus funciones
respectivas de inducir hipoglucemia (la acetil colina) e hiperglucemia (adrenalina y
noradrenalina) han sido bien evaluados (Beriter et al 1981; Amenta et al 1983;
Campfield y Smith 1983). Sin embargo, el papel funcional de las inervaciones
serotoninérgicas y dopaminérgicas (Bird et al 1980; Koevary et al 1980 y 1983;
Lindstrom 1982), GABAérgicas (Gerber y Hare 1979; Reusens-Billen et al 1984) y
peptidérgicas (VIP, encefalinas, sustancia P, CCK, NPY, galanina) (Rehfeld et al

1980; Bishop et al 1980; Smith y Madson 1981; Sundler et al 1983; Bauer et al
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1986) permanece por aclarar. Mds atin, las células del islote contienen aminas y
péptidos neurales diferentes de sus propios productos hormonales (Larsson 1980; |
Hakanson 1983). La naturaleza paraneuronal de estas células endocrinas es la
expresion mas evidente de sus caracterfsticas (Fujita y Kobayashi 1981).

Por el momento sin embargo, el significado funcional de las intrincadas
relaciones del sistema nervioso durante el desarrollo de los islotes es desconocido.
La inervacién definitiva no parece necesaria para la adecuada formacién de los
islotes, como se demuestra por el cultivo in vitro de rudimentés pancreaticos; aunque
una posible actividad moduladora neural debe intervenir. En los dltimos estadios del
desarrollo, la ntima inervacién de células endocrinas y capilares es aparente, y
receptores para neuromediadores estdn presentes en las células del islote (Milner y
De Gasparo 1981). Por otra parte, su origen relacionado con el primordio del tracto
gastrointestinal apoya la existencia de un eje gastroenteropancredtico (Sundler y
Hakanson 1984), que ha sido substanciado por estudios estructurales, bioquimicos
y clinicos (Steiner et al 1984).

En el feto humano no se encuentran células endocrinas a las 7 semanas, pero a
las 9 semanas ya se encuentran células A, B, D y PP en islotes primitivos o en
células aisladas adyacentes a las células ductales (Like y Orci 1972; Stephan et al
1982; Clark y Grant 1983). La aparicién de células productoras de gastrina en los

islotes fetales duran poco tiempo y estan ausentes en los islotes adultos.
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2. LA HOMEOSTASIS DE LA GLU A

La homeostasis de la glucosa requiere unos mecanismos apropiados que
respondan a la provisién intermitente de nutrientes exégenos. Tras la ingestién de
comida se activan procesos de almacenamiento, mientras que durante los periodos
de ayuno se activan procesos requeridos para la liberacién de energfa. Asi pues la
regulacién de la homeostasis de la glucosa determina la capacidad del organismo de
sobrevivir a los cambios imprevisibles de aporte y demanda de energia.

La concentracién normal de glucosa en sangre en un individuo en ayunas oscila
entre 80 y 120 mg/dl. Después de una comida que contenga carbohidratos, esta cifra
se incrementa para volver en unas horas a los niveles basales. Si el perfodo de ayuno
se prolonga, la glucosa desciende pero nunca por debajo de 50-60 mg/dl. Es decir,.
en el hombre, los niveles de glucosa se mantienen dentro de ciertos limites, atn en
las condiciones mds adversas. La razén fundamental es que el sistema nervioso
requiere un aporte continuo de glucosa, siendo esta en condiciones normales, la
ﬁﬁica fuente energética. S6lo después de periodos de ayuno prolongado, el sistema
nervioso comienza a metabolizar cuerpos cet6nicos.

Una parte fundamental de esta regulacion se debe al sistema endocrino donde
intervienen las catecolaminas, las hormonas gastrointestinales y fundamentalmente,

- 1a insulina y el glucagén. En efecto, después de incrementar la glucosa en sangre por
encima .de 120 mg/dl comienza a estimularse la célula VB de los islotes de
Langerhans. En segundos, esta célula B segrega insulina. La relacién entre

concentracién de glucosa circulante y secrecién de insulina no es lineal (Goberna
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1978). Se trata de un sigmoide, donde la rama ascendente comienza entre los 120
y 140 mg/dl. La célula esta preparada para responder cuando la glucosa sobrepasa
los 120 mg/dl. Por debajo de esta cantidad la secrecién de insulina se mantiene baja
(Goberna 1978). Globalmente, puede decirse que después de una comida rica en
carbohidratos, la concentracién de insulina en sangre aumenta 4 6 5 veces sobre los
niveles basales.

El sistema es muy sensible, y los incrementos, tanto de la glucosa como del
subsiguiente de insulina, pueden ser moderados si la absorcién de la glucosa en el
tubo digestivo es mds lenta. En efecto, los alimentos naturales deben ser degradados
en el tubo digestivo antes de su absorcién, lo que enlentece el transporte de
mondmeros como la glucosa. Los carbohidfatos en forma de sacarosa o glucosa
necesitan una minima o0 ninguna degradaciéh y son rapidamente transportados a la
sangre. La hiperglucemia resultante es compensada por una secrecién de insulina que
es capaz de normalizar la glucemia. Pero la insulina tiene otros eféctos, como por
ejemplo una accién lipogenética. Puede comenzar asi un circulo hiperglucenﬁa—-
> hiperinsulinemia—- > obesidad-- > resistencia a la insulina-- > hiperglucemia, que
puede conducir a un deterioro de la asimilacién de la glucosa con hiperinsulinismo.
En algunos casos esta situacién termina en una diabetes no insulin dependiente o
diabetes del adulto. Este es uno de los motivos de la recomendacién de tomar
carbohidratos no purificados en la dieta, asi como el afiadir fibra a los alimentos,
con e‘l- ﬁn de fetardar la absorcién de la glucosa y disminuir la respuesta insulfnica.

Pbr el contrario, como veremos mds adelante, el ayuno provoca un descenso

de la glucosa s6lo hasta ciertos limites gracias a la acci6n del glucagén (Foa et al



la glucosa se eleva. De este modo, determinados tejidos, como el sistema nervioso
central, siempre tienen el apbrte necesario de glucosa.

Sin embargo, esta regulacién se complica con otras hormonas (Orci 1982),
cuyas acciones son dificiles de interpretar en ocasiones. Asf la somatostatina inhibe
la secrecién de insulina y glucagén con independencia de la glucosa. El polipéptido
pancredtico aumenta su secrecién ante un estimulo vagal o tras una comida rica en
proteinas, sin que sepamos su significado fisioldgico.

Por .otra parte, las hormonas gastrointestinales estan relacionadas con el
pancreas endocrino. La pancreocimina (Goberna 1971, Pfeiffer 1970), el péptido
inhibidor gdstrico (GIP) (Tze 1975) o el péptido intestinal vasoactivo (VIP) (Arilla
1981) son estimuladores de la secrecién de insulina, incluso antes de aumentar la
glucemia, probablemente por las relaciones entre la mucosa intestinal y los islotes,
el llamado eje enteroinsular.

Asi pues, la fisiologfa de la regulacién de la glucemia depende del momento
fisiolégico, que podriamos dividir en estado postprandial, estadb postabsortivo y el

estado de ayuno.

2.1. ESTADO POSTPRANDIAL

La concentracién plasmética de glucosa depende de la cantidad de comida
ingerida (Sevice et al 1983), su compqsicién (Crapo et al 1976, 1977) y la hora del
dfa de su ingesta (Service et al 1983). |

La insulina es el principal modulador de la homeostasis de la glucosa (Madison

1969 y Wall et al 1957) (Tabla 1).
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Tabla I. Control hormonal de la homeostasis de la glucosa. La adrenalina es

aproximadamente diez veces mas potente que la norepinefrina, y su accién esta

principalmente mediada por un mecanismo ($-adrenérgico.

Produccién Utilizacién Produccidn

hepitica extrahepdtica de glucosa
Hormona de glucosa de glucosa basal
Insulina ¥ ? ¥
Glucagén $ - t
Catecolaminas t V -
Cortisol ? ¥ t
GH t ¥ -
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El incremento en la concentracién de glucosa e incretinas (principalmente el
péptido inhibidor géstrico) que sigue a la ingestién de comida estimula la secrecién
de insulina. La insulina suprime la produccién de glucosa hepdtica y estimula la
utilizacién de la glucosa. Estudios isotépicos de produccién de glucosa han mostrado
que el 90% o mds de la glucosa ingerida (Perley y Kipnis 1967; Radzius et al 1978;
Pehling et al 1984) alcanza la circulacién periférica. Sin embargo, como la
produccién hepética de glucosa se reduce en un 60-70% postprandialmente, la
adicién neta de glucosa a la circulacién periférica se reduce en alrededor de un 35%.
La elevacién postprandial de los niveles plasmdticos de insulina por un lado,
favorece la formacién de glucégeno al activar la glucégeno sintetasa y suprimir a la
fosforilasa (Larner et al 1978); y por otro disminuye la concentracién de precursores
gluconeogénicos (Manchester 1970), aminodcidos de cadena ramificada (Carlsten et
al 1965), 4cidos grasos libres (Zierler y Rabinowitz 1963) y cuerpos ceténicos
(Balasse y Havel 1971). La supresién de la produccién de glucosa (Rizza et al 1981)
y la inhibicién de glucogenolisis (Chiasson et al 1976) son mds sensibles a
incrementos de la concentracién plasmdtica de insulina que la estimulacién de la
utilizacién de la glucosa y la inhibicién de la gluconeogénsis. Tras la ingestion de
100 g de glucosa, alrededor de 10 g de glucégeno se forman directamente de la
captacion de la glucosa y de 10 a 15 g se forman por gluconeogénesis (Radziuk 1978

y 1982).
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Al ir disminuyendo la glucosa del tracto intestinal y con el predominio de la
utilizaciénrde la glucosa sobre su produccién al final del perfodo postprandial, la
concentracion plasmética de glucosa cae y consecuentemente la concentracién de

insulina plasmdtica disminuye.

2.2. ESTADO POSTABSORTIVO
Alrededor de las 4 a 6 horas tras la ingestién de la comida, la concentracién
plasmadtica de glucosa es de 80 a 90 mg/dl y los valores de utilizacién y produccién
de glucosa son aproximadamente de 2 mg/kg.min. La produccién de glucosa es
principalmente (70-80%) a partir de la glucogenolisis hepdtica, con una contribucién
menor (20-25%) de la gluconeogénesis (Dietze et al 1976; Wahren et al 1971;
Nilsson 1973). Tras una noche de ayuno el higado contiene 40-50 g de glucosa en.
forma de glucégeno. Si se supone una utilizacién obligatoria de 1-1.5 mg/Kg.min,
las reservas de glucégeno se terminarian tras 24-36 h de ayuno. En el estado
postabsortivo, el glucagén estimula la produccién de glucosa incrementando la
glucogenolisis (Cherrington et al 1976) y la gluconeogénesis (Exton 1972) e
inhibiendo la glucolisis (Larner et al 1978). El glucagén activa la glucégeno
fosforilasa e inactiva la glucdgeno sintetasa (Hers 1976). No se conoce que el
glucagén tenga efecto directo sobre la captacion extrahepdtica de glucosa (Pozefsky
et al 1976). Niveles basales de catecolaminas no parecen influir en la homeostasis
de ia glﬁcosa en el estado postabsortivo (Chon et al 1979; Mjemdahl et al 1979;

Silverberg et al 1978).
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El cortisol parece tener un efecto permisivo sobre el metabolismo de la glucosa.
Se necesita su presencia para la sintesis normal del gluc6geno (Long et al 1950;
Altszuler et al 1968) y para acelerar la produccién de glucosa por el glucagén y la
adrenalina (Sutherland y Rall 1960) . El cortisol antagoniza las acciones de la
insulina y por ello acelera la gluconeogenesis, la lipolisis (Havel y Goldfein 1959),
la cetogénesis (Schade et al 1978) y la proteolisis (Smith y Long 1967) y disminuye
la utilizacién de la glucosa (Riddick et al 1962; Munck 1962). El efecto
hiperglucémico del cortisol no es inmediato sino retrasado en 2 horas (Gerich et al
1981). El cortisol también disminuye la sensibilidad hepdtica y extrahepética a

insulina (Rizza et al 1981).

2.2.1. Glucogenolisis

El glucégeno es un polimero que sirve como reservorio para la glucosa. Aunque
el giucégeno se almacena en el higado y el misculo esquelético, s6lo el higado poseé
el enzima (glucosa 6-fosfatasa) capaz de producir glucosa libre. En el mﬁsculc;, el
metabolismo del glucégeno produce finalmente lactato, el cual tras ser transportado
al higado puede entrar en la via gluconeogénica (ciclo de Cori).

La glucogenolisis afecta la actividad de varias enzimas. La fosforilasa, que es
estimulada por el glucagén y la adrenalina pero inhibida por la insulina; libera
glucosa-1-fosfato de uniones -1-4 hasta 3-5 unidades de glucosa, hasta que llega al
punto dé rarﬁiﬁcacién -1-6. Tras la accién de la bligo 1,4-1,6 glucédn transferasa
(enzima desramificador) que rompe los enlaces 1-6, la actividad de fosforilasa

continia. Amilo 1,6 glucosidasa libera glucosa libre. La fosfoglucomutasa convierte
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la glucosa-1-fosfato en glucosa-6-fosfato, la cual puede ser hidrolizada en glucosa
libre por la glucosa-6-fosfatasa. Puesto que esta tiltima enzima s6lo estd presente en
el higado y el rifién, s6lo estos 6rganos pueden suministrar glucosa libre. Un déficit
de glucosa-6-fosfatasa producen una severa hipoglucemia. En cambio, un déficit de
fosforilasa y enzimas desramificadores causan grados leves de hipoglucemia (Hems
y Whitton 1980; Field 1966).

Aproximadamente 1a mitad de la glucosa utilizada (1 mg/kg.min) se emplea en
la captacién obligada de glucosa por el cerebro no mediada por insulina (Huang et
al 1980). Hay que destacar que cuando la glucosa plasmdtica en pacientes con
insulinoma alcanza concentraciones de hipoglucemia, la tasa de utilizacién de
glucosa es de 1.3 mg/Kg.min (Rizza et al 1981).

En el estado postabsortivo, el consumo diario de glucosa por una persona de
70 kg es aproximadamente de 30 g por los miisculos, 120 g por el cerebro, 34 g por
los elementos formes de la sangre y 2 g por la médula adrenal (Cahill y Owen 1968;

Jackson et al 1984).

2.3. ESTADO DE AYUNO

Tras varios dfas de ayuno, la concentracién de glucosa cae hasta 45-60 mg/dl;
estos niveles se pueden mantener durante varias semanas (Owen y Reichard 1971).
La tasa de utilizacién de glucosa disminuye hasta aproximadamente 1 mg/Kg.min
en la que permanece constante (Wahren et al 1977).

Durante este periodo, las concentraciones de 4cidos grasos libres y cuerpos

ceténicos se incrementan y sirven como fuente de energia para el misculo (Havel
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1972). Es mds, los cuerpos ceténicos sustituyen a la glucosa como el combustible
predominante para los tejidos neurales, reduciéndose asf la captacién obligada de
glucosa por el cerebro (Owen et al 1967). Se sabe que las mujeres no toleran tan

bien el ayuno como los hombres (Merimee y Fineberg 1973).

2.3.1. Glucbneogén&sis
La gluconeogénesis es el proceso por el cual se sintetiza nueva glucosa a partir
de precursores no carbbhidratados. Puesto que este proceso mantiene la produccién
de glucosa después de la deplecién del glucégeno, la hipoglucemia que se alcanza
tras fallar la gluconeogénesis, sélo serd evidente después de un ayuno prolongado.
El lactato, el piruvato, el glicerol y los aminodcidos son los posibles sustratos
gluconeogénicos. Puesto que no todas las enzimas glucoliticas son reversibles, otra
serie de enzimas (piruvato carboxilasa, fosfoenolpiruvato carboxiquinasa, fructosa-1-
6-difosfatasa y glucosa-6-fosfatasa) son necesarias para la conversion de substratos
gluconeogénicos en glucosa libre. La contribucién relativa a la gluconeogénesis es
la siguiente: lactato y piruvato, 60%; glicerol, 13%; y aminoacidos, 29% (Nilsson
y Hultman 1973). La disponibilidad de sustrato puede ser un importante modulador
de la gluconeogénesis, ya que las concentraciones de estos precursores en el estado
postabsortivo estdn por debajo de las necesarias para los niveles mdximos de la
gluconeogénesis (Exton y Park 1967).
| El lactato proviene fundamentalmente de los eritrocitos, misculo esquelético,
cerebro y piel (Kreisberg 1972). El tejido adiposo es la fuente de glicerol. El

musculo esquelético es la fuente principal de alanina y glutamina, los sustratos
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aminodcidos mds importantes para la gluconeogénesis (Felig 1973). La alanina se
forma fundamentalmente de la transaminacién del piruvato a partir de aminoécidos
de cadena ramificada (leucina, isoleucina y valina) que actian como donadores,
suponiendo un 60% del nitrégeno de la alanina (Haymond y Miles 1981). La
importancia de los aminodcidos en la homeostasis de la glucosa durante €l ayuno
queda ilustrada por la hipoglucemia que ocurre cuando se reduce la disponibilidad
de alanina por una alteracién en el metabolismo de la leucina en la enfermedad del
jarabe de Arce (Haymond et al 1978).

La gluconeogénesis a partir de a]aniha estd incrementada en un 100% tras 48
h de ayuno. En ayuno mas prolongado la contribucién de la alanina a la
gluconeogénesis disminuye (Chiasson et al 1978). En cambio, la concentracién de
lactato no disminuye durante el ayuno prolongado y su contribucién a la
gluéoneogénesis permanece constante en un 50% por encima de los niveles

postabsortivos (Kreisberg 1972).
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3. MECANISMOS DE ACCION HORMONAL EN EL HIGADO

Dado que la membrana plasmdtica constituye un obstdculo para las hormonas
peptidicas, es necesario que su mensaje sea transmitido al interior celular por medio
de otras moléculas de la propia membrana y del citosol celular. Tal transmisién, a
pesar de producirse por mecanismos complejos, es rdpida.

Una vez que la hormona se ha combinado con su receptor, la molécula de éste
sufre un cambio conformacional que aumenta su afinidad por otros componentes de
la membrana los cuales, a su vez, activan sistemas efectores de la accién hormonal
a través de los denominados "segundos mensajeros".

En la membrana plasmdtica existen tres de estos sistemas efectores que regixlan‘
los niveles de intracelulares de los segundos mensajeros. Tales sistemas son:

1.- Sistemas generadores de nucleétidos ciclicos como el AMPc (3’-5’-
monofosfato ciclico de adenosina).

2.- Enzimas de la membrana plasmdtica que modifican la concentracién y
distribucién de Ca’* en el interior celular.

3.- Receptores (como por ejemplo el de la insulina) que poseen intrinsicamente

actividad tirosina-quinasa.
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3.1. EL RECEPTOR DE LA INSULINA

Los primeros estudios bioquimicos indicaban que el receptor de la insulina era
un oligémero con 2 cadenas a y 2 8 (ﬁg. 1), con pesos moleculares de 130.000 y
95.000 respectivamente y unidas por dos puentes disulfuro (Czech y Massague 1982;
Jacobs y Cuatrecasas 1981). Las dos subunidades estdn glicosiladas, lo que indica
que ambas tienen dominios extracelulares (Herzberg et al 1985). El receptor se
sintetiza inicialmente como un proreceptor con un peso molecular de 210.000, que
al ser roto da las cadenas maduras o y 8 (Hedo et al 1983; Jacobs et al 1983). Este
posreceptor es ya capaz de ligar a la insulina; sin embargo su afinidad es
significativamente menor (Blackshear et al 1983; Rees-Jones et al 1983). Estudio§
de cross-linking usando insulina marcada con I-125 han mostrado que el dominio del
receptor maduro que se une a la insulina se encuentra fundamentalmente en la
subunidad o (Jacobs et al 1979; Pilch y Czech 1979; Yip et al 1980). Ademds, la
proteolisis de la subunidad B no altera apreciablemente la unién con la insulina (Roth
et al 1983; Shia y Pilch 1983). La subunidad « es fundamentalmente extracelulér y
la subunidad 8 esta compuesta por un dominio intracelular y otro extracelular. (Hedo
y Simpson 1984). Asf pues, el receptor contiene un dominio transmembrana en la
subunidad 8 que lo ancla en la membrana plasmdtica.

La unién de la insulina a la subunidad o induce una rdpida fosforilacién del
dominio intracelular de la subunidad 8 (Kasuga et al 1982, 1982). La subunidad 8
contieﬁé un pbsible sitio de unién a ATP, como se ha visto por mércajes de afinidad
a ATP (Roth y Cassell 1983; Van Obberghen et al 1983). Mi4s tarde se identificarfa

la actividad intrinseca quinasa dependiente de tirosina, que formaba parte del
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Fig. 1. Estructura del receptor de la insulina. Las cadenas alfa estdn en el exterior
de la membrana y contienen el dominio de uni6n a la insulina. Las cadenas beta
atraviesan la membrana, y el dominio intracitoplasmdtico es el que tiene actividad

tirosina quinasa.



26

receptor. La actividad enzimdtica del receptor es activada por la unién a la insulina,
lo que produce un incremento en la tirosin-fosforilacién de la subunidad 8 asi como

otras proteinas celulares.

3.1.1. Transducién de la seiial de la insulina

Un nimero creciente de receptores de hormonas de crecimiento (como por
ejemplo la insulina, factor de crecimiento I o "insulin-like", el factor de crecimiento
epidérmico, el factor dé crecimiento derivado de las plaquetas y el factor estimulador
de colonias tipo I) y oncogenes (src, abl, fgr) presentan actividad intrinseca tirosina
quinasa (Hanks et al 1988; Hunter y Cooper 1985). Todas estas proteinas son
}importantes en el crecimiento celular, desarrollo y procesos metabdlicos. Es por
tanto tentador especular que la actividad tirosina quinasa es un importante mediador
de la respuesta celular asociado a estas proteinas. De hecho, hay una gran cantidad
de evidencias implicando las actividades tirosina quinasa de estas diferentes proteinas
con sus actividades biol6gicas (Yarden y Ullrich 1988; Hunter y Cooper 1988). En
el caso del receptor de la insulina, la mutagénesis dirigida del residuo de lisina,
implicado en la unién a ATP (residuo 1030) fue empleado para probar el papel de
la quinasa de receptor en la accién de la insulina (Ebina et al 1987; Chou et al 1987;
McClain et al 1987). Si en lugar de la lisina se coloca una arginina, alanina o
metionina, resulta que el receptor une normalmente a la insulina pero no tiené
baétividad kinasa. El conjunto de la estructura del receptor no parecia afectarse ya
que el receptor reaccionaba normalmente con anticuerpos monoclonales especificos

de diferentes conformaciones (Ebina et al 1987). Estos receptores no eran capaces
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de producir algunas respuestas bioldgicas, como la captacién de 2-deoxiglucosa, la
fosforalizaciéon ribosomal S6, la incorporacién de timidina, y la sintesis de
glucdégeno. Estos datos suponen que la quinasa es esencial para la mediacién de la
accion de la insulina. Otra manera de probar el papel de la quinasa del receptor es
utilizando un anticuerpo monoclonal que se une e inhibe el dominio quinasa del
receptor de la insulina. Este anticuerpo también producfa una inhibicién en varias
respuestas a la insulina (Morgan y Roth 1987).

La funcién mds probable de la quinasa del receptor es la fosforilacién de
substratos enddgenos, que median las respuestas a la insulina. La quinasa intrinseca
puede abtuar ocasionando cascadas de quinasas, fosfatasas, u otras clases de
segundos mensajeros. Ha habido muchos intentos de identificar y caracterizar
fisiolégicamente substratos relevantes para la proteina kinasa del receptor de la
insulina (White et al 1985, Bernier et al 1987, Margolis et al 1988). Sin embargo,
no se han presentado evidencias que indiquen que alguno de estos posibles substratos
son esenciales mediadores de la accién de la insulina.

El dominio con actividad quinasa del receptor de la insulina también contiene
varios locus de autofosforilacién. Algunos estudios demostraron que el receptor
autofosforilado permanecia activado incluso tras separarse de la insulina (Rosen et
al 1983). La tirosina 1162 ocupa una posicién equivalente al sitio de mayor
autofosfqrilacién del producto proteico del oncogen viral src; este residuo se
autofosforilé en el receptor y tiene un papel regulador . Ademas, la tirosina 1163 y
1158 también se autofosforilan y juegan un papel en la activacién de la quinasa del

receptor (Herreré y Rosen 1986; Tornqvist et al 1988; White et al 1988; Ellis et al
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1986). El receptor autofosforilado se une especificamente a anticuerpos antipéptido
mds ficilmente que el receptor no fosforilado. Se podria pensar que la fosforilacién
de estos residuos de tirosina afiaden suficiente carga negativa para hacer el sitio
aétivo del receptor mds accesible a los substratos, y que éstos substratos fosforilados
inducirfan las acciones de la insulina. Por otro lado, se podrfa también pensar que
la autofosforilacién cambia la estructura del receptor de forma que interaccionaria
con una proteina préxima, y activarfa algunas propiedades de esta proteina sin
fosforilarla.

Ademds de ser fosforilada en los residuos de tirosina, la subunidad 8 también
es fosforilada én serinas y treoninas. Dos serina/treonina quinasas, la protein quinasa
dependiente de AMPc y la proteina quinasa C, fosforilan el dominio citoplasmatico
del receptor de la insulina (Bollag et al 1986; Roth y Beaudoin 1987). Ademds, una -
nueva quinasa dependiente de insulina también fosforilarfa la subunidad 8 (Czech et
al 1988, Smith et al 1988). Esta fosforilacién de serina y treonina parece regular
negativamente la actividad tirosina quinasa del receptor de la insulina (Takayama et
al 1984, 1988). Esto podria explicar los efectos negativos de la adrenalina y el
glucagén, hormonas que activan la pfotefna quinasa dependiente de AMPc, sobre la
respuesta a insulina (Haring et al 1986; Stadtmauer y Rosen 1986). La excesiva
fosforilacién de serina del receptor podria también explicar la disminucién
‘teversible de la actividad tirosina quinasa observada en la diabetes no insulino
depéndiénte (Freidenberg et al 1987; Caro et al 1986; Comi ét al 1987, Takayama

et al 1988).
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3.2 CONTROL HORMONAL DE LA GLUCOGENOLISIS ( Stalmans 1976;

Hers 1976, 1980; Hue 1979) y Hems y Whitton 1980). Fig. 2.

La enzima glucégeno-fosforilasa cataliza la etapa limitante de las reacciones por
las que el glucégeno se degrada a glucosa en el higado. Hay dos formas de
fosforilasa en el higado; una forma activa (fosforilasa a) y otra considerablemente
menos activa (fosforilasa b) que se interconvierten por reacciones especificas
catalizadas enzimdticamente. La fosforilasa a se forma a partir de fosforilasa b por
fosforilacién de esta ltima enzima, catalizada por la fosforilasa quinasa. La
fosforilasa b se forma a partir de la fosforilasa a por una desfosforilacién catalizada
por una fosfatasa que, a diferencia del miisculo, parece especifica de la fosforilasa
a. La fosforilasa quinasa existe también en dos formas, activa e inactiva» (o menos
activa); la activacion tiene lugar por otra reaccion de fosforilacién, catalizada en este
caso por la enzima proteina kinasa, mientras que la inactivacién la cataliza una
proteina fosfatasa. Las formas activas e inactivas de fosforilasa b quinasa hepatica
se activan con Ca?*. La actividad de la proteina quinasa A se controla poi' la
concentracion de AMPc, el cual se regula a su vez por las actividades de adenilato
ciclasa y fosfodiesterasa. La adenilato ciclasa tiene dos subunidades. Una subunidad
catalitica y otra reguladora acoplada a un receptor peptidérgico, el cual al unirse a
la hormona separa las dos subunidades, liberando la subunidad catalitica que cataliza
la transformacién de ATP en AMPc. En este mecanismo esta implicada una proteina
de traﬁSferenéia regulada por el GTP. La fosfodiesterasa a su vez es regulada por
derivados xantinicos que la inhiben y la Ca?*-calmodulina que la estimula (aunque

con una Km elevada).
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Fig. 2. Esquema general de la regulacién hormonal del metabolismo del glucégeno

en el higado. DAG (diacilglicerol), R (subunidad reguladora de adenilato ciclasa),

C (subunidad catalitica de adenilato ciclasa).
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Por otra parte el higado contiene una protein kinasa B dependiente de
calmodulina que fosforila la fosforilasa quinasa y la‘ glucégenosintasa.

A su vez la glucégeno sintasa también es inhibida por la protein quinasa C. Por
lo cual se completa la accién hormonal de los péptidos que actian en el recambio
de fosfolipidos de membrana, al estimular la fosfolipasa C. El inositol-1,4,5-
trifosfato (IP;) formado actia en alguna organela celular (reticulo endoplasmadtico,
sarcoplasmas) donde favorece la salida de Ca?* hacia el citosol, activindose la
fosforilasa quinasa. Pei'o también se forma por accién de la fosfolipasa C el diacil-
glicerol (DG) que activa a la protein quinasa C, que por accién del Ca’>* se habfa

traslocado a la membrana plasmdtica (fig. 3).

3.3. RESPUESTAS MEDIADAS POR Ca* EN EL HIGADO

Las hormonas dependientes de Ca®* (agonistas a-adrenérgicos, vasopresina y
angiotensina II) afectan muchos procesos metaﬁélicos en el higado (Exton 1986;
Williamson et al 1981; Blackmore y Exton 1985).

Aunque hay evidencias de que las acciones «,-adrenérgicas de nor-adrenalina
en el higado tienen una significacién fisiolégica en muchas especies, el papel de
vasopresina y angiotensina II en la regulacién de la funcién hepética in vivo estd
menos claro: El glucégeno se almacena junto a una considerable cantidad de agua
"estructural”. Este agua se libera cuando el glucégeno se degrada. Asi, sé ha
lsu‘gerido un papel importante para mantener el volumen extracelular (por ejemplov ‘
durante el "shock" hemorrdgico y para suministrar glucosa a la sangre (Hems y

Whitton 1980).
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Fig. 3. Metabolismo de los fosfoinositidos de membrana iniciado por la activacién
de la fosfolipasa C tras la interaccién de un agonista como la vasopresina. La
fosfolipasa C hidroliza los fosfoinositidos como el fosfatidilinositol-4-5-bifosfato
~ (PIP,), produciendo inositol trifosfato (IP;) y diacilglicerol (DG). IP; favorece la
entrada de calcio al citosol. Este catién facilita la traslocacién de la proteina quinasa
C citoplasmdtica a la membrana, donde puede activarse por el diacilglicerol (DG)
y ‘el calc_:io.k La proteina quinasa C puede a su vez fosforilar una fosfatasa que

degrada el IP;, facilitando el turnover del fosfatidil inositol.
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Los efectos de estos agentes incluyen la estimulacién de la glucogenolisis, la
gluconeogénesis, la respiracion, la oxidacién de 4cidos grasos, el transporte de
dcidos grasos y los flujos de K*.

La estimulacion de la glucogenolisis es debida a la activacién de la fosforilasa
que sigue a la estimulacién por Ca®* de fosforilasa b quinasa, la cual contiene a la
calmodulina como su subunidad 8. La actividad del enzima se incrementa entre 0.1
pM y 1 uM, lo cual estd dentro del margen de concentracidn intracelular de Ca’*.

Las hormonas dependientes de Ca’* también inactivan la glucégeno sintasa, y
para ello varias enzimas pueden intervenir. La fosforilasa b quinasa puede fosforilar
e inactivar a la glucégeno sintasa, pero también pueden hacerlo la protein quinasa
dependiente de calmodulina. Los activadores de protefn quinasa C pueden también
- fosforilar e inactivar la glucégeno sintasa, pero sus efectos no parecen provenir de -
una accidn directa, ya que no se conoce atin la funcién de las proteinas fosforiladas
por la protein quinasa C.

Los mecanismos moleculares de la regulacién de otras respuestas fisiolégicas
producidas por hormonas dependientes de Ca’* estdn menos claramente definidas.
En el caso de la gluconeogénesis el Ca?* puede actuar estimulando la transferencia
de equivalentes ‘de reduccién desde el citosol a la mitocondria por activacién
alostérica de la glicerol 3-fosfato deshidrogenasa mitocondrial. Los agonistas
~dependiehtes de Ca?* pueden también fosforilar e inactivar la piruvato quinasa y el
enziina résponsable paréce ser la proteina quinasa multifuncional dependiente de

calmodulina. Estos agonistas también estimulan la carboxilacién del piruvato.
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Las hormonas dependientes de Ca?* incrementan el Ca?* libre citosélico en
hepatocitos desde un estado basal de aproximadamente 0.2-0.6 uM. El incremento
en el Ca’* precede al incremento de activacion de fosforilasa a y otras respuestas
fisiolégicas, y ocurre tras un segundo con una dosis efectiva maxima de hormona.

Hay evidencias de que estimulos hormonales que incrementan el AMPc pueden
estimular la entrada de Ca?*, y un incremento del pH por encima de 7.7 puede
también estimularla.

Otro mecanismo por el que las hormonas pueden elevar el Ca?* citosélico‘ es
inhibiendo la bomba de calcio ATPasa dependiente de Ca’* y de Mg?* de la
membrang plasmdtica. Estas hormonas producen una lenta inhibicién de la actividad
de la bomba en una forma dosis-dependiente. Cada hormona produce un grado
diferente de inhibicién de la actividad de la bomba que se correlaciona con sus
capacidades para alterar el metabolismo de los polifosfoinositidos.

Como vimos anteriormente, el mensajero que produce el incremento de Ca?*
es el inositol I-P;. Todas las hormonas dependientes de Ca?* incrementan el nivel _
de inositol I-P;. La vasopresina es el mas potente; los a-agonistas y angiotensina II
tienen aproximadamente la mitad de efectividad de vasopresina. Hay muchas
evidencias de que el acoplamiento de receptores movilizadores de Ca?* por hidrélisis
delfosfatidil inositol 4,5-P, en la membrana plasmdtica de higado estd mediado por
una proteina reguladora que liga nucleétidos de guanina (Uhing et al 1'986; Lynch

et al 1986).
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Las hormonas dependientes de calcio incrementan rdpidamente los niveles de
1,2-diacilglicerol en el higado, llevando a la activacién de protein quinasa C

(Bockino et al 1985).
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4. PANCREASTATINA

En Diciembre de 1986 aparece en la revista Nature (Tatemoto et al, 1986) el
descubrimiento de un nuevo péptido con actividad bioldgica, que llamaron
pancreastatina (pancreastatin) por su actividad inhibitoria de la secrecién 'de insulina.
El péptido fue aislado a partir de pancreas porcino y purificado por cromatograffa
liquida de alta resolucién (HPLC). El andlisis de la secuencia de aminodcidos dio
‘como resultado un péi)tido de 49 aminodcidos con una estructura amida en el
extremo carboxi-terminal (fig. 4). Asf, la pancreastatina tiene un peso molecular de
5.103 y su estructura primaria es diferente de cualquier familia de péptidos. Sin
émbargo, tiene algunas similitudes en algunas partes de su estructura. Asi por
ejemplo, comparte con la gastrina la estructura -Glu-Glu-Glu-Glu-Glu (los residuos
34-38), y con la vasopresina la estructura carboxiterminal -Arg-Gly-NH,. Se sugirié
entonces que la pancreastatina perteneceria a una familia de péptidos desconocida
hasta el momento.

En 1987, en el mismo ndmero de la revista Nature, publican
independientemente Eiden, y Huttner junto con Benedum, la homologia estructural
entre la pancreastatina porcina y una porcién de cromogranina A (homologia del
70%) bovina, cuya secuenciacidn también acababa de realizarse por clonacién de
DNA complementario de una genoteca de médula adrenal bovina (Benedum ét al
V19'86, Tancangelo et al 1986). Poco después Koneki et al (1987) en el grupo de
Huttner y Benedum publican la estructura primaria de la cromogranina A humana

que contiene una secuencia homéloga a la pancreastatina porcina entre los
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aminoacidos 250 y 301, estando ademds esta secuencia flanqueada por lugares de
tipico procesamiento proteolitico. Considerando el 30-35% de variacién debido a la
diferencia entre especies, se sugirié que la cromogranina A podria ser la precursora
de una molécula de pancreastatina humana.

Al mismo tiempo, en 1985 se habfa purificado otra proteina del granulo beta
que tenfa relacién con la cromogranina de la médula adrenal (Hutton et al 1985), de
forma que su estructura coincidfa con el extremo amino-terminal de la cromogranina
A. Se trataba de una proteina de 20-21 KDa de peso molecular que llamaron Beta-
granina. Huttbn et al (1987,1988) describieron que el precursor de la betagranina y
la pancreastatina, que no es sino la cromogranina A, era procesada en paralelo con
la proirisulina, por la accién de una endopeptidasa dependiente de Ca’* y una
carboxipeptidasa H (Fig. 5).

Asi pues, el granulo beta ve incrementado el niimero de componentes peptidicos
que como la TRH (hormona liberadora de hormona tireotropa), y prolactina, ademas
de aminas bi6genas, podrian modular la secrecién de la hormona principal, mediar

en la autoregulacion o estar implicados en la regulacién de tejidos préximos.

4.1. LOCALIZACION HISTOLOGICA DE LA PANCREASTATINA
La localizacién histolgica de pancreastatina ha sido estudiada en diversas
especies con diferentes resultados, y por lo general coincide con Ila

immunorreactividad para cromogranina A.
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1 5 10 15

Gly-Trp-Pro-Gln-Ala-Pro-Ala-Met-Asp-Gly-Ala-Gly-Lys-Thr-Gly-Ala-

20 25 30

Glu-Glu-Ala-Gln-Pro-Pro-Glu-Gly-Lys-Gly-Ala-Arg-Glu-His-Ser-Arg-

33 40 45

GIn-Glu-Glu-Glu-Glu-Glu-Thr-Ala-Gly-Ala-Pro-GIn-Gly-Leu-Phe-Arg-

Gly-NH,

‘Fig. 4. Secuencia completa de aminoacidos de la pancreastatina porcina, con el

fragmento activo del 33 al 49 aa.



CROMOGRANINA A
PANCREASTATINA
BETAGRANINA

PROINSULINA
INSULINA

CATEPSINA 8

ENDOPEPTIDASAS T YIT
CARBOXIPE PTIDASA

© CGA "
BG Secvencid] | PST Secuenc

Fig. 5. Esquema del contenido hormonal y enzimdtico del grdnulo beta. Debajo se
representa el posible -mecanismo de sintesis de pancreastatina a partir de
cromogranina A. CGA (cromogranina A), BG (betagranina), PST (pancreastatina).
El miSmo sistema enzimdtico sirve para el procesa'mientok de la pfoinsulina que para

"¢l de la cromogranina A, co-secretdndose la pancreastatina con la insulina.
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En el cerdo (Ravazzola et al 1988 y Bretherton-Watt et al 1988) se ha

encontrado inmunorreactividad a pancreastatina (con anticuerpos de conejo) en el
pédncreas, mucosa gastrointestinal y adenohipdfisis. En el pdncreas, las células que
la contienen estdn localizadas en los islotes de Langerhans o dispersas entre las
células acinares exocrinas. Aparece en los granulos secretorios de las células By D
(productoras de insulina y somatostatina). En el tubo digestivo la inmunorreactividad
a pancreastatina aparece en fundus y antro del estémago, duodeno, yeyuno, fleo y |
colon. Otfos estudios (Lamberts et al 1990) han encontrado la inmunorreactividad
en células secretoras de insulina, somatostatina y glucagén, pero nunca en células
productoras de polipéptido pancredtico. Con el microscopio electrénico vieron que
el péptido se encontraba en el nicleo electrén denso de los grdnulos secretorios de
las células By D y en el halo de los granulos de las células A. En el antro géstrico
las células inmunorreactivas fueron las secretoras de gastrina, somatostatina y las
enterocromafines. Las células de la médula adrenal también eran fuertemente
positivas a la inmunorreaccién. En la adenohipéfisis, la pancreaétatina se encuentra
en las células productoras de gonadotropinas y en las tireotropas.

En el hombre se ha investigado la presencia de pancreastatina en tumores
neuroendocrinos, insulinomas (Schmidt et al 1988), glucagonomas (Sekiya et al
1988) y en metastasis hepdticas de insulinoma (Funakoshi et al 1989). Los estudios
de inmunotincién en isloteé humanos (Schmidt et al 1988) mostraron la presencia de
pancreastatina en las células A y D. Las células cromafines de médula adrenal
también se tefifan fuertemente (no distinguiéndose de la inmunorreactividad a

cromogranina A). Por dltimo, Hartschuh y Weihe (1989) describieron
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inmunorreactividad a pancreastatina en células de Merkel en epidermis de cerdo y
humana. |

Aparte de los estudios histolégicos, se ha demostrado que la pancreastatina es
cosecretada con la insulina tras estimular el pancreas porcino perfundido con glucosa

o con estimulaci6n eléctrica vagal (Ostenson et al 1989).

4.2. ACTIVIDAD BIOLOGICA

Desde su descubﬁmiento por Tatemoto et al (1986), la pancreastatina fue
clasificada como un nuevo péptido inhibidor de la secreci6n de insulina, aunque su
potencia no era comparable a la de otras hormonas como la somatostatina o la
'galmﬁna (McDonald et al 1985; Ahren et al 1988). Asi la pancreastatina inhibe el
primer pico de la secrecién de insulina estimulada por glucosa en pancreas aislado
y perfundido (Tatemoto et al 1986, Silvestre et al 1988), y en islotes aislados
(Efendic. et al 1987). También parece inhibir la secrecién de insulina estimulada por
arginina y tolbutamida (Efendic et al 1987; Silvestre et al 1988).

In vivo, un estudio en el ratén ha mostrado que la pancreastatina inhibe los
niveles basales de insulina, inhibe la secrecién estimulada de insulina, y estimula la
secrecién basal de glucagén (Ahren et al 1988).

También in vivo, pero en la rata, se ha descrito una inhibicién de la secrecién
de insulina estimulada por glucosa y la secrecién de glucagén e insulina estimuladé
vpc')r arginina (Funakoshi et al 1989), pero no afecta los niveles basales de insulina
ni de glucagén. Funakoshi et al (1989) también describieron esta misma actividad

utilizando el fragmento C-terminal de pancreastatina de rata. -
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En el perro (Ribes et al 1990) se ha descrito que la pancreastatina inhibe la |
secrecién pancredtica de insulina, pero sélo en condiciones normoglucémicas, y que
estimula la secrecién de glucagén pancredtico y de somatostatina tanto en
condiciones normoglucémicas como hiperglucémicas.

Otras acciones menos claras, incluyen la modulacién de la captacién de glucosa
por adipocitos de rata (Ostenson et al 1987).

Lorinet et al (1989) ehcontraron que la inhibicién de la secrecion de insulina
eStimulada por carbacol (estimulo colinérgico) en la linea tumoral de insulinoma Rin
m 5F era abolida por el pretratamiento durante 18 h con toxina pertisica, sugiriendo
un mecanismo de accién independiente de AMPc, en el que estarfa involucrada una
proteina G sensible a toxina pertiisica. Sin embargo Ostenson et al (1989) describfan
una inhibicién por pancreastatina de la secrecién de insulina estimulada por IBMX
(3-isobutil-1-metil xantina) en islotes de rata sin alterar la biosintesis de
pancreastatina ni la oxidacién de la glucosa, sugiriendo que actuarfa en el sistema
AMPec de las células del islote. Por otra parte, Schmidt et al (1987) han comunicado
la inhibicién de la secrecién de insulina estimulada con GIP (un péptido que actiia
estimulando la adenilato-ciclasa) en islotes pancredticos de rata incubados con
pancreastatina.

En la rata in vivo se ha demostrado (Funakoshi et al, 1988,1989) que la
pancreast?.tina porcina y humana tienen una accién inhibitoria de la secrecién
pancredtica éxocrina, tanto en la secrecién de proteina como de flujo, sin alterar las

concentraciones plasmdticas de colecistoquinina. También parece inhibir la secrecién
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exocrina pancredtica estimulada por el octapéptido de colecistoquinina, pero no por
secretina.

La pancreastatina infundida in vivo intracranealmente en la rata (inyeccién
intraventricular) parece elevar la glucosa, los acidos grasos libres y la corticosterona
sanguineos (Gunion 1988). |

Administrada periféricamente a la rata, la pancreastatina parece mejorar la
retencion de la memoria y revertir la amnesia producida por escopolamina (Flood
et al 1988) sin incrementar los niveles sanguineos de glucosa.

En células de paratiroides porcino en cultivo, la pancreastatina inhibe la
secreci6n de parathormona inducida por Ca?* 0.5 mM de forma reversible (Fasciotto
et al 1989). Por lo que coincidirfa en estas células el papel modulador autocrino de

la pancreastatina con el observado en los islotes de Langerhans.

4.3. PANCREASTATINA Y ENFERMEDAD

Niveles elevados de pancreastatina se han detectado en un caso de insulinoma
(Tateishi et al 1989) tanto en plasma (2.9 pmol/ml, unas 200 veces mayor que el
vaior normal) como en péncreas (2.9 nmol/g de peso hiimedo, unas 450 veces el
valor normal).

También se han encontrado niveles elevados de pancreastatina en plasma en
-otras enfermedades como la insuficiencia renal crénica y cirrosis (Tateishi et al
1989), Sugiriendo que el rifién puede ser el lugar principai de degradacién de
pancreastatina; y que el higado podria también estar implicado en su degradacién.

En pacientes con carcinoma de células pequefias de pulmdn, también se han
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encontrado niveles elevados de pancreastatina por los mismos autores, pero no en
diabetes mellitus no insulino-dependiente, ni en pancreatitis crénica o en cancer de
pancreas.

En un estudio de sobrecarga oral de glucosa (Funakoshi et al 1990), se ha
observado un mayor incremento de pancreastatina plasmadtica tras la ingestién de
glucosa, comparado con los controles sanos. Sin embargo, era en los pacientes
tratados con sulfonil-ureas, en los que estaban mds claramente elevados los niveles

plasmdticos de pancreastatina estimulados por la sobrecarga oral de glucosa.
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5. CROMOGRANINA A

Los grénulos secretorios de las células cromafines sintetizan, almacenan y
liberan catecolaminas por exocitosis. Ademds de adrenalina y noradrenalina, los
grdnulos cromafines contienen un gran nmimero de moléculas, esencialmente
proteinas, las cuales son co-secretadas con las catecolaminas. Las proteinas acidicas
solubles de los granulos cromafines han recibido el nombre’ de cromograninas
(Blaschko et al 1967). La cromogranina A (CGA) es la proteina mayoritaria,
representando el 40% de las proteinas solubles de los granulos cromafines de la
médula adrenal (Winkler et al 1976). Desde que se caracterizé por vez primera hace
20 afios (Helle et al 1966), la CGA ha sido muy estudiada. Sus propiedades
fisicoquimicas han sido analizadas en detalle. Sin embargo hasta 1986 no se obtuvo
la secuencia primaria completa de la CGA del granulo cromafin bovino (Benedum
et al 1986).

En 1982 los grupos dirigidos por Winkler y Conh conjuntamente descubrieron
comparando sus datos que la CGA y la proteina secretoria I eraﬁ proteinas idénticas
(la proteina secretoria I es secretada por la glindula paratiroidea junto a la
parathormona) (Cohn et al 1982). La CGA estd presente (a menudo en gran
cantidad) en una amplia variedad de células endocrinas y neuroendocrinas (O’Connor
et al 1983 y 1984; Willson y Lloyd 1984)). La CGA nunca se ha detectado en tejido
€xocrino normai o en tejidos no secretorios. Parece coexistir en los grdnulos
' Secfetorios con la hormona nativa de 1a célula con la que se co-secreta (Ravazzola

et al 1978; Winkler y Carmichael 1982; Arps et al 1987).



46

CGA es una molécula que parece haber sobrevivido a lo largo de 1a evolucién.
Ha sido detectada con antisueros de mamiferos en peces (Tisserand-Jochem et al
1987; Deftos et al 1987) y en el paramecio (Peterson et al 1987). Pero su

significacién fisiolégica queda atin por aclarar.

5.1. ESTRUCTURA DE CGA

DNAs complementarios procedentes de genotecas bovina (Benedum et al 1986;
Ahn et al 1987) de raté (Tancangelo et al 1988), de cerdo (Iancangelo et al 1988),
y humana (Konecki et al 1987; Helman et al 1988) han sido clonados y
secuenciados, proporcionando la secuencia completa de aminoacidos de la CGA.
Dependiendo de las especies, CGA contiene 430-448 aa (peso molecular aproximado
de 50.000) generada a partir de una preproteina que contiene una secuencia de 16-18
aa hidrofdébicos. Aproximadamente un tercio de los aa son Glu o Asp, dando un
punto isoeléctrico de aproximadamente 4.8. Cada especie tiene un enlace disulfuro
formado entre los residuos de cisteina en las posiciones 17 y 38. La mayoria de las
especies contiene una regién con Arg-Gly-Asp que ha sido implicada en otras
proteinas como un factor de unién a membranas (Ruoslahti y Pierscbacher 1986).

Recientemente se ha encontrado que CGA es una proteina ligadora de Ca**
(Reiffen y Gratzl 1986). Un posible sitio de unién puede estar dentro de la region
correspondiente a la pancreastatina (Helman et al 1988). La molécula de CGA csté ,
fosforilada (Cohn et al 1982) y sulfatada (Rosa et al 1985). La naturaleza de las
anteriores modificaciones postranslacionales y posiblemente otras pueden ser

especificas de cada tipo celular (Kumarasamy y Cohn 1986). .
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5.2. FUNCIONES DE CGA

La ampliia distribucién de CGA en tejidos endocrinos y neuroendocrinos ha
conducido a demasiadas éspeculaciones de su potencial papel fisioldgico. Estas
incluyen un papel en a) maduracién de granulos secretorios; b) modulacién del
metabolismo de la prohormona dentro del granulo; ¢) marcando o sefialando a los
granulos secretorios la superficie celular apropiada para la exocitosis; y d) como una
prohormona. Recientemente se han obtenido fuertes evidencias en favor de esta

dltima funcién.

5.3. CGA Y PANCREAS ENDOCRINO

Inmunorreactividad anti-CGA ha sido demostrada en pdncreas endocrino por
numerosos autores (O’Connor et al 1983; Willson y Lloyd 1984; Cohn et al 1984;
Varndell et al 1985). Sin embargo, se han publicado resultados contradictorios sobre
el tipo de células que contienén CGA. En islotes bovinos, inmunorreactividad anti-
CGA ha sido detectada en células productoras de insulina, glucagén y somatostatina.
Estudios ultraestructurales con técnicas de tincién aural muestran que la |
inmunorreactividlad a CGA estaba confinada exclusivamente a los granulos
secretorios que contienen hormonas. Sin embargo, mientrés la hormona se localiza
principalmente en la parte central de las vesiculas, la CGA se encuentra en la
periferfa (Ehrhart et al 1986). Esta localizacién, que es peculiar de CGA ha sido
observada en islotes pancredticos humanos (Hearn 1987) pero su significacién no
estd clara. En estudios hechos en 12 especies de mamiferos se ha demostrado que

excepto en algunas excepciones, todas las células endocrinas pancredticas son
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inmunorreactivas (Grube et al 1987). Sin embargo cada especie tiene su propio
patrén de inmunorreactividad a CGA.

El andlisis del pancreas endocrino bovino por electroforesis muestra que la
mayor banda inmunorreactiva migra idénticamente a CGA (Yoshie et al 1987). La
tincién inmune de las bandas también revela la presencia de una especie adicional
que migra mds lentamente que la CGA de 75 KDa (CGA-proteoglicanos). Ademd4s,
otras especies con menor peso molecular también se observan y probablemente son
productos de degradacién. Estos datos coinciden con los obtenidos en pdncreas
humano (Hagn et al 1986), pero no con los de rata (Hutton et al 1985 y 1987). En
el pancreas de rata normal o en insulinoma se aislé un proteina de 20 KDa (llamada
B-granina) que es reconocida fuertemente por anticuerpos contra CGA bovina y que
se colocaliza con la insulina en las células B pancredticas de rata. Como vimos :
anteriormente su secuencia ha sido determinada y es idéntica a la secuencia N-
terminal de CGA (Tancangelo et al 1988; Hutton et al 1988). Es probable que la B-
granina sea un fragmento proteolitico de CGA expresado solamente en el pincreas
endocrino de la rata. La B-granina parece ser el mayor componente de los grénulos
secretorios de insulinomas de rata (Hutton et al 1987). E1l DNA complementario
correspondiente al RNAm que codifica la forma precursora de la B-granina de
insulinoma de rata tiene una secuencia idéntica a la CGA de médula adrenal de rata.
La estructura primaria de la CGA porcina deducida de la secuencia de un DNA
compleméntario, clonado de CGA de médula adrenal muesﬁa que CGA es el
precursor potencial de la pancreastatina porcina (Iancangelo et al 1988). Las CGAs

de rata (Hutton et al 1988), buey (Eiden 1987) y humana (Konecki et al 1987;
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Helman et al 1988) contienen una secuencia que segiin las especies es un 59-71%
idéntica a la de la pancreastatina porcina. Las diferencias observadas son debidas a
variaciones de especie, por lo que se sugiere que la pancreastatina podria derivar de
CGA antes que de otra proteina.

La estructura primaria de un péptido encontrado en ciertos tumores endocrino-
pancreéticos (glucagonoma pancredtico) ha sido determinada tras su identificacién
por un anticuerpo especifico contra pancreastatina porcina. La secuencia de este
péptido pancreastatina-like humano de 28 aa es un 75% homdloga con la de

pancreastatina porcina (Sekiya et al 1988).
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6. OBJETIVOS

Desde su descubrimiento, la pancreastatina engrosé las filas de los péptidos
reguladores que inhibfan la secrecién de insulina, teniendo posiblemente un papel
autocrino en la modulacién de la secrecién del granulo 8. Esta inhibicién no se
acerca en intensidad a la producida por hormonas como la somatostatina, ni siquiera
a la producida por el neuropéptido galanina. Sin embargo, cuando empezamos a
trabajar con la pancreastatina, observamos que tenfa un efecto sobre los niveles de
glucemia en la rata. Asf pues nos dispusimos a estudiar en este modelo animal la
actividad biolégica del nuevo péptido en relacién a la glucosa, asf como sus posibles
mecanismos de accién.

Para alcanzar dicho objetivo realizamos estudios a diferentes niveles:

a) Indirectamente, estudiando el efecto de la pancreastatina -sobre las hormonas
encargadas de regular el metabolismo de la glucosa:
- Estudio de la accién de pancreastatina sobre el pancreas endocrino en el
animal intacto y en el pancreas aislado y perfundido.
- Estudio de la accién de la pancreastatina sobre los niveles plasmdticos de

catecolaminas.
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b) Directamente, estudiando la accién de la pancreastatina sobre la produccién
hepidtica de glucosa.
- Estudio de la accién de la pancreastatina sobre el contenido de glucégeno
hepatico "in vivo".
- Estudio de 1a accién de la pancreastatina sobre la produccién de glucosa en

hepatocitos de rata "in vitro".

¢) Estudio del posible mecanismo de accién de la pancreastatina en los

hepatocitos, y su sistema efector.



II. MATERIALES Y METODOS
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1. TECNICA DE LA PERFUSION DEL PANCREAS AISLADO

1.1. DESCRIPCION DE LA TECNICA OPERATORIA

Se han descito dos métodos fundamentales de perfusion. Uno que incluye
péncreas, estémago y duodeno (Grodsky et al, 1963) y el otro modelo, descrito por
Sussman et al (1966), que incluye pdncreas y duodeno.

Nuestros trabajos se han llevado a cabo con el modelo de Sussman (1966)
modificado por Goberna (1968).

El péncreas se perfunde a través de los vasos propios introduciendo una cdnula
en la aorta abdominal por la que se hace pasar el medio de perfusién oxigenado. El
efluido que sale por la vena porta se recoge fraccionadamente mediante un colector
de fracciones.

Los animales se anestesiaron con pentotal sédico inyectado intraperitonealmente
a una dosis de 5 mg/100g de peso. Se practic6 una laparotoml’é media seguida de
dos incisiones laterales para conseguir un campo operatorio amplio. A continuacién,
se desplaza hacia la derecha las asa intestinales y hacia abajo la grasa epididimaria,
apareciendo el colon descendente cuya porcidn distal esta unida a la pared abdominal
posterior por una pelicula de mesenterio. Se hizo una ligadura doble en dicha
porcién del colon y posteriormente, se disecé el borde derecho del colon descendente
‘cortando el epiplon y despegandolo de las asas a las que estd unido hasta hacerse |
visible lé arteria mesentérica superior. Seguidamente, se hizo lo mismo en el borde
izquierdo del colon descendente y en el borde superior del transverso, quedando

totalmente disecada la arteria mesentérica superior y apreciandose asimismo la
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arteria cdlica superior que irriga el colon descendente, la cual se secciond
posteriormente entre dos ligaduras.

Desplazando las asas hacia la izquierda, se localiza el duodeno en cuya porcién
distal, en el primer ojal que queda entre los vasos arqueados, se hace una ligadura
doble; seccionando a continuacién el duodeno-yeyuno. En ese momento, la arteria
mesentérica superior se corta lo mds distalmente posible y se corta por debajo de la
ligadura. Cortando el colon distal por encima de la ligadura que se hizo
anteriormente, se pueden retirar todas las asas intestinales y el colon del campo
operatorio.

El siguiente objetivo es liberar el pancreas del bazo. Tirando con unas pinzas
de la curvatura mayor del estémago se puede cortar ficilmente una fina p¢11’cu1a de
epiplon que se extiende entre el bazo, estémago y duodeno, recubriendo el pdncreas.
Tirando del borde externo del bazo pueden verse los los vasos esplénicos en nimero
variable, siendo tres los mds importantes. Se hacen tres ligaduras dobles, se cortan
y se retira el bazo de la cavidad abdominal.

La arteria gdstrica, situada en la cara posterior del estémago, estd cubierta por
una lengiieta hepética que permanece unida al estémago por un fino ligamento que
hay que seccionar. Se hacen dos ligaduras en dicha arteria y se corta seguidamente.
La ligadura del eséfago es facilitada al seccionar el epiplon que le une a las
lengiietas hepaticas y a la curvatura menor del estémago. El eséfago se secciona
distalmente a dicha ligadura.

Por transparencia, se aprecia una zona rica en grasa, que se extiende unida a

la parte proximal del cuerpo pancredtico y una zona que le mantiene unida al antro
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pildrico, diferencidndose del tejido pancredtico por el color rosado que presenta este
tltimo. Se debe separar toda esta grasa del pancreas, para lo cual son suficientes tres
o cuatro ligaduras, la iltima de las cuales, se hace a través de un pequeiio ojal que
hay entre antro y duodeno. Tras hacer las ligaduras se corta distalmente a ellas. A
continuacién, se hace una ligadura entre estémago y duodeno, seccionando
proximalmente y retirando asf el estémago de la cavidad abdominal.

Desplazando el duodeno hacia la izquierda, se aprecia la cara posterior de la
cabeza del pancreas por donde discurre el colédoco, el cual se encuentra intimamente
relacionado con la vena porta y la arteria hepdtica que se dirigen hacia el hilio
hepdtico. Con una pinza muy fina se diseca la porta separdndola del colédoco y de
la arteria hepética. El problema en este paso es que se puede desgarrar la’ porta o
~ ligar la arteria pancre4tico-duodenal superior, pues la ligadura de la hep4tica se hace
muy préxima a ellas.

’Posteriormente, el pediculo renal izquierdo, arteria y vena, uréter y arteria
suprarrenal se seccionan entre dos ligaduras. Mediante diseccién roma, s aprecia
en este momento la aorta abdominal, requiriéndose una nueva ligadura para liberarla
del tejido paraadrtico de este lado del diafragma. La arteria renal derecha se
visualiza por transparencia a través de la vena cava inferior, excluyéndola de la
circulacién tras una ligadura doble entre su salida de la aorta y la citada vena. A
continuacion se liga todo el tejido paraaértico de este lado del diafragma.

" En la aorta abdominal se hace una ligadura distalmente a la salida de la
mesentérica superior y ambas renales, dejandola preparada para la ultima fase d¢1

aislamiento del pancreas.
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Posteriormente se abre el térax del animal y se pinza la aorta a nivel del
cayado; se diseca, se separa de la vena cava y se hace una incisién transversal en
la aorta tordcica lo mas distal posible, que permita la introduccién de una cénula por
la que fluird el liquido de perfusién. La cdnula queda anudada a la pared aértica
mediante una ligadura.

Si la perfusién se realiza con normalidad el higado palidece al ser sustituida la
sangre por el liquido de perfusién (fig. 6). En este momento, se busca la ligadura
que se hizo en la arteﬁa hepdtica y se secciona distalmenté a ésta. Esta seccién
incluye a la porta, a través de la cual sale el liquido de perfusién.

Tras liberar la aorta de los miisculos prevertebrales y diafragma, se introduce
él pancreas en la cdmara de perfusién.

A lqs pocos minutos, el pancreas estabiliza su presién arterial entre 10 y 20 mm
de Hg, al tiempo que se inician movimientos peristdlticos en el duodeno. En este
momento, se inicia el experimento de perfusién;

Al terminar el experimento, se controla la viabilidad del pancreas observando
el aumento de la presién arterial tras un pulso de adrenalina, que puede elevarla

hasta 100 mm de Hg o mas.

1.2. DESCRIPCION DEL METODO DE PERFUSION
El sistema de perfusién estd formado por un conjunto de unidades destinadas
a ‘proporcionar un preparado duodeno-pancredtico, aislado en un medio interno

artificial (liquido de perfusi6n), que posea unas caracteristicas fisicoquimicas dentro



Fig. 6. Etapa final del aislamiento del pancreas. Se observa la aorta
toracica canulada. y la aorta abdominal ligada. El péncreas aparece
perfundiéndose junto al marco duodenal. Puede apreciarse cémo poco
antes de cortar la vena porta, el higado comienza a palidecer al

sustituirse la sangre por el medio de perfusién.
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de los margenes fisiolgicos que se dan normalmente "in vivo" (Fig. 7). Cada una

de estas unidades, que describimos a continuacién, cumple una funcién determinada.

1.2.1. Circulacién del liquido de perfusién

Esta funcién corre a cargo de una bomba que impulsa el liquido de perfusién
a través del propio sistema vascular. En nuestro trabajo se ha utilizado una bomba
"cerrada” (el liquido de perfusién no entra en contacto con el mecanismo de la
bomba) y peristaltica (proporciona un flujo puls4til). Su funcionamiento consiste en
la compresién secuencial de un tubo flexible por una serie de cilindros montados
circularmente y separados equidistantemente.

La bomba proporciona un volumen-minuto kde liquido de perfusién
perfectamente controlable, segﬁn el diametro interno del tubo flexible que es
comprimido y la velocidad de giro de los cilindros de la bomba que lo comprimen.
En nuestro caso, utilizamos un flujo de 2.5 ml/min, que supone un adecuado aporte

de oxigeno y el mantenimiento de la presién hidrostética de perfusién.

1.2.2. Oxigenaci6n del lfquidd de perfusién

Esta funcién la realiza un oxigenador de membrana tipo "cerrado” (el gas y el
liquido estan separados por una membrana permeable al gas). Consiste en un
recipientg de seccidn tronco-cénica con cuatro entradas en su cara superior. Dos de
ellas, son para la entrada y salida del liquido de perfusién. Las otras dos entradas
de la c4mara de oxigenacion estan ocupadas por los extremos de un huso constituido

por multitud de finfsimos conductos de polimero de celulosa suspendidos en el
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interior de la cdmara, por donde circula la mezcla gaseosa. El oxigeno difunde a
través de la pared de estos conductos para solubilizarse en el liquido de perfusidn,
que se mantiene en continua agitacién mediénte un agitador magnético. La mézcla
gaseosa utilizada, estd constituida por un 95% de oxigeno y un 5% de anhidrido
carbénico (carbégeno) que se inyecta en la cdmara a una presién de 0.4 Kg/cm?

(789.4 mmHg).

1.2.3. Registro de la presién de perfusién

La presion de perfusién se controla mediante la conexién de un manémetro de
mercurio en un punto del circuito de perfusién cercano al pancreas. Para mantener
un flujo de 2.5 ml/min, se registra una presi6én de perfusi6n variable de un pdncreas
a otro, oscilando entre 10 y 20 mm Hg.

En todas las experiencias realizadas, la presién se mantuvo constante durante
todo el tiempo de duracién de la perfusién, siendo ésto un buen sintoma del
funcionamiento fisiolégico del preparado (Sussman et al., 1966). Al final de <;ada
perfusiébn, se comprueba la respuesta vasoconstrictora a la adrenalina,
considerandose la elevacién de la presién como signo de viabilidad del preparado, \

criterio que no siempre coincide con el estudio de la secrecién de la insulina.

1.2.4. Mantenimiento de la temperatura
Para controlar la temperatura de la c4mara y del medio de perfusién se utilizé
una resistencia eléctrica controlada por un termostato que regula la temperatura en

un dep6sito de agua. Unido a este mecanismo, hay un sistema de bombeo que hace
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circular el agua atemperada a través de un cilindro de pared simple, que contiene un
serpentin por donde circula el liquido de perfusién; asimismo, el agua es bombeada
hacia la camara de perfusién, dotada de una doble pared por donde circula,

manteniendo en su interior una temperatura constante de 37°C.

1.2.5. Co_nexion&s y cdmara de perfusién

En la figura 7 se representa esquemiticamente el sistema de perfusién formado
por una serie de unidades situadas en el orden que llega a ellas el liquido de
perfusion. Todas las unidades estdn unidas entre s{ mediante un catéter de plastico
de unas caracteristicas especiales (Tygon, calibre 2/32) para impedir pérdidas de
oxigeno.

La puesta en marcha de la bomba de perfusién hace que el liquido contenido
en un reservorio, pase al oxigenador, y de éste a un serpentin de calentamiento. De
aqui pasa a un captador de burbujas (tubo en T con una rama Qertical) que impide
la embolia gaseosa, y finalmente llega mediante una cdnula al pancreas que se
encuentra en la cdmara de perfusion. Esta cdmara de forma cilfndrica consta de una
doble pared lateral, por donde circula el agua atemperada, y dos aberturas: una
superior, por donde se introduce el pancreas cateterizado y otra inferior que coincide
con el fondo poroso de la cdmara. Por aqui, sale el liquido de perfusién y se recoge

fraccionadamente en un colector de fracciones.



61

_C__ i
-
1 q
Somba
Peristditica Oxigenador
Deposito de de Membrana
Selucion Tampan
infusor

AN

[ e QS
m :
Manei

ro
_ T
.|| Cgmarade  captadorde Burbujas

Perfusion

=040

Colector de Fracciones

Fig. 7. Esquema del aparato de perfusién.
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1.2.6. Infusién de sustancias en el p4dncreas

Para conseguir aumentos rdpidos de la concentracién de las sustancias utilizadas
en el liquido aferente al pdncreas, sin necesidad de circular por todo el sistema ni
de diluirlas en los depésitos del liquido, se infundieron inmediatamente antes de la
entrada en el pancreas. Para ello, se utilizé un infusor cuyo motor empuja el émbolo
de una jeringa que contiene la sustancia que se va a infundir. El flujo depende del
calibre de la jeringa y de la velocidad de empuje del motor, que proporciona un flujo
de 9.7 ml/hora 6 0.16 ml/min. Segin este flujo, se calcula la concentracién
necesaria de la sustancia para obtener la deseada cuando se mezcle con el liquido de
perfusién al ser infundida. La sustancia que se infunde se prepara siempre en tampén

KRB pH 7.4, BSA 0.5%.

1.2.7. Obtencién de muestras

El liquido perfundido, que fluye de la vena porta, sale de la cdmara de
perfusién a través de la ldmina de vidrio poroso que ésta tiene en su base y se
recoge continuamente en fracciones de dos minutos. Este proceso se automatiza con
la utilizacién de un colector de fracciones ajustado para cambiar de tubo cada dos
minutos. Las muestras se colocan inmediatamente en hielo y una vez terminada la
perfusion se congelan todos los tubos a -20°C hasta el dia de la determinacién de
insulina..
1.2.8. Liquido de perfusién

Seha utilizado como liquido de perfusién una solucién salina de Krebs Ringer

bicarbonato (KRB), pH 7.4, suplementada con albimina y dextrano. Las sales
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componentes de esta solucién se prepararon en soluciones concentradas que se
conservaron a 4°C, tomandose cada dfa las cantidades necesarias para preparar la
solucién de Krebs.

A continuacién se detalla la concentracién-(g/ 100 ml) de cada una de estas
soluciones, el volumen utilizado de cada una de ellas para preparar 780 ml de KRB

y la concentracién final de cada una de las sales del tampén.

Reactivos Yolume Conc. final

H,O destilada 540 ml -

NaCl (9%) 60 ml 118.00 mM
NaHCO; (1.3%) 126 ml 25.00 mM

CaCl, (1.22%) 18 ml 2.50 mM

KCl1 (1.15%) 24 ml - 5.00mM
SOMg (1.86%) 6 ml 1.18 mM
KH,PO, (2.1%) 6 ml 1.18 mM

Después de afiadidos y mezclados todos los componentes, se gasea la solucién
final obtenida durante 10 min con carbégeno (95% O,, 5% CO,), ajustandose el pH
-a 7.4. Se afiade albimina sérica bovina en la proporcién de 1%, dextrano 2%, y '
trasylol 250 U/ml (para inhibir la préteolisis), volviéndose avcomprobar el pH. La
presion oncética de la albiimina y el dextrano contribuyen a retrasar la apari¢i6n del

edema tisular que ocurre siempre en este tipo de preparados.



2. ESTUDIO IN VIVO DE LA GLUCOGENOLISIS HEPATICA Y
LA REGULACION DEL PANCREAS ENDOCRINO

2.1 ANIMALES

Se han utilizado ratas anestesiadas con pentobarbital sédico (50 mg/Kg de peso)
intraperitoneal, tras un ayuno matinal de 4-6 horas para que los animales estén en
el estado postabsortivo.

La comida se les retiraba a las 8 de la mafiana y los experimentos se llevaban
a cabo desde las 12 hasta las 14 horas, para aprovechar los habitos nocturnos de la
rata, por los que se alimenta fundamentalmente durante la madrugada y dormita por
la mafiana. Asi, los animales se encuentran en estado postabsortivo y tienen una

buena reserva de glucégeno hepdtico.

2.2 DISENO EXPERIMENTAL

30 minutos después de administrar la anestesia se practica una laparotomia m;adia
desde el apéndice xifoideo hasta el ombligo. En el cuello se disecan las yugulares
externas de ambos lados para facilitar la toma de muestras de sangre.

Las muestras de higado se toman tras practicar una ligadura en una porcién de
los 16bulos principales (izquierdo, medio y derecho). El hilo debe ser muy grueso
(0.5 mm) para evitar cortar el pediculo vascular (fig. 8).

Para la administracién de los péptidos, se buSca la vena mesentérica superior.
que cruza la tercera porcién del duodeno y se sigue retrégradamente hasta la

desembocadura de la vena ileo-célica, donde se practica la inyeccién con jeringuilla
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y aguja de insulina (fig. 9). El volumen inyectado fue siempre de 1 ml de salino-
BSA 1%, tanto para los controles como para la inyeccién de péptidos. Un minuto
después de la inyeccién la aguja se retira cuidadosamente, y se coloca una pequefia
torunda de algoddn para evitar la hemorragia que a veces ocurria, y que invalidaba
el experimento.

Las muestras de sangre se toman con jeringuilla de insulina heparinizada, pero
con una aguja de mayor calibre (intramuscular) para evitar la hemdlisis. Se punciona
la yugular a través del miisculo pectoral mayor para no desgarrarla. El volumen de
sangre tomado fue de 0.9 ml en cada muestra. 20 ul se utilizaron para determinar
la glucosa sanguinea y el resto se centrifugé a 800 x g. El plasma fue separado y
congelado en alicuotas de 100 ul hasta el dia de las determihaciones hormonales de

insulina y glucagén.

2.3 PREPARACION DE PEPTIDOS

Los péptidos: glucagén, VIP, pancreastatina 1-49 y panéreastatina 33-49 se
disolvieron en CIH 5 mM y se congelaron alicuotas con una concentracién de 10°M.
Para el experimento se diluian ios péptidos hasta una concentracién que se ajustaba
para una dosis de 300 pmol/Kg en un volumen de 1 ml de BSA-1%-salino

(alrededor de 10'M).
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Fig. 8. Relacién topogréfica del higado (se observan los 16bulos izquierdo (1), medio
(2) y derecho (3)) con el estémago, marco duodenal, pancreas, bazo y apéndice -
xifoideo. En el dibujo inferior se sefiala dénde se realizaban las ligaduras de los

" 16bulos izquierdo (1), medio (2) y derecho (3).



67

Fig. 9. Esquema anatémico del sistema vascular venoso mesentérico de la rata. Se
sefialan los lugares de inyeccién: la vena ileo-cdlica (1), 1a vena mesentérica superior

) , y ¢l punto de extraccién de sangre, la vena yugular interna (3).
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2.4. AISLAMIENTO Y CUANTIFICACION DEL GLUCOGENO

HEPATICO
2.4.1. Aislamiento de glucégeno hepitico

El glucégeno se puede aislar de los tejidos animales por digestion de estos con
una solucién concentrada de KOH, en la cual el glucégeno es estable (Good et al
1933). Se separa después de proteinas y otros metabolitos solubles por su propiedad
de precipitar con alcohol etilico.

Para el aislamiento del glucGgeno se siguieron las siguientes‘ etapas:

a) Digestién del tejido

Se parte de 0.3 g de higado. El tejido se digiere en una solucién de KOH al
30% caliente durante 30 min. El extracto resultante se centrifuga a 3.000 r.p.m.
durante 10 min, en una centrifuga de mesa refrigerada. El sobrenadante se recogié-
con cuidado, y se le aﬁade 100 ul de SO,Na, 15%, con el fin de facilitar la
formacidn y precipitacién del glucégeno sélido.

b) Precipitacién alcohélica

Se afiaden 2 voliimenes de alcohol etilico por cada volumen de sobrenadante,
para obtener una concentracién final de etanol del 66%, Gptima para la precipitacién
del glucégeno.

Después de mezclar bien ambos componentes, se guarda a una temperatura de
"4°C durante 3-24 h. Habitualmente, se deja precipitar durante la noche. El |
glucégeﬁo precipita en forma de particulas blancas. Se separa por centrifugacién a
3.000 r.p.m. durante 10 min el glucégeno (precipitadé) y se desecha el

sobrenadante.
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¢) Lavado del glucégeno

Junto con el glucégeno, precipitan otras sustancias. Para purificar parcialmente
el glucégeno, se disuelve el precipitado en 1 ml de H,O frfa, y se repite de nuevo
la precipitacion alcohélica. Se vuelve a centrifugar en las mismas condiciones

anteriores. El precipitado se disuelve en 1 ml de H,0 destilada fria.

2.4.2. Determinacién del glucégeno
a) Hidrélisis con amiloglucosidasa

Consiste en hidrolizar el glucégeno en D-glucosa, incubandolo a pH 5, en
presencia de amilo (a-1,4-al1,6) glucosidasa duranté 1 ha37°C.

A 500 pl de la disolucién final de glucégeno (precipitado de glucégeno disuelto
en 1 ml de agua destilada) se le afiaden 100 ul de amiloglucosidasa (5 mg/ml de
tampén acetato 1 M, pH 5). Se incuba durante 1 h a 37°C de temperatura.

b) Analisis del glucégeno como glucosa

Tras la incubacién se toman 2 alicuotas de la disolucién (25 y 100 ul) y se

determina la glucosa. Para el andlisis del gluc6geno como glucosa, se utilizé el

método de la glucosa oxidasa.

2.5. DETERMINACION DE LA GLUCOSA
La determinacién de 1a concentracién de glucosa en plasma y la producida por
la hidrélisis enzimdtica del glucégeno se realizé 'por el método enzimdtico de la

glucosa oxidasa (Keston, 1956).
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El fundamento de esta técnica consiste en que la glucosa en presencia de la
glucosa oxidasa es convertida a acido glucénico con la produccién de peréxido de
hidrégeno. El peréxido de hidrégeno oxida a la ortodianisidina en presencia de
peroxidasa dando un complejo de cqlor verde, midiendo su intensidad por

espectrofotometria a una longitud de onda de 540 nm.

2.6 DETERMINACION DE INSULINA

Para medir las concentraciones plasmdticas de insulina se empleé un método
basado en el principio de enzimainmunoandlisis, facilitado por Boehringer
Mannheim.

2.6.1. Fundamento de la prueba

La insulina de la muestra reacciona con los anticuerpos fijados en la fase sdlida
(el tubo de incubacién), asf como a los anticuerpos marcados con POD ( complejo
peroxidasa-O-dianisina), formando un complejo sandwich, en una reaccién de 2
horas. La cantidad de complejos sandwich formados es la medida del contenido de
insulina en la muestra. En la fase de separacién se eliminan el conjugado POD no
ligado y todos los componentes séricos.

Tras lavar se anade el H,0, y el cromégeno (ABTS, azino—di—etil—benzotiazolina
acido sulfénico-sal amdnica) y se incuba nuevamente. Luego, la actividad de POD
ligada a la pared del tubo es determinada fotométricamente. La intensidad del color
'qué aparece después de una hora de incubacién, es medida frente a la solucién de
substrato-cromdégeno. La intensidad de la reaccién de color es directamente

proporcional a la concentracién de insulina en la muestra. La evaluacién se efectia
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mediante una curva de calibracién que se construye con diferentes concentraciones

conocidas de insulina de rata (fig. 10).

2.7 DETERMINACION DE GLUCAGON
Para medir las concentraciones plasmdticas de glucagén, se ha utilizado la

técnica del radioinmunoandlisis facilitado por Medgenix.

2.7.1. Fundamento dé la prueba

- El radioinmunoanilisis se basa en el principio de competicién entre un antigeno
marcado con un isétopo radiactivo (Ag’) y un antigeno no marcado (Ag) por
.anticuerpos especificos (Ac).

En presencia de cantidades crecientes de antigeno no marcado, mds cantidad de
Ag-Ac y menos de Ag’-Ac se formard. Una curva de referencia se construye
afiadiendo cantidades conocidas crecientes de Ag a unas cantidades conocidas de Ag’
y Ac.

Después de la incubacién, el anticuerpo unido al antigeno se separa de los
reactantes libres y se mide su radiactividad. La curva de referencia expresa la
disminucién de Ag™-Ac (eje Y) como una funcién de la concentracién de la
concentracién de antigeno (eje X), (fig. 11). Para determinar la concentracién de Ag
en una‘muestra, un volumen de ésta se iﬁcuba con el Ag" y el Ac. El Ag™-Ac se

| rﬁide como cantidad de radiactividad en un contador gamma (cuentas por minuto).
La concentracién de Ag en la muestra se determina por interpolacién sobre la curva

de referencia.
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Se puede incrementar la sensibilidad incubando, en un primer paso, el antigeno
no marcado con los anticuerpos. El trazador se afiade después de la preincubacién
en un segundb paso. Esta técnica se denomina de saturacién secuencial, y ha sido
la utilizada para determinar el glucagén.

Se incuban cantidades conocidas de glucagén no marcado (curva de referencia)
o un volumen dado de muestras con un antisuero anti-glucagén durante 3 horas (a
2-8°C). Después se aiiade el el '»I-glucagén, y la reaccién continua durante 18-24
horas a 2-8°C. Se afiade entonces a todos los tubos antisuero con anti-
gammaglobulinas de conejo mezcladas con polietilen glicol, celulosa y Tween 20.
La celulosa se afiade para obtener un precipitado estable con un volumen suficiente.
Después de una incubacién de 20 min precipitan todos los complejos Ag-Ac. Los
tubos se centrifugan a 3.000 r.p.m. durante 10 min, y se mide la radiactividad en
el precipitado. Se construye la curva patrén y las concentraciones de glucagén de las

muestras se determinan por interpolacién con esta curva.
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3. ESTUDIO IN VIVO DE LAS CATECOLAMINAS PLASMATICAS

3.1. ANIMALES
Los animales empleados y las condiciones en que fueron tratados son las

mismas que para el estudio de glucogenolisis y regulacién del pancreas endocrino.

3.2. DISENO EXPERIMENTAL

El procedimiento fue el mismo que el seguido para los estudios de
glucogenolisis, aunque la sangre se obtuvo de la aorta abdominal.

La rata, media hora después de ser anestesiada con pentobarbital sédico
intraperitoneal, se coloca en la tabla de operaciones y se le practica una laparotomia
media. Se busca la vena ileo-cdlica siguiendo el curso retrégrado de la vena
mesentérica superior. Se inyecta 1 ml de cada péptido empleado disuelto en suero
salino BSA 1%, la misma solucién es utilizada para el grupo control.

A los 10 min se tomaron las muestras de sangre de la arteria aorta abdominal.
Esta arteria se diseca con facilidad, y puede ser abordada para la extraccién con una
aguja intramuscular doblada previamente con un angulo de concavidad superior
(aproximadamente 120-150°), para que la jeringuilla pueda ser manejada sin
dificultad. Se extraen 4 ml de sangre, y se colocan en un tubo con heparina-litio,
para evitar la coagulacién. Inmediatamente la sangre se centrifuga a 3.000 r.p.m.
'dur-ante 10 min para separar el plﬁsma, y este es guardado a -80°C hasta el dia de

las determinaciones.
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3.3. DETERMINACION DE CATECOLAMINAS PLASMATICAS

Las catecolaminas plasmdticas fueron determinadas por cromatografia liquida
de alta resolucién con un detector electroquimico.

Las muestras de plasma fueron purificadas con cartuchos de filtracion (Sep-
Pack) de Waters, para evitar interferencias en el sistema, ya que €l detector es muy

sensible.
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4. AISLAMIENTO E INCUBACION DE HEPATOCITOS

4.1. ANTECEDENTES

Howard et al (1967) utilizaron por vez primera enzimas para aislar hepatocitos.
Su técnica consistia en incubar trozos de higado con colagenasa e hialuronidasa. Sin
embargo, el rendimiento de este método era sélo del 5% del tejido original.

En 1969, Berry y Friend utilizaron un nuevo método enzimético. Consistia en
perfundir el higado con un médio conteniendo colagenasa e hialuronidasa, quedando
asf expuestas todas las células a la accién de los enzimas.

Para llevar a cabo la obtencién de hepatocitos en este trabajo se ha utilizado
este iltimo método, empleando sélo colagenasa, ya que posteriormente se comprobd

que la adicién de hialuronidésa era innecesaria (Ingerbreten y Wagle, 1972).

4.2. APARATO DE PERFUSION

El mismo descrito en el apartado 1.2. pero sin la cdmara de perfusién.

4.3. MEDIO DE PERFUSION DEL HIGADO Y DE RESUSPENSION DE
HEPATOCITOS
El medio bésico corresponde a una solucién de Krebs Ringer bicarbonato

descrita en el apartado 1.2.8.
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4.3.1. Medio de perfusién

. Perfusién de la solucién de Krebs Ringer bicarbonato con glucosa 20 mM, sin
calcio y con heparina (0.4 U/L). La ausencia de calcio segtin los autores del método,
facilita su salida al espacio intercelular facilitando asf la accion de la colagenasa.

. Perfusién de la solucién Krebs Ringer bicarbonato con glucosa 20 mM,
cloruro de calcio 2.5 mM, heparina (0.4 U/L) y colagenasa 0.4 g/L.

4.3.2. Medio de resuspensién

El medio de resuspensién e incubacién de hepatocitos es el mismo del apartado
anterior pero sin heparina ni colagenasa y con glucosa 20 mM.

Las soluciones anteriores se gasearon (O,/CO,; 95:5) durante 20 min. Al final

de la oxigenacidn se verificé que el pH era de 7.4.

4.4. PERFUSION HEPATICA. TECNICA OPERATORIA
La técnica de perfusién empleada ha sido la descrita por Hem et al (1966) en

la cual el higado es perfundido "in situ".

Las ratas se anestesiaron aproximadamente 15 min antes de la operacién
mediante una inyeccidn intraperitoneal de pentobarbital sédico (5 mg/100 g de peso).

Se realiza una laparotomia media, ampliada con dos incisiones transversales.
Las asas intestinales son desplazadas para dejar libre el hilio hepético y la vena
‘porta.

>En ia figura 12 se esquematiza la técnica. Tras la laparotomia, se¢ provoca una
hiperlordosis, colocando a la rata sobre un rodillo. Seguidamente, se realizan las

ligaduras en las siguientes posiciones: la primera ligadura, sin cerrar, es colocada
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alrededor de la vena cava inferior por encima de la salida de la vena renal derecha.
Seguidamente se colocan otras dos ligaduras sin cerrar en la vena porta: la primera
pasa por el tridngulo formado por el colédoco, 1a vena esplénica y la vena poﬁa; y
la segunda 2 centimetros por debajo de la primera (fig. 12). La cédnula de entrada
conectada al sistema de perfusién es introducida en la vena porta, cerrandose las
ligaduras de dicha vena.

Seguidamente, la vena cava inferior es seccionada por debajo de la ligadura
primera, facilitando el lavado del higado de la sangre que lo irrigaba.

A continuacidn se abre el térax y se coloca una ligadura laxa alrededor de la
vena cava inferior, entre el corazdn y el diafragma.

Tras una incisién en la vena cava superior, la cdnula de salida se introduce
hasta la vena cava inferior y la ligadura es cerrada, asf como la ligadura pﬁmera (en
la cava abdominal). Asf se logra que todo el liquido de perfusién que entra por la
porta salga por la cdnula situada en vena cava superior.

Cuando la perfusién ha finalizado, el hfgado toma un color marrén claro
uniforme. En caso de perfusién defectuosa, algunas zonas del higado permanecen

de color oscuro, lo cual servia de control para utilizar o no el higado perfundido.
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Fig. 12, Tras la laparotomia media aparecen los 16bulos hepéticos izquierdo y medio
(arriba). Al retirar las asas intestinales aparece la imagen ventral del higado (abajo).
~ Se sefialan los lugares de las 2 ligaduras de la vena porta (1), antes y después de

‘1a desembocadura de la vena esplénica (3), el colédoco (2) es ligado en una de ellas.
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4.5. DESARROLLO DE LA PERFUSION

El flujo del liquido de perfusién es regulado y mantenido en un valor medio de
30 ml/min. Los primeros 200 ml de perfusién a la salida del higado se desechan,
cambiandose entonces al medio de digestién con calcio y colagenasa. La perfusién
se realiza entonces en circuito cerrado. A los 12-15 min el higado se reblandece, se

detiene la perfusién y el higado se separa del animal.

4.6. AISLAMIENTO DE HEPATOCITOS

El higado se coloca en una placa Petri con el medio de perfusién con
colagenasa. Con una espdtula de plastico se aplasta suavemente. La suspensién
obtenida se filtra a través de una media de nylon, y se centrifuga durante 45
segundos a 800 r.p.m.

El precipitado de las células se resuspende en un medio fresco, Krebs Ringer
bicafboriato oxigenado con calcio, glucosa 20 mM y albimina sérica bovina al 1%.
Se vuelve a filtrar la suspensién con una media de nylon y se vuelve a centrifugar
45 segundos a 800 r.p.m. Los hepatocitos son finalmente resuspendidos en el medio
descrito en el apartado 4.3.2.

4.6.1. Test de viabilidad de los hepatocitos

La viabilidad de las células se controlé por el método del azul tripan. Las
células vivas excluyen el azul tripan, mientras que las células muertas y alteradas se
‘cblorean de azul. Se incuban durante 5 min a temperatura ambiente 20 ul de lav
suspension celular con 5 ul de una solucién de azul tripan (0.2 g% en salino). La

viabilidad obtenida era habitualmente del 80-90%.
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4.7. ESTUDIO DE PRODUCCION DE GLUCOSA Y LACTATO POR LOS

HEPATOCITOS
4.7.1. Procedimiento

Los hepatocitos suspendidos en el medio de aislamiento (KRB con glucosa 20
mM y BSA 0.1% son preincubados durante 10 min a 37°C. Con una centrifugacién
suave (100' x g) durante 2 min se cambia el medio por el de incubacién (KRB con
glucosa 1.5 mM) suplementado con tris § mM, BSA 0.2%.

En este medio y con una concentracién celular aproximada de 2-3 x 10%/ml
(correspondiente a unos 10-15 mg de proteina/ml), los hepatocitos (2.5 ml) se
colocan en matraces erlenmeyer de 50 ml de capacidad tapados con un tapén de
goma con un orificio por donde se introduce el tubo conectado a una bombona de
carbégeno (95% O, - 5% CO,), lo que permite la oxigenacién durante el
experimento. |

Tras una preincubacién a 37°C con agitacién (80 ciclos/min) de 5 min se toma
una alicuota para determinar la concentracién de glucosa del medio, para lo cual hay
que centrifuga:w previamente la alicuota a 3.000 r.p.m. y 4°C durante 3 min. |
Después se aifiade a la suspensién celular el péptido que se quiere estudiar, a una
concentracién de 10" - 107 con lo que comienza la incubacién. En el control se
afiade medio de incubacién. A los 10 y a los 20 min se vuelven a tomar alicuotas
para la determinacién de glucosa del medio. La produccién de glucosa se calcula con
la diferencia de 1a concentracién de glucosa en un punto con la concentracién basal

tras la preincubacién
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A los 20 min se recupera toda la suspensién y se centrifuga a 3.000 r.p.m y 4°C

durante 3 min. En el sobrenadante se determina el lactato y el precipitado se utiliza
para determinar la actividad de proteina quinasa C.

Para estudiar el papel del calcio en la accién glucogenolitica de estas hormonas,
se incubaron los hepatocitos con los mismos agonistas, pero con un medio KRB sin

Cl,Ca y EGTA 2 mM pH 7.4.

4.7.2. Determinacién de glucosa
La glucosa de la suspensién de hepatocitos se determiné por el método de

glucosa oxidasa, explicado en el apartado 2.5.

4.7.3. Determinacién de lactato

El lactato se determiné por un método enzimdtico (Noll 1987)

El método consiste en la reaccién del NAD* con el lactato en presencia de
lactato deshidrogenasa para formar piruvato y NAD* + H. Como el equilibrio de
la reaccién estd. desplazado hacia la formacién de lactato, el piruvato producido se
hace desaparecer convirtiéndolo en alanina por una reaccién de transaminacién con
el L-glutamato como substrato. El incremento en la concentracién de NADH,
medida como absorbancia a 365 nm es directamente proporcional a la cantidad de

-lactato o
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5. AISLAMIENTO DE MEMBRANAS PLASMATICAS DE HIGADO DE
RATA

Realizado segiin el método de Neville (1968) con algunas modificaciones.

5.1. MATERIAL;:
Animales: ratas Wistar hembras de 170-220 g de peso y aproximadamente 2
meses de edad. Alimentadas hasta el momento del sacrificio con una dieta standard

y agua "ad libitum".

. Reactivos:

- Medio: NaHCO, 1 mM.

- Sacarosa 69%: se disuelven 69 g de sacarosa en 31 ml de agua
bidestilada y desionizada. Calentar hasta la disolucién. Tras enfriar se comprueba
la concentracién con un refractémetro y se ajusta exactamente a 69%.

- Sacarosa 42%: se disuelven 42 g de sacarosa en 57 ml de agua
bidestilada y desionizada. Ajustar exdctamente la

concentracion a 42% con el refractometro.

. Todas las operaciones deben realizarse a 4°C.
. Centrifuga de alta velocidad (Beckman-J21).
. Ultracentrifuga (Beckman-L5)

. Homogenizador de vidrio (25 ml).
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5.2. METODO

1. Se decapitan y sangran 7 u 8 ratas. Se laparotomizan y se extrae el higado, que
se coloca en un vaso de precipitado. Se tritura con una batidora durante 1 minuto.

2. Se homogeneiza en Potter de vidrio, mediante 8 vigorosos golpes de émbolo.

Todo el homogenado se pasa a un vaso de precipitado que contiene 250 ml de
medio y se agita durante 5 min.

3. Se ﬁltra a través de una gasa doble. Se vuelve a filtrar a través de una gasa
cuadruple.

El filtrado se agita y se toman 2 alicuotas de 0.3 ml para poder determinar la
concentracién de proteinas.

4. Se centrifuga el filtrado a 15.000 x g (equivalente en la centrifuga Beckman J-
21 y rotor J A-20 a 6500 rpm) durante 30 min a 4°C. Se desecha el sobrenadante
por decantacion, teniendo cuidado de que no se desprenda el sedimento. Este se
remueve con una espatula.

5. Se trasvasa el sedimento, con ayuda de una pipeta Pasteur, é un homogenizador
Potter de idénticas caracteristicas al utilizado anteriormente. Se homogeniza mediante
3 vigorosos golpes de émbolo.

6. El homogeneizado se lleva a un erlenmeyer que contenga aprox. 34 ml de
sacarosa al 69%. Se agita vigorosamente. Mediante el refractémetro se ajusta la
solucién al 44% (afiadiendo a la solucién agua bidestilada o solucién de sacarosa al
69% segun sea necesario).

7. Se reparte 1a solucién ajustando al 44% en tubos de ultracentrifuga Beckman

modelo L5-65). Se afiade cuidadosamente, con pipeta Pasteur, sacarosa al 42% hasta



conseguir un gradiente discontinuo 44%/42%. Se equilibra el peso de los tubos,
puestos ya en sus fundas correspondientes del rotor.

Se centrifuga a a 90.000 x g (equivalente en la centrifuga utilizada por nosotros
a 25.000 rpm) durante 120 min a 4°C.

8. Se recogen las membranas que flotan con una espatula de cuchara y se trasvasa
a un tubo de pléstico que contenga 10 ml de medio. Se agita fuertemente y se llena
el tubo con medio, con objeto de diluir la sacarosa de la suspensién de membranas
plasmadticas.

9. Se centrifuga a 3.000 x g (equivalente en la centrifuga J-21 a 15.000 rpm)
durante 10 min a 4°C. Se desecha el sobrenadante.

10. Se resuspende de nuevo el medio hasta un volumen final de 20 ml. Se agita
fuertemente para conseguir una suspensién homogenea de membranas plasmdticas;
y se distribuye en alicuotas de 0.5 ml.

11. Se centrifugan las alfcuotas en tubos péqueﬂos conicos (Eppendorf) y se
desecha el sobrenadante. Los precipitados se conservan a -80°C.

En el esquema de la pdgina siguiente aparecen las distintas fases del proceso de

aislamiento.

5.3. DETERMINACION DE PROTEINAS
La concentracién de proteinas fue determinada por el método de Bradford

facilitado por Bio-Rad, utilizando un patrén de albimina sérica bovina.



AISLAMIENTO DE MEMBRANAS HEPATICAS - NEVILLE, 1968.
HOMOGENADO (CO;HNa 1Mm)

CENTRIFUGACION

15.000xg/30 min

sobrenadante

v
HOMOGENEIZACION DEL SEDIMENTO

\4
CENTRIFUGACION EN GRADIENTE DE SACAROSA

90.000xg/120 min

v
MEMBRANAS

v
LAVADO Y CENTRIFUGACION

30.000xg/10 min

|

RESUSPENDER EL SEDIMENTO

REPARTIR EN ALICUOTAS

CENTRIFUGACION

CONSERVACION
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6. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ADENIL-CICLASA

Para la determinacién de la adenil-ciclasa se midié la produccién de AMPc¢ por

los hepatocitos y las membranas hepaiticas.

6.1. PRODUCCION DE AMPc POR LOS HEPATOCITOS
6.1.1 Reactivos
- TBB/IBMX: Tris 50 mM, BSA 2%, bacitracina 2 mg/ml, isobutil-metil-xantina 0.4
mM, pH 7.5.
- TB: Tris 50 mM, BSA 2%, pH 7.5.
- Los péptidos se diluyen en TB de forma que en el ensayo queden a concentraciones
comprendidas entre 10" y 10° M.
- Metanol.
- Preparacién celular: los hepatocitos aislados se resuspenden en KRB BSA 0.1%,
glucosa 1.5 mM de forma que queden a una concentraci6n final de 0.5 x 10° cel/ml.
6.1.2. Incubacién
Se realiza la incubacidn en tubos de pldstico de 3 ml con un volumen final de
0.5 ml. Se afiaden por este orden:
- 250 pl de TBB/IBMX
- 50 ul de TB
- 50 pl del péptido que se esté probando a una concentracién de 107! - 10 (25
ul d una. concentracién doble si se incubaba con dos péptidos)., 0 50 ul de TB como

basal.



89

- La reaccién se inicia afiadiendo 150 pl de la preparaci6n celular. De esta
forma en el volumen final de incubacién los diversos reactivos quedan a las
siguientes concentraciones:

- Tris 35 mM, pH 7.5

- BSA 1.6%

- Bacitracina 1 mg/ml

- IBMX 0.2 mM

- CINa 50 mM

Se incuba durante 45 min a 15°C. La reaccién se detiene afiadiendo 1.25 ml de
metanol que precipita la fraccién proteica. Se centrifuga 10 min a 3.000 f.p.m.
Alfcuotas de 200 pl del sdbrenadante se pasan a tubos de vidrio (2 ml) en los que
se deja evaporar el metanol en una estufa a 60°C, quedando la fraccién soluble, con
el AMPc producido , adherida a la pared del tubo. Esta fraccién se guarda a -80°C
hasta el dia de la determinacién, en el que se resuspende con el buffer del

radioinmunoensayo de AMPc.

6.2. PRODUCCION DE AMPc POR MEMBRANAS HEPATICAS
6.2.1. Reactivos
. TBB/ATP: solucién que contiene un sistema regenerador de ATP:
- EDTA 2.5 mM
- | Creaﬁn—quinasa 0.25 mg/ml
- Creatin-fosfato S mM

-IBMX 0.5 mM
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- ATP 0.25 mM

- Tris 50 mM, pH 7.5
- BSA 2%
- Bacitracina 2 mg/ml
. TB/Mg?*
- CLMg 25 mM
- T;'is 50 mM, pH 7.5
-BSA 2%
. TBB
. TB
. Los péptidos se preparan en TB para una concentraci6n final de 10! - 10°M.
. Fluoruro de sodio (FNa) 0.1 M (concentracién final) como control de
estimulacién de la adenil-ciclasa.
. GTP 10° M (concentracién final), en los tubos que se especifican en los
resultados. |
. Preparado de membranas: Las membranas se descongelan lentamente y se
diluyen en tampén TBB, hasta una concentracién de 1.250 ug/ml, para dar en la
mezcla de la reaccién una concentracién final de 250 pg/mi.
6.2.2. Incubacién
Se realiza la incubaci6n en tubos de plastico de 3 ml, en un volumen final de
250 #1; Se afiaden por el siguienté orden:
- 100 ul TBB/ATP

- 50 ul TB/Mg?*
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- 50 pl de la dilucién de péptidos (10! - 10%) en TB

- 50 ul de mgmbranas disueltas en TBB

Se incuba durante 45 min a 15°C. La reaccién se detiene afiadiendo 1.25 ml de
metanol que precipita la fraccidn proteica. Se centrifuga 10 min a 3.000 r.p.m.
Alicuotas de 200 ul del sobrenadante se pasan a tubos de vidrio (2 ml) para evaporar
el metanol en estufa (605C). Los extractos se guardan a -80°C hasta el dia de las

determinaciones de AMPc.

6.3. DETERMINACION DE AMPc

La determinacion de AMPc se llevd6 a cabo por un método de
'radioinmunoanélisis, facilitado por Amersham.

El método se basa en la competicién entre el AMPc, y una cantidad fija de
AMPc marcado con I por un niimero limitado de sitios de unién en un anticuerpo
especifico. Con una cantidad fija de anticuerpo y ligando radiactivo, la cantidad de
ligando radiactivo unido al anticuerpo serd inversamente proporcional a la
concentracion de ligando no radiactivo que se afiada a la incubacidn.

El anticuerpo unido al AMPc reacciona después con un segundo anticuerpo que
esta fijado a unas particulas de polimero. La separacién de la fraccién de anticuerpo
unido se efectia por centrifugacién y decantacién del sobrenadante.

La medicién de la radiactividad en el precipitado hace posible el cdlculo de la

cantidad de AMPc marcado en la fraccién unida al anticuerpo. La concentracién dé
AMPc no marcado de la muestra se determina mediante la interpolacién en una

curva patrén (fig. 13).
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Fig. 13. Curva patrén dél RIA de AMPc. B/B, x 100: porcentaje de radiactividad

referido al mdaximo (By).
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7. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD PROTEINA QUINASA C

La actividad proteina quinasa C se determiné por el procedimiento de Kuo et
al (1980), como la fosforilacién dependiente de Ca®" y sensible a fosfolipido y a

histona rica en lisina.

7.1. OBTENCION DE LA FRACCION CRUDA CITOSOLICA

Los hepatocitos separados del medio de incubacién por centrifugacién, se
resuspenden en medio Hanks libre de calcio y magnesio:

-NaCl 140 mM

- KCl1 6 mM

- KH,PO, 0.4 mM

- Na,HPO, 0.3 mM

Tras resuspender el precipitado celular en este medio de homogenizacion se
sonica durante 15 segundos a 4°C, y se realiza una primera centrifugaciéon a
aproximadamente 100 x g para retirar los restos celulares no homogenizados.

Se recupera el sobrenadante y se somete a otra centrifugacién al5.000xg

durante 10 min. El sobrenadante se consideré como la fraccién cruda citoplasmética

- de los hepatocitos.



7.2. REACTIVOS
. Tampén de incubacién:
- Tris 25 mM, pH 7.5
- MgCl, 10 mM
- CaCL, 0.1 mM
. Fosfatidil serina 2.5 mg/ml)
. Dioleina 6 mg/ml
. Histona rica en residuos de lisina 1 mg/ml
. P_ATP 100 xCi/ml 0.5 mM
. Filtros Whatman (2.5 cm de lado)

. Acido tricloroacético 10% (TCA)

7.3. METODO

Se preparan 2 tipos de tubos con un volumen final de 200 pl: .

1. Problemas: - 20 ul de histona
- 20 pl de fosfatidil serina
- 20 ul de dioleina
- 4 ul de *P-ATP
- 20 ul de 1a fraccién cruda citosélica
- 116 ul de tampén de reaccién

2 Tubds blanco: Igual que el problema perd afiadiendo 20 pl de

tampén en vez del sobrenadante.

94
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Se incuba a 37°C durante 15 min. La reaccién se para pipeteando 100 ul de la
mezcla en filtros Whatman. Los filtros se introducen en una solucién de TCA 10%
durante 15 min para precipitar las proteinas, y se dan otros dos lavados mas de 10
min cada uno. Para calcular el estandar, se mezclan los tubos problemas y se
pipetean 10 ul en un filtro. La radiactividad de los standares se mide directamente,
sin lavar los filtros.

Los filtros se dejan secar y la radiactividad se cuenta en viales con 3 ml de
liquido dé centelleo.

Los valores se calculan como pmol de ATP incorporados a 1a histona después

de restar la radiactividad del tubo blanco.
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8. REACTIVOS Y APARATOS
8.1. REACTIVOS

De Amersham procedian el ATP-*?P y los reactivos para el RIA de AMPc.

De Bio-rad el reactivo de Bradford. .

De Boehringer la colagenasa, la arginina-vasopresina, la amiloglucosidasa, el
ATP, el creatin-fosfato y la creatina-quinasa, los reactivos para determinar la
glucosa, el lactato y el ELISA de insulina.

| De Medgenix los .reactivos para el RIA de glucagén.

De Sigma se adquiri6: 1a albiimina sérica bovina, el dextrano T-70, el Tris, la
sacarosa y el IBMX.

De Novo el glucagén porcino, y la insulina de rata.

El VIP y la pancreastatina porcinos de Peninsula.

8.2. APARATOS

Las homogenizaciones se hicieron en un homogenizador de vidrio Potter o con
sénicador MSE, MK2.

Las medidas espectrofotométricas se realizaron en un éspectrofotémetro LKB
modelo IIE.

Las incubaciones se realizaron en un bafio termostatizado Selecta (con
compresor para enfriar) modelo Unitronic-320.

Los contajes de radiactividad se hicieron en un contador de centelleo liquido

Kontron modelo Betamatic y en un contador gamma de LKB modelo 1261.
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La infusiéon de sustancias en el pancreas se realiz6 con un infusor Sage

Instruments modelo 352.

Para la perfusién de pancreas e hfgado se utiliz6 una bomba peristaltica de
Gilson modelo Minipuls 2.
La recogida de muestras de la perfusién de pancreas se efectué con un colector

de fracciones modelo 1200 PVP.
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9. ANALISIS ESTADISTICO

Para determinar la significacion estadistica de las diferencias encontradas en los
experimentos, se utilizé el test de la t de Student. Se ha considerado uné diferencia
significativa cuando el valor de p es menor de 0.05, lo que supone que hay menos
de un 5% de probabilidades de que las diferencias sean debidas al azar. La n fue

siempre mayor o igual a 4.



III. RESULTADOS Y DISCUSION
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1. EFECTO DE LA PANCREASTATINA SOBRE LA SECRECION DE

INSULINA EN PANCREAS AISLADO Y PERFUNDIDO

La adicién de pancreastatina (10 nM) al medio de perfusién inhibié
marcadamente la primera fase de la secrecién de insulina estimulada por glucosa
16.7 mM (p<0.001) en el pincreas aislado y perfundido de rata. S6lo hemos
representado la 12 fase de la secrecién, ya que el estimulo que utilizamos fueron
pulsos de glucosa de corta duracién (5 min) y descansos de 15 min. En la figura 14
se representa el primer pulso. En los estimulos siguientes, la secrecién de insulina

no se vio modificada por la pancreastatina.

1.1. DISCUSION

Desde la descripcién de su descubrimiento por Tatemoto et al (1986) la
pancreastatina ha sido considerada como miembro de una nueva familia de péptidos
con una funcién inhibitoria de la secrecién de insulina. Posteﬁores hallazgos han
descrito su localizacién en el mismo granulo beta, alfa o delta, segin la especie
estudiada; proponiendo asi un posible papel fisiolégico de la pancreastatina
modulando la secrecién de insulina de una forma tanto paracrina como autocrina.
Nuestros resultados concuerdan con los de la literatura en que la pancreastatina es
un inhibidor poco potente de la insulino-secrecién en el pancreas aislado y

‘estimulado con glucosa. Y ademds es 16gico que sea una moderada regulacién, ya
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Fig. 14. Efecto de la pancreastatina (10 nM) en el medio de perfusién sobre la
secrecién de insuliﬁa estimulada con glucosa en el pancreas aislado y perfundido de
rata. Los puntos blancos representan los niveles de insulina en el perfusado del
| éxperimento con pancreastatina (n=6), los puntos negros corresponden al grupo

“control (n=3).
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que se ha demostrado que la pancreastatina es cosecretada con la insulina desde el
betagranulo (Ostenson et al 1989).

Por otra parte la aparicién de este nuevo péptido pancredtico nos llevé a
preguntarnos si la pancreastatina tendrfa algiin papel hormonal en el metabolismo de
la glucosa ademas del efecto regulador de la secrecién de la insulina. Otros grupos
de investigacién extranjeros se han ocupado, sin demasiado éxito, de descifrar el
mecanismo de accién de la pancreastatina en su accién inhibidora de la secrecién de
insulina (Lorinet et al 1989; Ostenson et al 1989). Del mismo modo, han estudiado
el papel de la pancreastatina sobre tejidos extrapancredticos como la gldndula
paratiroides (Fasciotto et al 1988), el estémago (Lucey et al 1988) y el pancreas
exocrino (Fﬁnakoshi et al 1989, 1990). Sin embargo, no debemos olvidar que la
principal funcién del islote de Langerhans es el control de la glucemia,
contrarregulada por otras hormonas extrapancredticas, fundamentalmente las
catecolaminas, las cuales estin también directamente relacionadas con la
pancreastatina por localizarse en las mismas células cromafines. Como hemos
verificado en nuestros resultados, la pancreastatina es inhibidora de la secrecién de
insulina, al igual que lo son las catecolaminas. A continuacién nos dispusimos a
estudiar si la pancreastatina comparte con las catecolaminas su funcién

contrarreguladora de la insulina en el metabolismo de la glucosa.
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2. ACCION DE LA PANCREASTATINA SOBRE EL _PANCREAS

ENDOCRINO Y LA GLUCOGENOLISIS HEPATICA IN VIVO

2.1. EFECTO DE LA PANCREASTATINA SOBRE LA GLUCEMIA, LA
INSULINA Y EL GLUCAGON PLASMATICO. COMPARACION CONEL
GLUCAGON Y EL VIP

La inyeccién intramesentérica de pancreastatina 300 pmol/Kg) produjo un
incremento en la glucosa sanguinea con un pico a los § min (p <0.01). A los 10 min
la glucemia era aiin significativamente mds alta que en el grupo control (p <0.05).
Pero a los 20 min, los niveles de glucosa sanguineos eran iguales a los de los
controles (fig. 15).

La inyeccién de glucagén (300 pmol/Kg) en el lecho espldcnico incrementd los.
niveles de glucosa sanguinea de una forma constante en el tiempo. A los 5 min no
habia diferencia entre este grupo y el inyectado con pancreastatina. A los 10 min la
glucemia era yade 6.2 + 0.2 mM y 6.7 + 0.3 mM a los 20 min.

En cambib los niveles plasmdticos de insulina y glucagén no se afectaron
significativamente por la inyeccién de pancreastatina, en ninguno de los tiempos en
que se tomaron las muestras de sangre .

El glucagén elevd ligeramente los niveles plasmaticos de insulina, que fueron

. incrementandose con el tiempo. Este efecto se hizo signifiactivo (p <0.05) a los 20

min (34 + 7 uU/ml, comparado con las 16 xU/ml del grupo control) (Fig. 15).

Tras la inyeccién de glucagdn, los niveles plasmaticos de dicha hormona eran

de 720 + 70 pg/ml a los 5 min. Seguidamente, fue disminuyendo progresivamente
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Fig. 15. Niveles sanguineos de glucosa (arriba), niveles plasmdticos de insulina (en
medio), y de glucagén (abajo), antes y varios tiempos después de la inyeccién de
pancreastatina (300 pmol/Kg; circulos negfos, n=8), glucagén (300 pmol/Kg;
cfrculés blanbos, n=38), o salino-BSA-1% (tri:ingulos negros, n=6) en la vena
mesentérica superior. Se muestran las medias + ESM. *p<0.05, **p<0.01,

**%p <0.001, comparado con el grupo control.

i
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Tabla II. Efecto del VIP (300 pmol/Kg), inyectado en la vena mesentérica superior,

sobre la glucemia, la insulina y el glucagén plasmétic_os. V (grupo inyectado con

VIP), C (grupo inyectado con salino-BSA-1%). Los valores son las medias + ESM.

*p<0.05, **p<0.001 (n=6).

Glucemia

(mM)

Insulina
(uU/ml)

Glucagén
(pg/ml)

\%

min
4.04+0.2

4.1+£0.1

13.5+1.0

14.61+0.3

82110

87+10

min
4.1+0.2

4.5+0.1

13.8+1.5

19.0+1.4°

75410

14047

10 min
4.14+0.2

4.9+0.2

13.2+1.2

19.1+1.1°

78+12

94 +20

20 min
4.1+0.2

5.5+0.2"

14.040.8

21.5+0.7

80+10

100+25
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la concentracién de glucagén plasmadtico, qﬁe a los 20 min todavia era de 175 + 38
pg/mi.

La administracién de VIP (300 pmol/Kg) en el terrritorio espldcnico venoso,
produjo una ligera hiperglucemia (Tabla II) que fué incrementdndose con el tiempo,
para ser significativa a los 20 min (5.5 + 0.2 mM, p <0.05).

Los niveles basales de insulina plasmética en el grupo inyectado con VIP se
incrementaron significativamente con respecto al grupo control desde los 5 min
(p<0.05), y fue incrémenta’mdose con el tiempo hasta los 20 min (21.5 + 0.7
pU/ml) en que la diferencia fue mds significativa con respecto al grupo control
(p<0.001) (tabla II).

El VIP increment6 bastante mds los niveles plasmiéticos de glucagén que desde
87 + 10 pg/ml se elevaron a 140 + 7 pg/ml (p<0.001) en forma de pico a los 5
min. A los 10 y 20 min ya no habia diferencias significativas con respecto al grupo

control.

2.2. EFECTO DEL FRAGMENTO C;TERMINAL DELA PANCREASTATINA
(33-49) SOBRE LA GLUCEMIA, LA INSULINA Y EL GLUCAGON
PLASMATICOS

La inyeccion intramesentérica del fragmento C-terminal 33-49 de la

pancreastatina (300 pmol/Kg) produjo un incremento en la glucemia (fig. 16)

continuo en el tiempo, alcanzando a los 20 min el valor de 5.7 + 0.3 mM

(p <0.005) un valor mas alto que el producido por el péptido completo ( p<0.05)

a los 5 min. Sin embargo, como se muestra en la tabla III los niveles plasméticos
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Fig. 16. Niveles sanguineos de glucosa antes y varios tiempos después de la
inyeccidn de pancreastatina (300 pmol/kg; circulos blancos, n=8), su fragmento 33-
49 C-terminal (300 pmoi/Kg; circulos negros, n=8), o salino-BSA-1% (tridngulos
blancos, n=6) en la vena mesentérica superior. Se muestran las medias + ESM.
Los asteriséos son los niveles de significancia estadistica de las diferencias con el

grupo control. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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Tabla III. Niveles plasmdticos de insulina y glucagén antes y varios tiempos
después de la inyeccion de pancreastatina (P) (300 pmol/Kg, n=8), su fragmento 33-
49 C-terminal (F) (300 pmol/Kg, n=8), o salino-BSA-1% (C) (n=6). No habia

diferencias significativas comparando con el grupo control (C).

min min 10 min 20 min
C 13.5+1.0 13.8+1.5 13.2+1.2 14.0+0.8 -
Insulina P 13.0+1.0 13.0+1.0 16.0+2.0 18.0+3.0
(wU/ml) F 14.04+0.5 17.0+1.5 16.0+1.0 17.0£1.0
C 82+10 75+10 78+12 80+10
Glucagén P 82+6 86+6 8449 83+13

(pg/ml) F 7516 79+10 81+11 88+17
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basales de insulina y glucagén no se afectaron significativamente, como se observé

tras la inyeccién de pancreastatina (1-49).

2.3. EFECTO COMBINADO DE PANCREASTATINA + GLUCAGON Y
| FRAGMENTO C-TERMINAL (33-49) + GLUCAGON SOBRE LA

GLUCEMIA Y LA INSULINA PLASMATICA

La administracién conjunta de glucagén y pancreastatina incrementd la glucemia
significativamente (p<0.05) con respecto a la hiperglucemia producida por la
administracién separada de los péptidos (fig. 17). La inyeccién de glucagén junto
al fragmento 33-49 C-terminal de pancreastatina increment6 atin mas la
hiperglucemia en todos los puntos en que se tomaron muestras.

La estimulacién de la secrecién de insulina producida por el glucagén fue
inhibida por la administracién conjunta de pancreastatina (p <0.05). Esta inhibicién
fue ain mayor al administrar junto al glucagén el fragmento 33-49 C-terminal de

pancreastatina.

2.4. EFECTO DEY LA PANCREASTATINA SOBRE LA GLUCOGENOLISIS
HEPATICA. COMPARACION CON EL GLUCAGON Y EL VIP
El contenido basal de glucégeno era de 51 + 5 mg por g de higado (peso
himedo). Los resultados de glucogenolisis estdn expresados como la diferencia de
la conééntracién hepidtica de glucdgeno entre las condiciones basales (tiempo 0) y

tras la inyeccién de dosis equimolares de pancreastatina, glucagén y VIP.
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Fig. 17. Efecto combinado del glucagén con la pancreastatina (circulos blancos) o
con su fragmento 33-49C-terminal (circulos negros), comparado con el efecto del
glucagén (cuadrados negros), (los tridngulos negros son los controles) sobre la
‘ghicosa sanguinea (abajo) y los .niveles plasmdticos de insuliﬁa (arriba), tras la
inyeccién en vena mesentérica superior. Se muestran las medias + ESM de siete

experimentos. *p <0.05.
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- La glucogenolisis hepética se incremeﬁté significativamente 10 min después de

la administracién intramesentérica de 300 pmol/’kg de pancreastatina (fig. 18),

comparado con el grupo control (desde 2.8 + 1.4 mg/g hasta 7.8 + 1.4 mg/g). A

los 20 min las diferencias fueron aiin mas significativas (de 3.4 + 1 mg/gal2.2 +

1.2 mg/g). Este efecto fue comparable al ocasionado por el glucagén y algo mayor
en magnitud que el producido por el VIP (fig. 19)

La administracién conjunta de pancreastatina y glucagén no incrementd la

glucogenolisis hepdtica (fig. 20).

2.5. EFECTO DEL FRAGMENTO C-TERMINAL (33-49) SOBRE LA
GLUCOGENOLISIS HEPATICA IN VIVO
El fragmento 33-49 de pancreastatina (300 pmol/kg) produjo un incremento en
la glucogenolisis hepdtica de forma mds significativa (p <0.0005) que el péptido de
49 aminoacidos (p <0.001) aunque no habia diférencias significativas entre estos dos
grupos (fig. 21).
La administracién conjunta de la pancreastatina o su fragmento (33-49) jurito

al glucagén no modificé la glucogenolisis causada por el glucagdn (fig. 20).
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Fig. 18. Glucogenolisis tras la inyeccién de pancreastatina (300 pmol/kg; barras
rayadas verticalmente), glucagén (300 pmol/Kg; barras rayadas horizontalmente),
o salino-BSA-1% (barras blancas) en la vena mesentérica superior. Los valores son

las medias + ESM de siete experimentos. *p <0.05, **p<0.001.
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Fig. 19. Glucogenolisis tras 1a inyeccién de VIP (300 pmol/kg; barras negras) o
salino-BSA-1% (barras blancas) en la vena mesentérica superior. Los valores

‘representan las medias + ESM de ocho experimentos.. *p <0.05, **p<0.001).
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Fig. 20. Glucogenolisis tras la inyeccién en la vena mesentérica superior de
glucagén (300 pmol/Kg, barras blancas), glucagén mds pancreastatina (300 pmol/Kg
de cada hormona, barras negras), o glucagén m4s el fragmento 33-49 C-terminal de
pancreastatina (300 pmol/Kg, barras rayadas). Se representan las medias + ESM de

siete experimentos.



115

LR X

[y
[
1

[
P~
]

»

»

*

[
N
i

[y
o
1

GLUCOGENOLISIS (mg/g Higado)
o
]

TIEMPO (min)

Fig. 21. Glucogenolisis tras la inyeccién de pancreastatina (300 pmol/kg; barras
rayadas), su fragmento 33-49 C-terminal (300 pmol/kg; barras blancas), o salino-
IBS,;\-I % (barras negras) en la ven# mesentérica superior. Los valores son las medias
;-i; ESM de siete experimentos. *p <0.05, **p <0.01, ***p<0.005, ****p<0.001,

comparando con el grupo control.
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2.6. DISCUSION

Hasta la fecha son pocos los trabajos en los que hayan estudiado el efecto in
vivo de la pancreastatina sobre el pidncreas endocrino, y los resultados parecen
contradictorios. Ahren et al (1988) hicieron un estudio en ratones a los que
administraron 4 nmol/kg de pancreastatina, encontrando un débil efecto inhibitorio
de la secrecién de insulina y estimulatorio sobre la secrecién basal de glucagon,
explicando asi el pico de hiperglucemia que también encontraron en el ratdn.
Nuestros resultados en 'cambio, demuestran que en la rata in vivo, 300 pmol/kg de
pancreastatina inyectados via portal estimula la glucogenolisis hepdtica, y que este
efecto podria ser responsable de la hiperglucemia, ya que no se modificaron los
niveles basales de insulina y glucagén. Por otra parte, Lindskog et al (1988)
publicaron un efecto estimulador de la pancreastatina sobre el glucagén, sin
modificar los niveles plasmdticos de insulina plgsméﬁca, también en el ratén.

Estos resultados contradictorios pueden ser explicados por las diferentes
especies animales que se han usado, las diferencias en las dosis y por las diferencias
en los modelos experimentales. En nuestro caso, las dosis fueron mas bajas buscando
un posible papel fisiolégico de la pancreastatina.

Funakoshi et al (1989) no encontraron ningiin efecto de la pancreastatina sobre
la secrecién no estimulada de insulina y glucagén en la rata in vivo. Sin embargo,
no encontraron efecto alguno sobre los niveles basales de glucemia. La discrepanciﬁ’
vcdn nuestros resultados puede resultar de las diferentes situaciones metabdlicas de
los animales empleados, ya que ellos llevaron a cabo los experimentos tras un ayuno

de 18-24 h, cuando las reservas de glucGgeno estan casi totalmente deplecionadas.
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Nosotros por el contrario, estﬁdiamos a los animales en el estado postabsortivo, en
el que el contenido de glucégeno es méximo.

La administracién de VIP a las ratas en estado postabsortivo tuvo unos efectos
diferentes. El VIP increment6 los niveles de glucagén plasméticos de glucagén en
mayor grado que los niveles de insulina, como ya se habfa observado anteriormente
(Makhlouf 1980). Este efecto es posiblemente 1a causa de 1a hiperglucemia obsevada,
ya que los niveles de glucosa sanguinea no se incrementaron significativamente hasta
los 20 min tras la inyeccién de VIP. Sin embargo, el incremento en la glucogenolisis
se observé ya a los 10 min, aunque no serfa suficiente para incrementar los niveles
de glucosa sanguinea (a los 10 min no habia diferencias significativas en la glucemia
comparado con los controles). Sin embargo, el incremento en el glucagén, més el
VIP que quedara aiin en la circulacién podria causar la hiperglucemia observada.

Ya se habia demostrado que el fragmento C-terminal 33-49 de pancreastatina
inhibfa mas potentemente la 1? fase de la secrecién de insulina en el pancreas aislado
(Tatemoto et al 1986), sugiriendo asf una mayor potencia biolégica del fragmento
de menor tamafio, al igual que ocurre con otros péptidos hormonales como la CCK |
(Dockray et al 1978). En nuestro estudio hemos demostrado que el fragmento 33-49
de pancreastatina producia una mayor hiperglucemia, y mantenida en el tiempo, asi
como un efecto algo mayor sobre la glucogenolisis hepética (aunque no llegaba a ser
estadisticamente significativo).

Unél forma indirecta de buscar el posible mecanismo de accién de una hormona
nueva es el estudio del efecto (aditivo o no) de esta al administrarse junto a otra

hormona de mecanismo de accién conocido. En nuestro caso empleamos el



118

glucagdén. La administracién éonjunta de pancreastatina o su fragmento 33-49 en
adicién al glucagén, no incrementd el efecto glucogenolitico producido por el
glucagén, con lo cual se puede deducir que el mecanismo de accién de la
pancreastatina, en su efecto glucogenolitico hepdtico, no es igual el utilizado por €l
glucagén, que como es bien sabido, actia estimulando la adenilato ciclasa y
produciendo asi un incremento de AMPc intracelular. Sin embargo, el efecto
hiperglucémico se potencié, ya que la pancreastatina, y mds potentemente su
fragmento 33-49, inhibi6 en parte la estimulacién de la secrecié;l de insulina por el
glucagdén. Este efecto inhibitorio de la pancreastatina in vivo, coincide con el
encontrado in vitro, en el pancreas aislado y perfundido de rata (Peir6 et al 1989).

Sin embargo, nuestro estudio in vivo no se descarta el posible papel de otras
hormonas que actiian fisiolégicamente desencadenando la glucogenolisis. Es el caso-
de las catecolaminas. Por ello, el siguiente paso que nos planteambs fue el posible
efecto de la pancreastatina sobre los niveles plasmdticos de catecolaminas, utilizando
para ello el mismo modelo experimental de ratas en estado postabsortivo, y

administracién i.v. intramesentérica de pancreastatina.
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3. EFECTO DE LA PANCREASTATINA SOBRE LA SECRECION DE
CATECOLAMINAS IN VIVO

La administracién de 300 pmol/kg de pancreastatina 33-49 en el territorio
espldcnico, produjo un descenso en los niveles plasmdticos de catecolaminas en
sangre arterial a los 10 min (tabla IV), aunque sélo la adrenalina disminuyé
significativamente respecto al grupo de ratas control. La noradrenalina disminuyé
en menor medida, no siendo significativa la diferencia con el grupo control. Los

niveles plasméticos de dopamina no se modificaron tras la inyeccién del péptido.

3.1. DISCUSION

El hecho de que la pancreastatina tuviera un efecto glucogenolitico in vivo, nos
llevé a descartar un posible efecto indirecto, mediado por catecolaminas. La
secuencia de pancreastatina est4 incluida en la de la cromogranina A, la cual parece
ser su precursor. Asi que, si la cromogranina A estd presente en todo el sistema
cromafin, podrfa haber una conexi6n con este sistema. Nuestros resultados coinciden
con los mostrados recientemente por (Simon et al 1988), en los que se muestra in
vitro un control negativo de varios péptidos derivados de la cromogranina A sobre
la secrecién de células cromafines adrenales en cultivo. En este sistema celular la
pancreastatina  funcionarfa como un modulador autocrino, inhibiendo y
autorregulando la secrecién de la hormona con la que se cosecreta, al igual que
ocurré én la éélula B.

Como nuestros resultados de glucogenolisis hepética por pancreastatina in vivo

no eran pues explicables por un mecanismo indirecto, mediado por catecolaminas,
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decidimos dar un nuevo paso y estudiar in vitro la actividad glucogenolitica de la

pancreastatina en hepatocitos aislados.
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Tabla IV. Efecto de la pancreastatina 33-49 sobre los niveles plasmdticos de
catecolaminas (pg/ml) en sangre arterial, 10 min después de inyectarse en la vena

mesentérica superior. Se muestran las medias + ESM de siete experimentos.

NORADRENALINA ADRENALINA
CONTROL 188+35 215432

PANCREASTATINA 150+35 124418 (P<0.05)
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4. EFECTO DE LA PANCREASTATINA SOBRE LA PRODUCCION DE
L LACTAT EN__HEP IT AISLA

COMPARACION CON GLUCAGONY V PRESINA

4.1. ESTIMULACION HORMONAL DE LA ’PRODUCCION DE GLUCOSA

RESPECTO AL TIEMPO

Como se demuestra en la figura 22, la pancreastatina a una concentracién de
107 M produjo un incremento en la liberacién de glucosa (p <0.05) comparado con
el grupo control a los 10 min, y este efecto persistié en el siguiente punto, a los 20
min. La vasopresina (107 M) produjo una estimulacién mayor de la liberacién de
glucosa (p<0.01) comparado con el grupo control, y el glucagén con la misma
concentracién fue el mds eficiente para incrementar la produccidon de glucosa
(p<0.0001). El incremento en la produccién de glucosa causado por el glucagén y
la vasopresina también se mantuvo en ambos puntos de_terminados (iO y 20 min).

En la figura 23 también se muestra el efecto del fragmento 33-49 de. la
pancreastatina sobre la producpién de glucosa por los hepatocitos, que fue ligera

pero significativamente mayor que el producido por el péptido entero.
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Fig. 22. Estimulacién hormonal de la liberacién de glucosa por hepatocitos en el
tiempo. Tras 2 min de preincubacién, el tiempo O se afiadié medio de incubacién
(circulos blancos) o una hormona 107 M: pancreastatina (cfrculos negros),
vasopresina (tridngulos ‘blancos) o glucagén (tridngulos negros). Los asteriscos
representan la significancia estadistica de las diferencias entre las medias de los
‘vaiores control y los experimenfos con hormonas para cada tiempo. *p<0.05;

*xp <0.01; ***p<0.001.
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Fig. 23. Comparacién de la estimulacién de la liberacién de glucosa producida por
la pancreastatina 107 M (circulos negros) y su fragmento 33-49 C-terminal (circulos
blancos). Los resultados son la media + ESM de cuatro experimentos de distintas

preparaciones de hepatocitos. *p <0.05.



125
4.2. DOSIS-RESPUESTA DE LA ESTIMULACION HORMONAL DE LA

PRODUCCION DE GLUCOSA

Se midid la liberacién de glucosa producida por diferentes concentraciones
hormonales como el incremento sobre el valor control de produccién de glucdsa de
cada preparacién. Como se muestra en la figura 24, la pancreastatina estimulé la
glucogenolisis de forma dosis dependiente. La concentracién de pancreastatiﬁa que
produjo la mitad del efecto mdximo fue aproximadamente 1 nM, y la del glucagén
y la vasopresina alrededor de 0.3 nM (fig. 24). La liberacién de glucosa producida
por vasopresina y glucagén fue mds significativa (p<0.005 y p<0.001

respectivamente), que la ocasionada por la pancreastatina.
El fragmento 33-49 de pancreastatina incrementé la liberacién de glucosa en

mayor medida que el péptido entero, siendo las diferencias significativas (p <0.05).

4.3 DOSIS-RESPUESTA DE LA INHIBICION HORMONALDE LA
PRODUCCION DE LACTATO
Como era de esperar, el glucagén disminuy6 la produccién de lactato de forma |
dependiente de la dosis (fig. 25). La concentracién que produjo la mitad del efecto
mdximo fue aproximadamente de 0.6 nM. Sin embargo, la vasopresina y la

pancreastatina no inhibieron la produccién de lactato comparado con los controles.



126

~ 2401 * K XK
-
8 -E 200| .
3'38 % % %
S84 160] *
28:?3 / **
g?g‘ 120- * % }** /
o2 /
g
g T 40| —
> g .

L. J AR = . :

/

0 -10 -9 -8 -7
log {[Hormona] (M)}

Fig. 24. Dependencia de concentracién de la estimulacién hormonal de la liberacién
de glucosa. Los hepatocitos se incubaron con diferentes concentraciones de
pancreastatina (circulos negros), vasopresina (tridngulos blancos) o glucagén
(tridngulos negros). La ‘producciéh de glucosa se expresa como el incremento sobre
* el valor control para cada preparacién. Los asteriscos son la significancia estadistica |
de .las diferencias con los valores medios de los experimentos con pancreataﬁna

‘(n=4). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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Fig. 25. Dependencia de concentracién de la inhibicién hormonal de la produccién
de lactato. Los hepatocitos se incubaron con diferentés concentraéiones de
pancreastatina (circulos -negros), vasopresina (tridngulos blancos) o glucagén
(tridngulos negros). La produccién de lactato se expresa como la diferencia entre el
contehido iniéial y final de lactato en la suspensiéxi de hepatocitos. Los valores son

las medias + ESM de cuatro experimentos.
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4.4. DEPENDENCIA DE Ca** DEL EFECTO HORMONAL SOBRE LA
LIBERACION DE GLUCOSA
El incremento de la produccién de glucosa causado por la vasopresina es
dependiente del calcio extracelular, mientras que el incremento en la produccién de
glucosa mediado por el glucagén es independiente del calcio extracelular
(Williamson et al 1981; Exton 1988).
Como se huestra en la tabla V, la posible dependencia del Ca?* extracelular en el
efecto glucogenolitico dé la pancreastatina se investigé en comparacién con las otras
dos hormonas. Al igual que la vasopresina y al contrario que el glucagén, la
pancreastatina no estimulé la produccién de glucosa cuando la concentracién de
calcio extracelular fue drdsticamente descendida, omitiendo CaCl, del medio de

incubacién y afiadiendo 2 mM de EGTA.
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Tabla V. Efecto hormonal sobre la liberacién de glucosa por hepatocitos en
presencia de calcio o EGTA (nmol de glucosa/mg de proteina x 20 min). La
concentracién final de hormona fue de 107. La liberacién de glucosa se expresa
como la diferencia enﬁe la concentracién inicial y final (tras 20 min de incubaci6n)
de glucosa en la suspensién de hepatocitos. Los valores son las medias + ESM de
cuatro experimentos, cada uno de diferentes preparaciones celulares. *P <0.05
comparado con el grupo control incubado con Ca**. *P<0.05 comparado con la

muestra de igual contenido hormonal.

Control Pancreastatina Glucagén Vasopresina
Ca’* 2mM 225420 340426 * 530+30" 405+28 *

EGTA 2 mM 175+16 180+23° 520+30* 190+30°




130
4.5. DISCUSION

Hemos estudiado el efecto hormonal sobre la glucogenolisis en hepatocitos
aislados, medida como produccién de gluéosa y sobre la glucolisis, mediante la
determinacién de la produccién de lactato.

En el estado postabsortivo, el glucagén estimula la produccién de glucosa
incrementando tanto la glucogenolisis (Cherrington et al 1976), como la
gluconéogénesis (Exton 1972), asf como inhibiendo la glucolisis (Larner et al 1978).
In vivo, se sabe que en el estado postabsortivo, la produccién de glucosa es
principalmente (70-80%) a partir de la glucogenolisis hepética, con una contribucién
menor (20-25 %) de la gluconeogénesis (Dietze et al 1976). El hecho de que hayamos
incubado los hepatocitos con una concentracién basal de glucosa (1.5 mM) y sin
precursores gluconeogénicos supone un mayor porcentaje de la produccién de

glucosa en favor de la glucogenolisis. En nuestros experimentos, los hepatocitos se

obtuvieron de ratas alimentadas, y mediante la perfusién con glucosa 20 mM, para

evitar la deplecién de glucégeno. La pancreastatina produjo un increnmento en la _
glucogenolisis sin modificar 1a produccién de lactato.

Nuestros resultados muestran por vez primera, un efecto hormonal de la
pancreastatina sobre un tejido lejos del 6rgano endocrino que la produce. Hemos
visto que la concentracién de pancreastatina que produce la mitad del efécto maximo
glucogenolitico era aproximadamente 1 nM. En el cerdo (Bretherton-Watt et al 1988)
se ha demostrado que la pancreastatina plasmdtica se incrementa tras una comida
mixfa que contenga carbohidratos, proteinas y grasas, alcanzando una concentracién

en sangre periférica de 0.15 nM. Asf pues, en sangre portal, la pancreastatina podria
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alcanzar una concentracién suficientemente elevada para ejercer su accién en el
higado. En el hombre, se ha demostrado que los niveles plasmdticos de
pancreastatina se incrementan tras la infusi6n intrayeyunal de una comida liquida que
contenga proteinas, carbohidratos y grasas (Funakoshi et al 1990), pero no con una
sobrecarga de glucosa; postulando asi que serfan las proteinas o las grasas, las
responsables de la liberacidn de pancreastatina. En el hombre se ha demostrado la
presencia de pancreastatina en las células A y D del islote pancredtico (Schmidt et
al 1988). Es posible que la pancreastatina tuviera un papel fisioldgico parecido y
complementario al glucagén, el cual, ademds de actuar en el estado postabsortivo,
prevendria, en el estado postprandrial, de la hipoglucemia que produciria el
incremento de insulina plasmdtica tras una comida rica en protefnas y pobre en
carbohidratos.

En este trabajo, hemos comparado el efecto glucogenolitico de la pancreatatina
con el producido por el glucagén y la vasopresina. La pancreastatina (107 mM)
estimulé la glucogenolisis aproximadamente un 55% del estimulo producido por el
glucagén, y alrededor del 75% del producido por la vasopresina, usando
concentraciones equimolares. Como observamos en los trabajos in vivo, el
fragmento 33-49 de pancreastatina resulta ser algo mads eﬁcéz estimulando la
glucogenolisis que el péptido de 49 amino4cidos.

Una forma indirecta de buscar el posible mecanismo de accién de una hormona, ‘
es comprobar la dependencia del Ca?* en su efecto sobre.la célula diana. La

pancreastatina resulté ser inefectiva en ausencia de Ca’* extracelular, y con las
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reservas intracelulares de Ca’* intracelular deplecionadas por la preincubacién con
EGTA, de la misma forma que ocurri6 con la vasopresina.

La pancreastatina comparte con la vasopresina la estructura C-terminal -Arg-
Gly-NH,, y el fragmento C-terminal de la pancreastatina tiene una potencia més
préxima a la de la vasopresina que el péptido completo. Si la pancreastatina ejerce
su accién en el hepatocito a través de un receptor propio o mediante reactividad
cruzada con el receptor de la vasopresina es un dilema que permanece sin dilucidar
por la dificultad de marcaje de un péptido sin restos de tirosina. Aunque su coste es
alto, ya se ha comercializado una pancreastatina tirosinada, por lo que es posible que
comiencen a aparecer trabajos de binding (especificos o no) de la pancreastatina, que
hasta la fecha se desconocen.

De todas formas decidimos investigar directamente el posible mecanismo de
accién utilizado por la pancreastatina, estudiando los dos sistemas principales de
transduccién de sefiales glucogenoliticas en el higado, la actividad de adenilato
ciclasa y el recambio de fosfolipidos, mediante la detcrminﬁcién de AMPc y la

actividad de proteina quinasa C respectivamente.
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5. ESTUDIO DEL MECANISMO DE ACCION DE LA PANCREASTATINA

EN HEPATOCITO

5.1. EFECTO DE LA PANCREASTATINA SOBRE LA ACTIVIDAD
ADENILATO CICLASA

5.1.1. Actividad adenilato ciclasa de membranas hepdticas

La pancreastatina y su fragmento 33-49 C-terminal (107 M) no incrementaron
la produccién de AMPc en membranas de higado de rata comparado con el control.
Tampoco modificaron el AMPc producido por la incubacién con GTP (Tabla VI).

El glucagén (107 M) en cambio, aumentd los niveles de produccién de AMPc
5 veces comparado con el control. Ademds potencid la estimulacién de la produccién
de AMPc producida por GTP, alcanzando los 160 pmol/mg de proteina.min, un
valor mayor que la suma de la produccién de AMPc estimulada por separado por
glucagén y GTP.

El FNa, un estimulador de adenilato ciclasa no meciiado por receptor,

incrementd 7 veces la actividad basal de la adenilato ciclasa.

5.1.2. Actividad adenilato ciclasa de hepatocitos aislados
El glucagén, como se esperaba, incrementé la produccion de AMPc en los
hepatocitos, y lo hizo de forma dependiente de la dosis. La concentracién que indujo

la mitad de la concentracién méxima de AMPc fue de 2 nM.



Tabla VI. Produccién de AMPc por las membranas hepdticas incubadas con
diferentes efectores, expresado en pmol de AMPc producidos por mg de proteina y

min de incubacién. Los resultados son las medias + ESM de cuatro experimentos.

CONTROLES 21 +£5
NaF (10 mM) 140 + 11
| GTP (10%) 42 + 7
Pancreastatina 1-49 (107) 27+ 6
Pancreastatina 1-49 (107) + GTP (10 B 49 + 8
Pancreastatina 33-49 (107) 21 +7
Pancreastatina 33-49 (10" + GTP (10°%) -—-- 42 + 6
Glucagén (107) : 100 + 10

Glucagén (107 + GTP (10°) 160 + 12
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La pancreastatina, no modificé, como se muestra en la figura 26, la produccién
de AMPc cuando se aflade al medio de incubacién. Lo mismo ocurrié al afiadir
vasopresina. El margen de concentracién utilizado fue de 10 M a 107 M.

La incubacién de los hepatocitos con pancreastatina o vasopresina,
conjuntamente con el glucagén, no modificé la estimulacién de AMPc producida por

este dltimo.



AMPc (pmol/mg proteina)

~ b. Efecto de la combinacién del glucagén con la pancreastatina (circulos negros) y

136

600 L a
500L
400
300}
200 L
100}

L

0 —.10 -9 -8
log {[Hormona] (M)}

Fig. 26. Efecto hormonal sobre la produccién de AMPc en hepatocitos.
a. Dependencia de concentracién del efecto hormonal sobre los niveles hepatocitarios
de AMPc. Pancreastatina (circulos blancos), vasopresina (tridngulos blancos),

glucagdn (tridngulos negros).

con la vasopresina (tridngulos blancos) sobre los niveles d¢ AMPc de hepatocitos.

Los valores representados son las medias + ESM.
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5.2. EFECTO DE LA PANCREASTATINA SOBRE LA ACTIVIDAD DE

PROTEINA QUINASA C

Como se muestra en la figura (27), la actividad PKC de la fraccién cruda
citosélica de hepatocitos era dependiente del tiempo, alcanzando el valor mdximo a
los 15 min, y continuaba sin modificarse hasta los 30 min. La actividad PKC
también se demostrd que era dependiente de la presencia en la mezcla de incubacién
de dioleina y fosfatidil-serina (fig. 28).

Como se muestra en la figura 29, la pancreastatina (33-49) produjo un
incremento en la actividad de proteina quinasa C de unas 15 veces el valor control,
~ pero todavia se quedd en aproximadamente el 50% del incremento producido por la
vasopresina, una hormona conocida por su actuacién a través de la activacion de
fosfolipasa C.

La activacién de PKC por la pancreastatina (33-49) fue dependiente de la dosis

(fig. 30) alcanzando el madximo efecto a la concentracién de 10° M.



138

2.2
18 L
151
121

09 L

ACTIVIDAD PKC
pmol/mg pp

08|

03 L

1 |

TIEMPO (min)

Fig. 27. Dependencia del tiempo de la actividad de proteina quinasa C.

S
~



139

2.2

181

181

12 L

0.9 L

0.8 r_

ACTIVIDAD PKC
pmol/mg pp-15 min

03 L

HISTONA +
FOSFATIDIL-SERINA +
DIOLEINA +

I+ +
+ 1+
I +

|

Fig. 28. Dependencia de la histona rica en lisina, fosfatidil-serina y dioleina en la

actividad proteina kinasa*C de hepatocitos.
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Fig. 29. Efecto de la pancreastatina 33-49 (barra blanca) y la vasopresina (barra
rayada) sobrekla actividad de proteina quinasa C, comparado con el control (barra

negra). Los valores son las medias + ESM de cuatro experimentos.
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Fig. 30. Dependencia de concentracién de pancreastatina 33-49 en la activacién de
la proteina kinasa C. Se muestra un experimento representativo de un total de tres
realizados. Los resultades se expresan como el incremento de la actividad de PKC

~ sobre el valor control.
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5.3. DISCUSION

Estos resultados confirman a los anteriores en el sentido de que la
pancreastatina actuaria sobre los hepatocitos mediante un mecanismo parecido al de
la vasopresina (Stubs et al 1976), que segiin comprobamos en la incubacién con
hepatocitos era dependiente de Ca?*. Ahora in vitro, se demuestra la accién efectora
sobre la actividad PKC que es complementaria del incremento de Ca?* intracelular,
ya que se activa por el diacilglicerol. Como es sabido,el diacilglicerol es uno de los
productos de la hidrélisis de fosfolipidos de membrana por fosfolipasa C (PIP,), el
otro producto (IP;) incrementa el Ca* citosélico por, contribuyendo asi también a
la activacién de la PKC.

Asi{ mismo, hemos demostrado cémo la pancreastatina, al igual que la
vasopresina (Kirk y Hems 1974) no influye en la actividad adenilato ciclasa del
hepatocito, no modificando la produccién basal de AMPc, ni la estimulada por

glucagén.
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IV. EPILOGO
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En este trabajo hemos descrito por vez primera el efecto glucogenolitico de la
pancreastatina. Lo evidenciamos en primer lugar en la rata in vivo. Cuando
empezamos a trabajar con la pancreastatina, no se conocfa su vida media, ni el lugar
de degradacion o excrecién. Hoy sabemos que tanto el rifién como el higado juegan
un papel en la metabolizacién del péptido (Tateishi et al 1990), sin embargo ain se
desconoce su vida media. Empleamos por ello una dosis lo suficientemente alta
~ como para que alcanzéra una concentracién inicial sanguinea de 5-10 nM, que fue

la dosis utilizada en los trabajos in vitro sobre el pdncreas endocrino. Sin embargo,
el hecho de desconocer su vida media, hace dificil la comparacién de su actividad
biolégica in vivo con otros péptidos de vida media conocida, aunque hayamos
utilizado dosis equimolares. Pero sobre todo, la dificultad de interpretacién de los
trabajos in vivo estriba en las relaciones interhormonales. Asi, el hecho de que el
glucagéh o el VIP incrementen la secrecién de insulina, es un dato a tener en cuenta
si se quiere comparar con la pancreastatina, que es un péptido inhibidor de la
secrecion estimulada de insulina. Por ello, hay que tener cautela a la hora de
concluir en el efecto glucogenolitico observado in vivo por la pancreastatina. Aunque
hayamos observado un efecto comparable o incluso mayor al del VIP o el glucagén,
no debemos olvidar que in vivo, el factor mds importante &e regulacién del
glucégeno es el par insulina-glucagén. De hecho, aunque no lo hemos mostrado én
lbs resultados, la accién glucogenolitica de la pancreastatina in vivo, no se observaba
en el periodo postprandial, cuando los niveles circulantes de insulina se encuentran

elevados; por lo que el papel fisiolégico de 1a pancreastatina secretada por el granulo
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beta mantendria un papel secundario, como de hecho lo tiene en la modulacién
autocrina de la secrecién de insulina.

Pero la pancreastatina no se encuentra sélo en los granulos beta. Como hemos
visto anteriormente, es un péptido que parece distribuirse por todo el sistema
neuroendocrino, aunque sea en forma de su precursor, la cromogranina A. La
aportacién del sistema cromafin en los niveles circulantes de pancreastatina, podria
ser suficiente para producir este efecto glucogenolitico sinérgico al producido por las
catecolaminas.

Hemos podido constatar también la mayor actividad biolégica del péptido de 17
aminodcidos, correspondientes al extremo C-terminal de la pancreastatina (del 33 al
49), como ya se habfa descrito para su accién sobre el pancreas endocrino. Nuestros
resultados apoyan la idea de una hormona de 17 aminoécidos, con un proceso de
sintesis que se iniciarfa en la formacién decromogranina A como prehormona, y que
tendria como paso intermedio, la pancreastatina de 49 aminodcidos.

Los trabajos in vitro confirmaron el papel glucogenolitico de la pancreastatina.
El hecho de que la pancreastatina fuera activa a una concentracién del orden
nanomolar, estd a favor de un papel fisiolégico de esta nueva hormona sobre el
higado.

También pudimos comprobar in vitro la mayor actividad bioldgica del
fragmento 33-49 C-terminal de pancreastatina.

Los estudios sobre el mecanismo de accién de la pancreastatina sobre el
hepétocito han dado como resultado el encuadre de la pancreastatina dentro del

grupo de hormonas cuya accién estd mediada por el Ca?* y la proteina quinasa C,
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por lo que es de esperar que la pancreastatina active la fosfolipasa C de la membrana
plasmdtica, que serfa la responsable del incremento de los dos mediadores, el Ca?*
por el IP;, y la PKC por el diacil-glicerol.

Asf pues, la pancreastatina parece actuar sobre el higado del mismo modo que
la vasopresina, con la cual hicimos los estudios comparativos in vitro, alcanzando
la pancreastatina un 70-80% de la actividad de la vasopresina. Sin embargo, queda
por resolver si la accién de la pancreastatina estd vehiculada por su interaccién con
receptores V; de vasopresina, con la que comparte los dos ltimos aminodcidos del
extremo C-terminal, que si bien no es mucho, es donde radica la actividad biolégica
de ambas hormonas. Ya hemos comentado el problema del marcaje radiactivo de la
pancreastatina, por no tener restos de tirosina. Hasta la fecha, no ha aparecido
ningtin trabajo describiendo la caracterizacién de un receptor para pancreastatina. El
coste elevado de la pancreastatina tirosilada puede ser una causa, aunque quizd la
manipulacién de su estructura modifique su configuracién y/o su capacidad de unién
al receptor putativo de la pancreastatina. Lo que estd claro es qué si la pancreastatina
juega un papel en la homeostasis de la glucosa, es a través de un receptor, tanto en
la célula beta como en el hepatocito.

La glucosa constituye la moneda de transaccién energética intercelular por
excelencia. Por esta razdn, existe una extraordinaria estabilidad de la glucemia aiin
en las condiciones mds extremas, tales como el ayuno o el ejercicio. Para manteﬁer
'coristante la concentracién de glucosa en sangre, los seres superiores disponen de
mecanismos extremédamente sofisticados. Entre éstos destaca el sistema hormonal

del islote de Langerhans. La simpleza del par insulina-glucagén a dejado paso a un
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cbmplejo sistema multiendocrino cuya complejidad se justifica por la importancia del
mantenimiento de los niveles de glucemia.

El caso més claro de desajuste de este sistema es la diabetes mellitus no insulin
dependiente, que ademds es el de mayor prevalencia. Se conocen bien, aunque no
del todo, las consecuencias nefastas de una hiperglucemia mantenida, no sélo en el
sistema cardiovascular, sino en la misma célula beta (Unger y Grundy 1985).

Hace relativamente poco tiempo apareci6 en la escena de la DMNID un nuevo
péptido que como la pancreastatina es sintetizado en el grdnulo beta (Lukinius et al
1989), se trata de la amilina (Westermark 1989). Hoy en dfa es el marcador
anatomo-quimico mds consistente de la DMNID. En el afio 1988 se describié por
vez primera el efecto insulin-resistente in vitro de dos péptidos de la misma familia,
la amilina y el péptido relacionado con el gen de la calcitonina (Leighton y Cooper).
Poco después se describia este efecto in vivo (Sowa et al 1990).

Nuestro trabajo ha contribuido en la inclusién de la pancreastatina en la escena
dela DMNID y los problemas de insulin resistencia, al encontrar en este péptido un
posible papel contrarregulador de la insulina, tanto en su secrecién como en su
accién a nivel hepdtico.

El papel fisiolégico de la pancreastatina, discutido en nuestros resultados,
permanece atin por esclarecerse, pero ya ha aparecido un trabajo en el que se
describen niveles elevados de pancreastatina en la DMNID tras una sobrecarg‘a

| ihtravenosa de glucosa (Funakoshi et al 1990). En este trabajo, los pacientes que
tenian elevada la pancreastatina plasmdtica estaban tomando sulfonil-ureas, con lo

que las conclusiones son mds dificiles de obtener. Sin embargo, la pancreastatina
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tendrd sin duda mucho que decir en el amplio sindrome llamado diabetes mellitus
no insulin-dependiente.

Hay otro sindrome, llamado X o de Reaven, que incluye la presencia de
hiperinsulinemia e hipertensién esencial, que hace también posible la inclusién de
la pancreastatina como un elemento a estudiar en este tipo de alteraciones en la
secrecion de insulina.

Como hemos visto, la pancreastatina es un modulador tanto de la secrecién de
insulina como de catecolaminas, que son las hormonas patolégicamente elevadas en
este grupo de pacientes hipertensos. Teniendo en cuenta que la pancreastatina podria
tener un papel en la resistencia a la insulina, se abren dos nuevos campos de
investigacién de este nuevo péptido. Por un lado, el estudio in vitro de la posible
resistencia a la insulina ocasionada por la pancreastatina. Y por otro €l estudio del
sistema insulina-catecolaminas-pancreastatina en los pacientes con este nuevo
sindrome tan frecuente hoy dfa. Sin duda alguna, la pancreastatina serd una hormona
que haya que estudiar para comprender mejor estos dos grandes sindromes que
tienen como denominador comun las alteraciones en la secrecién de insulina, como
son la diabetes mellitus no insulin dependiente y el sindrome X o de

hiperinsulinismo-hipertensién.
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V. CONCLUSIONES
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PRIMERA
La pancreastatina tiena un efecto hiperglucémico observado en el estado
postabsortivo, es decir cuando los niveles de glucégeno hepdtico son méximos y los

niveles de insulina circulantes estdn descendidos.

SEGUNDA

En el estudio del posible origen hormonal del efecto hiperglucémico hemos
mostrado:

a) La pancreastatina no modifica "in vivo" los niveles basales de insulina y
glucagén, aunque si inhibi6 la secrecién de insulina estimulada por glucagén.

b) "In vitro", la pancreastatina es un débil inhibidor de la secrecién de insulina
estimulada por glucosa.

c¢) La pancreastatina disminuye los niveles circulantes de catecolaminas.

TERCERA
La pancreastatina produce en la rata "in vivo" un descenso en el contenido

hepitico de glucégeno.
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CUARTA

La pancreastatina provoca, in vitro, un incremento en la produccion de glucosa
en hepatocitos aislados de ratas alimentadas. La concentracién que produce la mitad
del efecto méximo es de 1 nM. El efecto méximo fue aproximadamente el 50 % del
producido por el glucagdn y el 70 % del producido por la vasopresina. Sin embargo,
la pancreastatina no produjo ninguna alteracién en la produccién de lactato por los

hepatocitos.

QUINTA

En cuanto al mecanismo de accién de la pancreastatina sobre el hepatocito, no
parece actuar activando la adenilato ciclasa, ni elevando los niveles de AMPc por
cualquier otro medio. Tampoco modifica la activacién de adenilato ciclasa producida

por el glucagén.

SEXTA

La acci6n de la pancreastatina parece estar mediada por la activacién de la
fosfolipasa ‘C de membrana, ya que el Ca>* es imprescindible para su accién sobre
el hepatocito, y la pancreastatina activa a la proteina quinasa C. Esta activacién es

aproximadamente de un 50 % de la producida por la vasopresina.
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SEFFMA
El fragmento de 17 aminodcidos (del 33 al 49) del extremo C-terminal de la
pancreastatina presenta una mayor actividad biolégica que el péptido de 49

aminodcidos, tanto "in vivo", como "in vitro".

OCTAVA

A partir de los resultados presentados, es posible incluir a la pancreastatina
COMoO una nueva hormbna glucogenolitica, cuyo mecanismo molecular parece estar
mediado por el recambio de inositoles de ﬁembrana, incrementando el calcio

citosdlico y activando a la proteina quinasa C.
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