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1.INTRODUCION

La primera commicacién sobre la influencia de la corteza suprarrenal en la
secrecidn de insulina, se la debemos a Perley y Kipnis en 1966 (1). Pero no
es hasta el afio 1973 y siguientes cuando debido a nuestros trabajos se descu-
bre una relacidn entre corteza suprarrenal y secrecidn de glucagbn. Estos tra-
bajos indican, que el tratamiento con glucocorticoides, estimula tanto la se-
crecidn de insulina como la de glucagdn in vivo en el hombre (2), e in vitro
en islotes pancredticos procedentes de ratones previamente tratados con glu-
cocorticoides (3). Y por el contrario, en la rata adrenalectomizada es detec-
table una disminucién de la insulinemia, acompafiada de una elevacién de los
niveles circulantes de glucagén (4).

Los descubrimientos a nivel de secrecidn y los nuevos conceptos de accidn hor-
monal a través de la unién a receptores especificos a nivel de membrana, cons-
tituyeron dos lineas paralelas que permitieron comenzar a relacionar los valo-
res en plasma de una hormona con el grado de unidén de é&sta a sus receptores es-

pecificos en una determinada célula diana.

Vann Bennett y Cuatrecasas en 1972 (5), relacionando la situacidn de resisten-
cia periférica a la insulina producida por los glucocorticoides-con grado de

unidn de la insulina a sus receptores, no detectan diferencias en la cantidad
ni afinidad de los receptores para insulina en los adipocitos de ratas trata-

das con prednisona (1 mg/dia/7 dias) cuando se les compara a controles.

En 1973, Goldfine y cols (6), detectan un decrecimiento en la unién de la insu-
lina a sus receptores en membranas hepdticas procedentes de ratas con resisten-
cia periférica a la insulina provocada por la implantacién de un tumor artifi-
cial de pituitaria el cual segrega gran cantidad de GH, prolactina y ACTH; en

contraste no son apreciables cambios en la unidén del glucagén a sus receptores
en estas circunstancias. En los mismos animales, la adrenalectomia restaura la

unidén de la insulina a sus receptores en membranas hepidticas segin Kahn y c»>ls

(7.
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En 1975, Olefsky y cols (8), describen los efectos agudos y cronicos de la
administraci6n de dexametasona sobre la unidén de la insulina a hepatocitos
y adipocitos. En general, hay una disminucién de la unién de la insulina

(30-50%) en relacidn a valores controles cuando se utilizan cé&lulas de ani-
males tratados con dexametasona, siendo el decrecimiento en la unidén mayor,
tras el tratamiento agudo (1,5 mg/Kg/6 dias), que en el crénico (0,125 mg/

Kg/ 21 dias), en este Gltimo se detecta una tendencia hacia valores normales.

Estos mismos autores, no encontraron diferencias en la unidn de la insulina
a sus receptores en ratas adrenalectomizadas y controles, aunque no daban nin-

glin resultado mumérico, ni tampoco indicaban el nimero de dias de la operacidn.

De nuevo Olefsky (9), en 1975, estudia el efecto de la dexametasona, pero aho-
ra directamente in vitro, deduciendo que, la dexametasona (8x10-8 M) durante
dos horas de preincubacidn e incluso a diez veces esa concentraci6n y aumentan-
do el tiempo de preincubacitn hasta 5 horas, no decrece el tanto por cien de
unidn normal de la insulina a sus receptores en adipocitos, aunque inhibe otras

funciones biolégicas como el transporte de glucosa a través de la célula.

En 1978, Kahn y cols (10), indican que el tratamiento con dexametasona (1mg/
dia/4 dias) da lugar a un decrecimiento en la unién de sus receptores especi-
ficos en membranas hepiticas a través de una disminucién de la afinidad pero
no de la capacidad. Mientras que la adrenalectomia, causa un incremento en la
unién de la insulina a sus receptores debido a un incremento en la afinidad

sin cambios aparentes asimismo en el nimero de receptores.

Por Giltimo, trabajos nuestros de 1980 (11), realizados durante nuestra estan-
cia en el Institut fuer Diabetesforchung de Munich (Alemania Federal), indican
que los adipocitos de ratas adrenalectomizadas en relacitén a controles, tienen
un 37% de incremento en la unién de la insulina a sus receptores debido a un

incremento en la capacidad pero no en la afinidad.

Por todo lo antes indicado, nos propusimos realizar el presente estudio de la
modulacién por los glucocorticoides de los receptores de insulina y glucagén,
tanto en el sentido de aclarar las contradicciones entre los diversos autores

por lo que respecta al receptor de insulina, como investigar la modulacién por
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los glucocorticoides del receptor de glucagdn -sin estudiar hasta este momen-
to-.

Dado que aparte de una accidn a nivel de membrana de la célula diana, los glu-
cocorticoides ejercen un control del metabolismo en el interior de esa célula;

también quisimos relacionar la idea de unidn con la de funcidn.
Los pardmetros de degradacidn tanto de la hormona como de su receptor, pueden

influir en la accidn bioldgica de esta hormona, por eso también hemos estudia-

do estos pardmetros tanto para insulina como para glucagdn.

2. MATERIALES Y METODOS

MATERIALES:

Los standars de glucagdn y de insulina porcina fueron un generoso regalo de
NOVO. La cortisona fue suministrada por SERVA. La albumina humana purisima fue
de 1a firma BEHRING y 1a albumina bovina fraccién V de SIGMA. E1 1'2° procede
de RADIOCHEMICAL CENTER, AMERSHAN. La colagenasa fue de la marca WORTHINGTON.
Las demis sustancias procedian de las firmas MERCK o SIGMA.

METODOS :
2.1. Animales

Los animales utilizados en todos los experimentos fueron ratas Wistar de 100-
130 g. de peso, alimentadas "ad libitum'' hasta el momento del sacrificio.

De estas ratas se hicieron tres grupos experimentales:
Grupo A: Ratas adrenalectomizadas bilateralmente durante 4 dias (12), a las

que se les suministraba suero fisioldgico en la bebida, para suplir

la deficiencia mineral-corticoide.
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Grupo T: Ratas adrenalectomizadas y tratadas con cortisona (2mg/dia/4 dias).

Grupo S: Grupo control con simulacién de la adrenalectomia.

Los animales eran sacrificados por decapitacidén sin anestesia. La

adenalectomia era comprobada ''post-mortem''.

2.2. Preparacidén de los adipocitos.

Los adipocitos aislados fueron extraidos del tejido epididimal de la rata a
través de digestidn con colagenasa, segimn el método de Rodbell (13). El buf-
fer utilizado para la digestidén y manejo de las células fue el Krebs-bicar-
bonato (14) con glucosa (3,3 mM) y pH 7,4. Se utilizd siempre un grupo de 4
epididimos y se incubd en un bafio con agitacién a 37° C durante 30 minutos.

Tras de la incubacidn, las células eran lavadas repetidamente con el buffer
para separar los posibles restos de la colagenasa. Tras llevarlas a un vola-
men adecuado y gasearlas (OZ/CO2 95:5), las células eran contadas en un mi-
croscopio con la ayuda de una camara de Neubauer, la concentracidn celular
venia a ser de 100.000-200.000 cel en el volimen de muestra de 0,1 ml utili-
zado posteriormente para la incubacidén. No se detectaron diferencias estadis-
ticamente significantes entre el tamafio de los adipocitos de los tres grupos
de animales y fue del orden de 70-73 pm

2.3. Marcaje de la insulina y del glucagdn.

Tanto la mono—I125

insulina como el mono—I125 glucagdn radioactivos fueron
preparados en nuestro laboratorio con actividades especificas de (200-300
}JCi/pg) y (450-550 pCi/yg) respectivamente, segin una modificacién del méto-
do de Nottey y Rosselin (15). Los marcajes se guardaron en alicuotas a -20°C
y se usaron sdlo una vez para cada ensayo. Cada marcaje puede ser utilizado

aproximadamente durante un mes.

2.4. Estudios de unidn.

Para los estudios de unidén de ambas hormonas, los adipocitos (0,2-0,5 x 106

125 .

cels/ml) se incubaron a un vdlumen final de SSOfL con mono-I insulina
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(0,1-0,2 x 107 > glucagén (0,3-0,5 x 10 mol/1)a 30° C,
durante 30 minutos, en el buffer Krebs-Hepes pH 7,4 con glucosa (3,3 mM),

mol/1) o mono-I

AH. (1%) y bacitracina (0,94 m!) en la presencia o ausencia respectivamen-
te de insulina fria (0-0,125 x 10°% M) o glucagén frio (0-4,075 x 1077 M).

Tras de la incubacidn, los adipocitos fueron separados del medio de incuba-
cidn por centrifugacién a través de dinonilo-talato segiin Glieman y col (16),
esta capa superior de células, que contiene a la hormona ligada, fue cortada
y puesta a medir en un contador gamma.

Todos los resultados se expresardn en términos de "unidn especifica', sustra-

yendo la "unidn no especifica' que se produce en presencia de 0,125 x 10_6 M

de insulina fria y de 4,075 x 10_7 M de glucagdn frio.
Todos los resultados aparecerdn normalizados para la concentracidn de 106 cel/
ml.
2.5. Estudios de degradacidn.
Degradacion de la hormona:
125 125

El estudio de la degradacidn tanto de la mono-I insulina como del mono-I

glucagbn se llevd adelante a través de dos métodos:
- Precipitacidn por 4cido tricloroacético 5%.
- Unidn a nuevos adipocitos.

Método de la precipitacidn por 4cido tricloroacético.

Se tomaron como control muestras libres de células que representaron el 100%
del sustrato capaz de ser degradado, es decir, la hormona monoyodada intacta

real que existe.

Las otras muestras fueron alicuotas de 20/L1 de los infranadantes de cada una

de las muestras de incubacién en la no presencia de la hormona fria. \ estos
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infranadantes se les afiadié respectivamente 180 ul de buffer sin albimina,
300 ml1 de suero de carnero, y 0,5 ml de TCA al 10%. Tras de la centrifugacién
se separd el sobrenadante del soluto y se procedid a su contaje. El soluto

o hormona precipitada por el TCA representari la hormona intacta, el scbrena-
dante la hormona degradada.

Los resultados los expresaremos como:
Tanto por cien H. intacta tras de la incubacién =

= Tanto por cien H. intacta de la muestra problema

x 100
Tanto por cien H. intacta de la muestra libre de células

Método de la unidén a nuevos adipocitos.

Se procedi6 a la primera incubacifén como en el caso del primer método, a con-

tinuacidn se tomaron las siguientes muestras:
- una alicuota de 50/&1 de la radioactividad inicial

- una alicuota de 150 ml del infranadante que resulta de la centrifugacidn
de la primera incubacién de cada una de las muestras, se incubd otra vez
(2° incubacidn) en las mismas condiciones anteriores pero en este caso

con sus células respectivas nuevas.

- una alicuota de 50);1 del infranadante de la 1° incubacién de cada una
de las muestras para contaje.

Los resultados los expresaremos como tanto por cien de unidén de la hormona
monoyodada durante la 2° incubacidn en relacién a 106 células.



13

Degradacidn del receptor.

Para el estudio de la degradacidn del receptor de insulina y de glucagdn se
procedid de la siguiente manera:

- 1° incubaci6n, se incubaron alicuotas de 1 ml de adipocitos de cada una
de las muestras en el buffer bicarbonato inicial, en las condiciones nor-
males del sistema de incubacidn.

- 2° incubacién, 100)}1 de cada una de estas muestras preincubadas, se in-

cubaron de nuevo en las condiciones normales.
Los resultados los expresaremos como diferencia en tanto por cien de la unidn
a la hormona marcada de los adipocitos sin preincubacién en relacién a lo que

unen los adipocitos preincubados.

2.6. Determinacidén de glicerol en el medio de incubacidn de los adipocitos.

Los adipocitos aislados por el método de la colagenasa se incubaron en el bu-
ffer Krebs-Hepes con A.B. 1%, afiadiendo nada o norepinefrina como estimuilo de
la lipolisis a la concentracién de 0,14 x 10_6 M.

Se incubd durante 1 hora a 37° C en un bafio con agitacién, tras lo cual, las
muestras se centrifugaron a través de dinonilotalato para separar las célu-

las del medio de incubacién. De este se tomaron las muestras de 100);1 para

valorar glicerol.

El método utilizado fue el de Lambert y Neish (17) con la modificacién de
Korn (18), es un método colorimétrico en el que se utiliza como reactivo el

dcido cromotrbpico.

Los resultados vendran expresados como contenido de glicerol del medio de in-

cubacién en nm01/105 cel/hora de incubacién.
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3. RESULTADOS

3.1. Unién de la insulina a sus receptores en adipocitos procedentes de ratas

controles (S) y adrenalectomizadas (A).

El efecto de la adrenalectomia sobre la unidn de la insulina a sus receptores
en relaci6én a ratas controles, estid representado en la Fig. 1. Es una represen-
tacidn de Scatchard, en abscisas estd representada la hormona ligada (B), y en
ordenadas la hormona ligada (B) partido por la hormona libre (F). Las constan-
tes de afinidad para la interaccidn insulina receptor en ambas rectas de las

dos graficas son:

- Recta tangente de mixima afinidad y baja capacidad (sitio I)

1
1

0,77 x 10° M~
0,76 x 10° M

&) K1
©) K,

- Recta tangente de minima afinidad y alta capacidad (sitio II)

8
8

1
1

M
M

(A) K, = 0,48 x 10
(S) X, = 0,52 x 10

Como puede observarse en la figura 1, teniendo en cuenta los datos de las
constantes de afinidad, en la adrenalectomia no hay diferencias en relacidn
a controles en la afinidad de los receptores para insulina (representado por
la inclinacién de las dos rectas), pero si un incremento en la capacidad (RO)
(intercesién con las abscisas). Nuestros resultados muestran una elevacidn
del 46% en el nimero de receptores para insulina en adipocitos de ratas (A)
en relacién a (S). Esta variaci6n en capacidad podria modular o modificar

la respuesta biolégica.

En la Fig. 2, estd representada otra forma de expresién de los mismos re-
sultados. En abscisas estd indicada la insulina total (radioactiva + fria)
y en ordenadas la insulina ligada en ng/106 cel. Como puede observarse, los
adipocitos de ratas adrenalectomizadas ligan mis insulina que los controles.
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Figura 1. Representacion de Scatchard de la unidn de la insulina
a sus receptores en adipocitos procedentes de ratas con-

troles (S) y adrenalectomizadas (A).

En abscisas estd representada la hormona ligada (B) y en
ordenadas la hormona ligada (B) partido por la hormona
libre (F).

Todos los datos estin corregidos sustrayendo la unién in-
especifica refiriéndola a la unién que se produce con

0,1 x 10°% de insulina fria.

Los valores son media de dos experimentos realizados por

triplicado.



16

-
w
©
°
2 6
~
(-]
[ 3
-]
z
=1
o
]
z
o
5 2
L]
z

5 15 25

INSULIN ng/m!

Figura 2. Habilidad de los adipocitos de ratas control (S) y
adrenalectomizadas (A) para unirse a concentracio-

nes crecientes de insulina (total).

En abscisas estdn representadas las concentraciones
de insulina total (ng/ml) y en ordenadas la insuli-
na ligada (ng/106 cel).

Todos los datos estadn corregidos sustrayendo la unién
inespecifica refiriéndola a la unidn que se produce
con 0,1 x 107 M de insulina fria.

Los valores son medio de dos esperimentos, realizados

por triplicado.
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3.2, Uni6n del glucagbn a sus receptores en adipocitos procedentes de ratas

controles (S) y adrenalectomizadas (A).

El efecto de la adrenalectomia sobre la unidn del glucagdn a sus receptores
en relacidn a ratas controles estd representado en la Figura 3. Es una repre-
sentacidn de Scatchard, en abscisas estd representada la hormona ligada (B)
y en ordenadas la hormona ligada (B) partido por la hormona libre (F). las
constantes de afinidad para la interaccidn glucagdn-receptor en ambas rectas

seran:

- Recta tangente de mixima afinidad y baja capacidad (sitio I)

9
9

1
1

-
W

0,39 x 10
0,27 x 10

(A) K,
(S) K,

- Recta tangente de minima afinidad y alta capacidad (sitio II)

1
1

0,21 x 108 M

@ K,
8 -
0,23 x 10" M

(8) X,

Como puede observarse en la Fig. 3, al igual que sucedia en la adrenalec-
tomia no hay diferencias en relacidén a controles en la afinidad de los re-
ceptores, pero si en su capacidad. Nuestros resultados muestran una dismi-
nucién del 55% en el nimero de receptores para glucagbn en adipocitos de ra-
tas (A) en relacidn a (S). Como deciamos para la insulina, variaciones en

la capacidad podrian modular la respuesta bioldgica.

En la Figura 4, estd representada otra forma de exprésién de los mismos da-
tos. En abscisas estd representado el glucagdn total (radiocactivo + frio) y
en ordenadas el glucagdn ligado en pg/106 cel. Como es observable, los adi-
pocitos de ratas adrenalectomizadas ligan menos glucagdn que los controles.
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Figura 3. Representacién de Scatchard de la unidn del glucagén

a sus receptores en adipocitos procedentes de ratas

controles (S) y adrenalectomizadas (A).

En abscisas estd representada la hormona ligada (B)
y en ordenadas la hormona ligada (B) partipo por la

hormona libre (F).

Todos los datos estdn corregidos sustrayendo la unidn
inespecifica refiriéndola a la unidén que se produce
con 4,075 x 1077 moles/1.

Los valores son media de cuatro experimentos para ratas
controles y de tres para adrenalectomizadas siempre rea-

lizados por triplicado.
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Figura 4. Habilidad de los adipocitos de ratas control (S) y

adrenalectomizadas (A) para unirse a concentraciones
crecientes de glucagbn (total).

En abscisas estidn representadas las concentraciones
de glucagdn total (ng/ml) y en ordenadas el glucagdn
ligado (pg/106 cel).

Todos los datos estdn corregidos sustrayendo la wnidn
inespecifica refiriéndola a la unién que se produce
con 4,075 x 1077 moles/1.

Los valores son media de cuatro experimentos para ra-
tas controles y de tres para adrenalectomizadas siem-
pre realizados por triplicado.
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3.3. Efecto del tratamiento de sustitucién con cortisona a la rata adrenalec-

tomizada sobre la unién de la insulina a sus receptores en el adipocito.

En la Figura 5, estd representado el efscto del tratamiento de sustitucidn
con cortisona (2mg/dia/4 dias) a la rata adrenalectomizada sobre la umién

de la insulina a sus receptores en adipocitos. Como puede observarse los adi-
pocitos procedeates de ratas (T) ligan menos insulina que los correspondien-
tes a ratas (A), estando su capacidad de unién muy cercana a la de los adi-
pocitos procedentes de ratas controles (S). Es decir, tras el tratamiento
con cortisona, los adipocitos de ratas tratadas, tienden a acercarse a la

capacidad de unién de los adipocitos de ratas controles.

3.4. Efecto del tratamiento de sustitucifn con cortisona a la rata adrenalec-

tomizada sobre la unidn del glucagdn a sus receptores en el adipocito.

En la Figura 6, estd representado el efecto del tratamiento de sustitucién
con cortisona (2 mg/dia/4 dias) a la rata adrenalectomizada sobre la unién
del glucagdn a sus receptores en adipocitos. En este caso, contrariamente
a lo que ocurre con la insulina, los adipocitos procedentes de ratas (T),
ligan mis glucagdn que los correspondientes a ratas (A), situindose en un
término medio entre (S) y (A), es decir, hay una especie de recuperacidn de
la capacidad de unidn tras el tratamiento corticoide.
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Figura 5. Efecto del tratamiento de sustitucién con cortisona
(2 mg/dia/4 dias) a la rata adrenalectomizada sobre
la unién de la insulina a sus receptores especificos

en el adipocito.

S (ratas controles), A (ratas adrenalectomizadas),

T (ratas adrenalectomizadas + tratamiento cortisona).

Los valores son media de cuatro experimentos realiza-

dos por triplicado.
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Figura 6. Efecto del tratamiento de sustitucién con cortisona
(2 mg/dia/4 dias) a la rata adrenalectomizada, sobre
la unién del glucagén a sus receptores especificos

en el adipocito.

S (ratas controles), A (ratas adrenalectomizadas)

T (ratas adrenalectomizadas + tratamiento cortisona).

Los valores son media de cuatro experimentos realiza-

dos por triplicado.
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3.5. Degradacién de la insulina y del glucagdn.

Método de la precipitacién por tricloroacético.

La degradacidn de la insulina radioactiva en presencia de adipocitos, en nues-
tras condiciones de incubacidn tanto de ratas controles (S) como adrenalecto-
mizadas (A) y tratadas(T), representa un 5-6%. Mientras que la degradacidn del

glucagdn en idénticas circunstancias viene representando un 18-20%.

Recordemos que tanto para el estudio de la unién de la insulina como del glu-
cagbn, utilizamos siempre Bacitracina (0,94 mM) en el medio de incubacidn co-
mo sustancia antidegradante (19), si no lo hicieramos, mis del 80% del gluca-
gon y mis del 30% de la insulina, sufririan degradacién tras el proceso de in-

cubacidn.
Es de resaltar el hecho de la no variacidn, segin este método, de los valores
de degradacidn producidos por adipocitos procedentes tanto de ratas (A), como

(T) o (8), tanto de insulina como de glucagdn.

Método de la unidn a nuevos adipocitos.

Segin este método, la insulina radioactiva se une aproximadamente entre un
7-8% a 106 adipocitos nuevos, procedentes tanto de ratas controles (S) como
de adrenalectomizadas (A) y tratadas (T).

A su vez el glucagdn radioactivo se une especificamente entre un 0,2-0,3% a

‘IO6 adipocitos procedentes de los tres tipos de ratas.

Recapitulando, ni por el método de unidn a nuevas células, ni por el método

del TCA, se detectan variaciones en la degradacién de ambas hormonas produci-
das por los adipocitos de los tres tipos de ratas. Es decir, ni la adrenalec-
tomia, ni el tratamiento de sustitucifn con corticoides, son causa de una di-

ferente degradacién por el tejido graso epididimal de la rata blanca.
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Degradacién de los receptores de -insulina y de glucagdn.

El receptor de insulina tanto en adipocitos procedentes de ratas controles
(S), como adrenalectomizadas (A) o tratadas (T) con cortisona, sufre uma de-
gradaci6én minima (entre el 0-4%). Sin embargo, el receptor de glucagdn sufre
distinto porcentaje de degradacidn segfin proceda de adipocitos de ratas con-
troles (20%), ratas adrenalectomizadas (34%) o ratas tratadas (0).

Estas diferencias en la degradacidn del receptor de glucagdn quizd pueda ser
una de las formas de control por los glucocorticoides de la umidn del gluca-

gbn a sus receptores en la célula diana.

3.6. Valoracidn del glicerol en el medio de incubacidon de los adipocitos.

Como dato de la actividad biolégica de los adipocitos de los tres grupos de
ratas, hemos valorado glicerol como pardmetro clave del indice de lipolisis
que se encuentra disminuida en la circunstancia de adrenalectomia (20). Los
resultados estin resefiados en la Tabla I.

TABLA 1.
Adiciones Controles (S) Tratadas (T) Adrenalectomizadas (A)
Basal 18,4 + 3,7 25+ 5 16,5 + 3,2
Basal +
Norepinefrina 84,5 + 17 115 + 23 78,9 + 15

Contenido de glicerol en el medio de incubacidn de adipocitos aislados del

tejido epididimal de la rata en distintas condiciones fisioldgicas. Los va-
lores vienen reflejados en nmol/105 células/h de incubacifn y son una media
de 4 experimentos por triplicado.
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Como puede observarse, la concentracidn tanto basal de glicerol como la cs-
timulada por norepinefrina, es algo menor en el medio de incubacién de adi-
pocitos procedentes de ratas adrenalectomizadas (A), que en controles (S),
sin 1llegar a ser la diferencia estadisticamente significante, seguramente,
por el nimero de casos. Sin embargo, hay un claro incremento estadistica-
mente significativo (p <0,05), tanto de la lipolisis basal como de la es-
timulada por norepinefrina tras el tratamiento con glucocorticoides. No s6-
lo porque llegue a valores controles sino por que los supera; desarrollando
la fuerte accidn lipolitica de estos esteroides.

4. DISCUSION

Los datos aqui presentados indican que los adipocitos de ratas adrenalecto-
mizadas presentan un incremento en la unién de la insulina y una disminu-
ci6n en la unién del glucagbn a sus receptores respectivos en relacidn a

controles. Esta variacidn estd en su capacidad pero no en su afinidad.

A su vez, el tratamiento de sustitucidén con glucocorticoides a la rata
adrenalectomizada, causa un aumento en la unidn del glucagdn a sus recepto-
res en relacidén a ratas adrenalectomizadas sin llegar a valores controles.
Y paralelamente una disminucidn de la unién de la insulina a sus receptores
en relacidn a ratas adrenalectomizadas sin 1llegar asimismo a valores con-
troles.

Por lo que se refiere a la insulina, estos resultados estdn en contraste a

los reportados por Olefsky y cols (8), quienes sin aportar datos numéricos
describen la no existencia de cambio en los receptores de ratas adrenalec-
tomizadas.

Por otro lado, el grupo de Kahn y cols (7), encuentran indirecta evidencia

de una posible influencia de la adrenalectomia en 1la unién de la insulina
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a sus receptores, ya que la disminucién de unién inducida por el transplan-
te de un tumor que segrega ACTH, GH y prolactina en ratas, puede ser rever-
tida por la adrenalectomia.

Mis recientemente Kahn y cols (10), han descrito un incremento en la unién
de la insulina a sus receptores en membranas hepiticas de ratas adrenalecto-
mizadas relaciondndolo s6lo a un incremento en la afinidad. Una comparacién
directa de nuestros datos de unién con aquellos reportados por estos {iltimos
investigadores es dificil de realizar, dado que hemos utilizado unas concen-
traciones trazadoras distintas y con nuestras concentraciones no hemos po-

dido detectar en la afinidad, pero quizd no haya que excluir esa posibilidad.

La "up-regulation'' del receptor de insulina, puede ser explicada a través de
la disminucién de los niveles de insulina producidos por la adrenalectomia.
la disminucién de los niveles de insulina después de la adrenalectomia ha
sido descrita por nosotros (4), y puede ser explicado al menos en parte por
la respuesta reducida a la glucosa de la célula beta de las ratas adrenalec-
torizadas (21) y de hecho 1la relacién inversa entre los niveles de insulina
y la unidn de su receptor ha sido bien mostrada y no s6lo en hiperinsuline-
mia (22 rev.), sino también en estados de hipoinsulinemia (23-30).

El tratamiento con cortisona a los animales adrenalectomizados previene el
fallo de la insulina en suero y el incremento en unién de la insulina a sus
receptores.

la posibilidad de una accién directa de los glucocorticoides sobre el re-
ceptor de insulina no la descartamos, pero nos faltan datos y en esa linea
estamos actualmente investigando. Hasta ahora sabemos por nuestros previos
estudios de infusidn intravenosa de 100 mg de prednisolona durante 4 horas
en el hombre (2), o la adicién de prednisolona (5 x 10_5 M) durante 3 horas
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al medio de incubacidn de islotes pancreaticos aislados de ratones (3}, que
no resulta afectada la secrscidn de insulina. Y que ademds, por los estudios
de Olefsky la dexametasona (8 x 10—8 M) directamente in vitro no ejerce nin-
guna influencia en la unién de la insulina a sus receptores en adipocitos,
mientras que el tratamiento in vivo con cortisol da lugar a una disminucidn
de la unidén de la insulina a sus receptores (6,7). Sin embargo, muy recien-
temente Cigolini y cols (31), demuestran un efecto directo in vitro del cor-
tisol sobre la unidn de la insulina a sus receptores en células grasas. Por
tanto, una posibilidad de efecto directo es aceptable aunque esto estuviera
en contraposicidn con uno de los principios bdsicos del estudio de recepto-
res que dice que los receptores son especificos para uma hormcna dada y s6-
lo son regulados por ella.

Por lo que se refiere al glucagdn, nuestros resultados estdn en contradic-

cidn indirecta con el tmico dato de Goldfine y cols (6), los cuales no de-
tectan cambios en la unidn del glucagdn a sus receptores tras la ya citada
implantacién de un tumor que segrega ACTH, GH y prolactina. Esta contradic-
cidn creemos puede deberse, a las no muy buenas condiciones de trabajo de
estos investigadores en esos afios, tanto en las condiciones de incubacidn
como en las condiciones del glucagdn marcado, ademids de la no adicién de

ninguna sustancia antidegradante.

La "down-regulation' del receptor de glucagdn aqui descrita, podria ser ex-
plicada a través de la elevacidn de los niveles de glucagdn producidos por
la adrenalectomia. Esta elevacidn ha sido previamente reportada por nosotros
(4) y puede ser explicada al menos en parte como un mecanismo compensador
‘que favoreciera la produccidn enddgena de glucosa. La relacidn inversa en-
tre los niveles de glucagdn en sangre y la unidn a su receptor en la célu-
la diana ha sido ya demostrada en otros estados que cursan también con hiper-
glucagonemia (32-35).

El tratamiento con cortisona a los animales adrenalectomizados produce un

aumento en la unidn del glucagdn a sus receptores sin llegar a valores con-
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troles, posiblemente a través de una disminucién de los valores de glucagén

€n suero.

Como en el caso de la insulina, la posibilidad de una acci6n directa de los
glucocorticoides sobre el receptor de glucagdn no la descartamos y estamos
trabajando en ella. Pero ni la infusién intravenosa de prednisolona en el
hombre (2), ni la adicidén de prednisolona al medio de incubacién de islotes
pancredticos aislados de ratones (3), modifica la secrecién de glucagdn, co-
mo ya vimos, tampoco modificaba la secrecién de insulina y no existen datos
en la literatura de un efecto directo in vitro de los glucocorticoides so-

bre la unién del glucagdn a sus receptores en la célula diana.

De los datos de glicerol, parece deducirse que los adipocitos procedentes

de ratas adrenalectomizadas segregan menos glicerol que los controles, tan-
to en basal como tras el estimulo de la norepinefrina. Es conocido que los
adipocitos de ratas adrenalectomizadas son menos sensitivos al efecto de las
catecolaminas (20). Células grasas de ratas tratadas tienen no sdlo restau-
rada la respuesta normal a la epinefrina sino que ademis estd estimulada.

De los datos de degradacidén, no hemos detectado diferencias en relacidn a

la insulina en la degradacién de esta hormona o de su receptor en las circuns-
tancias estudiadas ni tampoco hemos detectado diferencias en la degradacitn
del glucagdn pero si en la degradacitn de su receptor.

Estas diferencias en la degradacion del receptor de glucagdn deben tener al-
gim significado o ser la via o una de las vias de actuacidn de los glucocor-
ticoides sobre la unién del glucagdn a sus receptores. Asi, la menor unién
del glucagbn a sus receptores en ratas adrenalectomizadas podria estar sopor-
tada por una mayor degradacitn del receptor de glucagdn, lo cual estaria de
acuerdo con la idea de que los receptores que estdn ocupados por hormona pa-
recen ser mis resistentes a la degradacidn (36).
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En suma, utilizando el concepto de 'receptores de reserva' (37), la adrcna-
lectomia podria hacer disminuir la unidn del glucagbn a sus receptorcs pa-
ra llegar a un O6ptimo de unidn glucagbn-receptor y asi a un dptimo efecto
biolégico, fundamentalmente quizd, a nivel de incrementar la gluconeogéna-
sis para mantener un adecuado nivel de glucosa en sangre y asi actuar me-
nos sobre la lipolisis ya que las reservas de grasas corporales estin dis-
minuidas.

Paralelamente, la adrenalectomia aumentaria la unién de la insulina a sus
receptores sin influenciar el miximo efecto bioldgico, pero si dando lugar
a un incremento de la sensibilidad a esta hormona por el adipocito, aumen-
tando asi la accidn de 1la insulina como agente antilipolitico e incremen-
tando también la tasa de transporte de gluccsa al interior de la célula.

Creemos que nuestros datos pueden ampliar el conocimiento de la accidn bio-
16gica de los glucocorticoides como agentes diabetfgenos, y quizd contribuir
a un mejor entendimiento de las observaciones clinicas tanto de insuficien-

cia adrenal como de hiperfuncién cortical en el hombre.

Este trabajo ha sido presentado en parte en el 16th Annual Meeting of the

European Association for the Study of Diabetes, de 1980, Atenas, Grecia. Y
en el V Congreso de la Sociedad Espafiola de Diabetes, de 1980, Sevilla, Es-
pafia.
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Los glucocorticoides son conocidos agentes diabetdgenos que modulan tanto
la secrecidn de insulina como la de glucagbn. Para comprobar si los cambios
en el nivel de glucocorticoides podrian afectar al grado de unidn tanto de
la insulina como del glucagbn a sus receptores especificos, hemos estudia-
do este problema en adipocitos procedentes de ratas adrenalectomizadas (A),
controles a las cuales se les habia simulado la operacién (S), y adrenalec-

tomizadas con tratamiento de sustitucion con cortisona (T).

Nuestros resultados muestran una reduccidn del 55% en el ndmero de recepto-
res para glucagbn y una elevacitn del 46% en el nimero de receptores para
insulina en adipocitos de ratas CAj, en relacién a (S), sin ningin cambio
significativo en su afinidad.

El tratamiento de sustitucidn con cortisona en las ratas (T), produce un
aumento en la unidn de los receptores para glucagdn y a su vez una disminu-
cidn en la unidn de los receptores para insulina en estos animales en re-
lacién a (A), acercidndose a valores de (S).

No hay diferencias en la degradacién ni de la insulina ni del glucagdn por
los adipocitos de los tres tipos de ratas. Tampoco hay diferencias en la de-
gradacidn del receptor de insulina, pero si en el de glucagén (20% en S),
(34% enA) y (05 enT).

En conclusidn, los niveles de corticoides parecen modular la poblacidn de
los receptores para insulina y glucagdn en el adipocito, como, asimismo,

la degradaci6n del receptor de glucagtn. Esta modulacién pcdria ser medi-
da a través de la alteracidn de los niveles de glucagdn e insulina circulan-
tes o bien deberse a una accidn directa de estos esteroides.
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