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INTRODUCCION,

Desde que BANTING y BEST aislaron, hace ahora
treinta y tres afnos, la insulina como hormona pan-
creatica, muchos han sido les estudios dedicados
il conocimiento de esta hormona, y en especial se
ha insistido por numerosos autores sobre la exis-
tencia de una posible sustancia hiperglucemiante
lue acompana a la insulina en les extractos pan-
creaticos, y que también ha sido identificada en la
mayor parte de las insulinas comsrciales.

E] reciente estudio del factor hiperglucemiante-
zlucogenolitico (F H G) del pancreas, o Glucagon,
ha venido a completar el conocimiento de la fun-
cion endocrina pancredtica y ha servido para expli-
ear también muchos problemas relacionados con el
metabolismo hidrocarbonado y la diabetes, tanto
éxperimental como clinica, que todavia permane-
tlan bastante oscuros.

En este trabajo nos proponemos hacer un resu-
Men del estado actual de nuestros conocimientos
sobre tan interesante tema, insistiendo preferente-
Mente sobre el fundamental papel que el Gluca-
80n posee en el metabolismo hidrocarbonado.

SINONIMIA,

El factor hiperglucemiante del pancreas fué deno-
Minado con el nombre de Glucagén por KIMBALL y

E

MURLIN (1924), nombre que posteriormente fué acep-
tado por BURGER y BRANDT (1935). GREVENSTUCK
y LAQUEUR (1825) han llamado también a esta sus-
tancia “anti-insulina”, denominacion aceptada por
CHoAy (1926), v BFLFANTI (1624) a la sustancia
aislada d2]1 pancreas con acciéon hiperglucemiante
la denomind “Sustancia Y”. La denominacion de
Glucagén ha sido mantenida durante todos estos
ultimos afos, aungque mas r:cientemente se deno-
minz también factor hiperglucemiante-glucogenoli-
tico, factor H, G, o F. H. G,

HISTORIA.

La hiperglucemia que alcanza su maximo a los
diez o quince minutos de inyectados los extractos
pancreaticos y muchas insulinas del cemsrcio, es
transitoria, desapareciendo pronto para ser susti-
tuida por la hipoglucemia clasica insulinica. Estz
fendmeno, que aparece principalmente cuando los
extractos pancreaticos o la insulina se invzctan por
via intravenosa, fué ya dado a conocer al poco
tiempo de comenzarse a emplear estas preparacio-
neés en la terapéutica de la diabetes (AsHBY, 1923:
CLOUGH, STOKES, (GIBBS, STONE y MURLIN, 1923;
CrovcH, ALLEN v Roor, 1923: CoLLENS y MURLIN,
1929; Gises, Roor y MURLIN, 1923; LAGUESSE, 1923
v MurLiN, CrouGH, GIBBS y STOKEs, 1823). Segiin
BURGER y KRAMER (1929 a, 1629 b y 1930 a), este
efecto hiperglucemiante es debido a la acecién glu-
cogenolitica que posze la insulina sobre el higado
cuando es inyectada intravenosamente. Desde un
principio se supuso que la accion hiperglucemiants
era producida por impurezas mas que por un pro-
ducto pancreatico especifico: se basaba esta supo-
sicion en que la insulina cristalizada obtenida por
ABEL (1926), en manos d2 GEILING y de LAWDER
(1830) y de BURGER y Kramer (1930 b) no predu-
cia hiperglucemia. Sin embargo, en 1934 Scorr,
por un nuevo procedimiento. obtiene una insulina
cristalizada que es adoptada por la mayoria de los
preparadores de insulina comercial: este hecho,
aparentemente intrascendente, viene a cambiar no
obstante el rumbo de las investigaciones referentes
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al factor hiperglucemiante-glucogenolitico, ya que
con las nuevas insulinas, algunas recristalizadas
varias veces, se vuelve a observar la aparicion de
glucogenolisis tras de su administracion, Los es-
tudios de BRIDGE (1938) y EvaNs (1941) en anima-
les y de SHYPLEY y HUMEL (1945) en cortzs de hi-
gado confirmaron este fenomeno, que muchos sos-
tuvieron era debido a la propia insulina, hecho no
aceptado por otros autores como FIESSINGER, BE-
NARD, HERBAIN y DERMER (1936) y FIESSINGER Yy
BaREILLIER (1937), que vuelven a pensar en que
esta accion es debida a impurezas que acompanan
a la insulina, que segun BENARD (1939) es un co-
factor de la amilasa y para otros por la presencia
de nuevo del Glucagoén en las insulinas cristaliza-
das y purificadas (LUNDSGAARD, NIELSEN y (ORSKOV,
1939, y BURGER y BRANDT, 1935).

El problema de la hiperglucemia inicial causada
por las preparaciones de insulina cristalizada se
vuelve a poner de manifiesto con los trabajos de
DE Duve (1945), DE DuUVE, MARIN y BOUCKAERT
(1846) y DE Duve, HERS y BOUCKAERT (1946) em-
pleando distintas insulinas comerciales, resultados
que han sido confirmados también por OLSEN ¥
KLEIN (1945). En 1948, SuTHERLAND y CORI de-
muestran, utilizando cortes de higado, un e¢fecto
glucogenolitico qus no aparece con aquellas insu-
linas que no ejercen efecto hiperglucemiante, efec-
to atribuible tinicamente a un segundo factor que
acompana indudablemente a la insulina.

Ya los trabajos de MARKs y YOUNG (1939) y de
THOROGOOD y ZIMMERMANN (1945) sugerian la exis-
tencia de un factor antagonista de la insulina se-
gregado por el pancrzas, gue SUTHERLAND y D
Duve (1948) han demostrado estd presente en los
extractos pancreaticos, pues éstos, al igual que las
muestras comerciales de insulina, actian en una
primera fase como hiperglucemiantes.

Las revisiones recientes de BURGER (1950), Corl
(1949), PiNcus (1950), SUTHERLAND (1950, 1951 a,
1951 b), SUTHERLAND y Corl (1951), DE Duve
(1951 a, 1951 b, 1952 y 1953), GrRANDE (1953), PLI-
CHET (1953) y STEIGERWALD (1954) han servido para
aclarar este tema, que hasta el momento se encon-
traba muy confuso.

AISLAMIENTO. PURIFICACION, PROPIEDADES FiSICO-
QUIMICAS,

La separacion del Glucagoén de la insulina es su-
mamente dificil, lo que hace presumir que la natu-
raleza quimica de ambas sustancias debe ser muy
semejante,

FisHEr (1923) aislé de los extractos acuosos de
pancreas, por precipitacién con alecohol a baja con-
centracién, un componente hiperglucemiante, sepa-
rando éste de la insulina, ya que aguélla precisa de
una mayor concentracion alcohélica para obtener
su precipitacion, y BELFANTI (1924) obtuvo d= los
extractos etéreo-alcohélicos de pancreas una sus-
tancia (Sustancia Y) con propiedades igualmente
hiperglucemiantes. Ya en época mas reciente SAKA
(1952) ha aislado de pancreas normal, de orina de
ratas y conejos aloxan-diabéticos, y orina de pa-
cientes diabéticos, por precipitacion con aleohol de
72-80 por 100, y redisolviendo en buffer de fosfa-
tos a pH de 4-4.5, y evaporando a vacio un factor
hiperglucemiante-glucogenolitico.

Después de considerables esfuerzos, BURGER y
BRANDT en 1935 aislaron una fraccion del panceras
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que era muy activa como hiperglucemiante, perg
que todavia contenia alguna cantidad de insuling
HEARD, LOZINSKI y STEWARD (1948) separaron ep
el sobrenadante de la primera precipitacion isoelée.
trica de la insulina productos hiperglucemiantes,
que KAzAL, SPICER y BARNES y BRAHINSKY (1948)
lograron obtener mas activos del sobrenadante de
la precipitacion con cloruro sédico al 15 por 10
utilizando el procedimiento descrito por Romas,
Scorr vy Fisaer (1940). Posteriormente, Kazar,
WoLFE, SPICER y BARNES (1950), utilizando también
la solucion de cloruro sodico al 15 por 100, y si-
guiendo la marcha gue a continuacion se indieg
(cuadro I), han logrado aislar fracciones muy ge-
tivas como hiperglucemiantes a partir de prepara-
dos crudos de pancreas.

De estas fracciones la mas activa es la tercera,
o preparado numero 3 (ver cuadro), insoluble en
acido tricloroacético y que aparentemente esta li-
bre de insulina; los preparados restantes, si bien
actian como ligeramente hiperglucemiantes en su
fase inicial, después pueden producir una fuerte hi-
poglucemia que en les animales de experimentacidn
utilizados (conejos) puede llegar a producir con-
vulsiones. Lia presencia de factor hiperglucemiante
en todas las fracciones indica falta de una adecua-
da separacion de este factor de las sustancias con-
taminantes v es posible pensar que se encuentra
realmente adsorbido por las proteinas de estas frac-
ciones. La actividad de estas fracciones es igual si
se administran por via hipodérmica o intravenosa,
La repetida administracion por via hipodérmica
produce hipoglucemia y convulsiones en los anima-
l:s inyectados.

GAEDE, FERNER y KASTRUP (1950) han separado
también el Glucagén por medio de un fraccioni-
miento con cloruro sédico. Otro procedimiento de
separacion del Glucagén es el propuesto por Sv-
THERLAND, HAYNES y OLSEN (1949), basado en que
este factor no forma filamentos con éacido clorhidri-
co en caliente, como le ocurre a la insulina (WauGH,
1946), La separacion del Glucagon por inactivacion
alealina de la insulina, en los preparados comercia-
es de ésta, tiene el inconveniente de que también se
produce en parte una degradacion del factor hiper-
glucemiante,

VUYLSTEKE y DE DUVE (1953) han aislado de in-
sulinas purificadas una fraccion parcialmente cris-
talina que es diez veces mas activa en cortes de
higado que las muestras obtenidas por el método
de SUTHERLAND, HAYNES y OLSEN (1949), y STAUE,
SINN y BEHRENS (1953) han obtenido de una insu-
lina amorfa un factor hiperglucemiante, en forma
cristalina, muy purificado, que a dosis de 0,15 jg
por kilo de peso produce en gatos una elevacion de
la glucemia de 30 mg. por 100, haciéndose obser-
var que los cristales atn contienen indicios dz zinc.

FoA, SANTAMARIA, BERGER, SMITH y WEINETEIN
(1952) han empleado en sus experiencias dos tipos
de FHG: uno, llamado “FH G ecrudo”, nhtenld_o
tratando un subproducto de la fabricacién de insuli-
na, que se disuelve en NaOH 0,08 N y que se -
cuba dos horas a 39" ajustando el pH a 7,4 con PIH
diluido, filtrando o centrifugando a continuacion.
y otro, el “F H G semipurificado”, obtenido tratan:
do con NH, y haciendo una purificacion pﬁfcia'
precipitando con aleohol etilico al 80 por 100.

También son recientes las investigaciones de
BOKMULLER y REBLING (1954), que han aislado un
Glucagén muy puro por medios electroforéticos.




o

T GLUCAGON i
CUADRO I
PREPARACION DE FRACCIONES PANCREATICAS CON PROPIEDADES HIPERGLUCEMIANTES (Kazan, WoLrg,
SPICER y BARNES)
Péncreas fresco (18 libras aprox.).
(Tratado con solucién de cloruro soédico al 15 por 100},
|
|
Sobrenadante (31 por 100).
! ' =pisa_ o )
Fraccion no dializable (350 gr.). Fraceion dializable
(Prepoarado nigm. 1), (descartada).
|
' |
Inactivado por alealis (157 gr.).
{Preparado nun. 1 A,
l
&l por 100 ‘soluble an; platiol. 80 por 100 no soluble en etanol (134 gr.).
|
‘: (Preparado nim. 2).
|
| !
Inactivado por alcalis (74 gr.).
80 por 100 sc * en e 4 p |
0 pm_ soluble en (l&ﬂfol ( Prepavado wim, B-A).
90 por 100 insoluble en etanol (35 gr.).
eSS . ‘ 1
Tratamiento con dcido tricloroacético. Inscluble en el TCA (4.4 gr.).
(TCA sol. al 2,5 por 100), i .
(Preparado mim, 3).
|
—_—————— e — —
Y |
Inhibidor (segunda recristalizacion) (1,37 gr.). |
{ Preparado mim. 4, Liquido madre después de tratar con la sol. de TCA
(18 gr.).
(Preparado niom. 5.
i

Inactivado por alcalis (14 gr.).

(Preparado num, 5 A,

El Glucagon es, pues, como la insulina, de natu-
raleza polipeptidica, no es dializable y precipita por
el dcido tricloroacético y es inactivado por los en-
Zimas proteoliticos (BURGER y BRANDT, 1935, y Su-
THERLAND y Corl, 1948), Difiere de la insulina en
que retiene mis de su actividad después de incu-
bacién con alcalis 0 con cisteina (NIELSEN, 1932;
BUrRGER y Branpr, 1935; SUTHERLAND y CORI,
1948) siendo también mucho méas sensible a la in-
activacion con tripsina (VAN ABEELE y CAMPBELL,
1951). Para STEIGERWALD (1954) se trata el Gluca-
g6n de un glucoproteido, segun se demuestra por
el anilisis de BausTeIN, Es factor estable en san-
sre heparinizada a 37° durante una hora, no prote-
8¢ en cambio los ratones frente a las convulsiones
nducidas por la insulina, pero si invierte el efecto
hipoglucemiante de la insulina en el conejo.

LUGAR DE PRODUCCION. DISTRIBUCION,

La distribucion del Glucagén en diferentes teji-
dos ha sido estudiada por SUTHERLAND y CoORI
(1948), habiendo observado que el unico organo
que da verdaderamente extractos activos es el pan-
creas. En perros y en conejos, pero no en cerdos,
ovejas y vacas, se encuentra igualmente en los dos
tercios superiores de la mucosa gastrica una sus-
tancia en todo semejante con el Glucagon. En el
ileon y en el duodeno de perro también se ha en-.
contrado, mientras que de la zona pilérica no se ha
obtenido casi producto hiperglucemiante, Es mas
abundante en los pancreas fetales, localizandose en
los pancreas de los adultos en la parte de la cola
(porcion esplénica) y en los pancreas esclerosados
por ligadura de los conductos excretores., Foa y co-
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laboradores (1953) han obtenido FHG tratando
el pancreas y mucosa gistrica con amoniaco, Sin
que este procedimiento haya dado resultados posi-
tivos con el tejido hepatico y renal.

Para la localizacion d:l lugar de produccion del
Glucagon han sido de gran interés las experiencias
de SUTHERLAND v DE Duvk (1948), que han pueste
de manifiesto el mayor contenido de FHG y falta
absoluta de insulina en los paAner:as de animales
tratados con aloxana. De estos trabajos parece de-
ducirse que el lugar de formacion d=! Glucagon se-
rian las células alfa de los islotes d: Langerhans
del pancreas, que permanecen inalteradas en las
experiencias con aloxana. Ya se sabe, desde los :s-
tudios de LAGUESSE (1894), que en los islotes de
Langerhans habia dos tipos diferentes d= células
quz gracias a los métodos especiales de coloracion
de LANE (1907) y BENSLEY (1911) fueron identifi-
cadas como células alfa y beta. Se llegd a suponer
en un principio que las células alfa y las beta del
pancreas serian distintos estadios celulares de una
misma formacién embriogénica, pero hoy dia auto-
rzs de tanta solvencia como FERNER y STOEGKENIUS
(1951-1953) consideran a estas células como dife-
rentes tanto morfologicamente como funcionalmen-
te, formando sistemas celulares totalmente ind:jpen-
dientes.

Se ha supuesto que las células alfa del pancreas
seérian muy parecidas a las células argentdfilas de
la mucosa intestinal, WEISBERG y GERSCHEN (1952)
han estudiado la posible relacién entre unas y
otras, tomando como tipo de células argzntofilas
las células de los tumores carcinoides primarios;
han analizado asimismo el sitio de localizacion de
estas células carcinoides, siendo los lugares miés
frecuentes de asiento el apesndice (en un 57 por 100
de casos) y el ileon (en un 20 por 100), pero sola-
mente tres de los pacientes revisades de la litera-
tura existente eran diabéticos. l.os resultados en
este sentido han sido, pues, pobres, también de las
experiencias de FoppeN (18563 a), que ha hecho un
concienzudo estudio histologico, histoquimico y bic-
logico dz las ceélulas alfa de los islotes de Lan-
gerhans, y de las células cromafin-argentdéfilas de
los elementos intestinales, poco se ha podido con-
firmar,

Mas recientemente, los estudios con destructo-
res selectivos de las células alfa de los islotss han
venido a reafirmar la hipotzsis concerniente al lu-
gar de formacion del Glucagon., Van CAMPENHOUT
y CorNELIS (1951 a y 1951 b) observaron que el
cloruro de cobalto lesionaba especificamente las
células alfa en los pancreas de cobayas; también
VUuyLSTEKE, CORNELIs y DE Duve (1952) han in-
vestigado ¢l contenido en Glucagon de los pancr:as
tratados por este medio, comprobando en cortes de
higado y en administracion parsnteral como se re-
duce a mas de un tercio su valor normal, GOLDNER,
VoLK y LazArRUs (1952) han comprobado como los
pancreas de congjos tratados por via intravenosa
con cloruro de eobalto sacrificados a las veinticua-
tro o cuarenta y ocho horas muestran la destruc-
cién de las células alfa, Al momento de la inyec-
cion se eleva el azucar sanguineo, volviendo a la
normalidad después de cuatro o cinco horas, siendo
producida también hiperglucemia por la nueva in-
yeceion de cloruro de cobalto.

Estos hechos hacen suponer dos eventualidades
segtin estos mismos autores (GOLDNER, VOLK y
Lazarus, 1953): sz puede pensar, por un lado, ¢n
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la posibilidad de que las células alfa lesionadas }i.
beran una sustancia hiperglucemiante, hipotasis
ésta en relacion con la admitida por Biirgeg
BRANDT (1635), PINcus (1950) y SUTHERLAND y Dg
DUVE (1948); al mismo tiempo parece ser quz Iy
ausencia de una hipoglucemia persistente despyse
de la hiperglucemia inicial y los repetidos episodics
hipsrglucémicos después deo cada nueva administrg.
cion de cloruro de cobalto parecen indicar que gy-
ficientes células alfa han escapado al efecto des-
tructor de la primera inyeceién y son bastantes
para mantener la gluczmia y para causar hipergly.
cemia. De otro lado, se puede pensar en que la des-
truceion de las células alfa y la produccion de hi-
perglucemia  son dos fendmenos independientes,
siendo este Ultimo de origen unicamente extrapan-
credtico. Los estudios morfologicos demusstran que
la alteracion de las células alfa aparece rapidamen.
te, durando su regeneracion unos dicz dias, miep-
tras que los cambios en la hipergluc mia siguen
otro ritmo enteramente diferents, La elevacion de
la glucemin aparece lo mismo después de la prime.
ra que de la segunda inyeccidn, siendo la mavor
d:istruccion de células alfa consecvtiva solamente
a la primera inyeceion, no alterandos= casi con las
siguientes. Todo hace pensar en que el efecto hi-
perglucemiante del eloruro dz cobalto 2s por aceién
sobre el higado y no sobre las células alfa del péan-
creas. En los animales tratados con aloxana dura
mas el efecto hiperglucemiante por probable aceién
toxica sobrz el higado, habiéndose observado igual-
mente otros sintomas toxicos y una precipitada cai-
da de la glucemia después de sucosivas inyecciones
de cloruro de cobalto. Ademas, ¢s bien sabido que
las injurias hepiticas mejoran la diabetes de los
animales panecreatzctomizados (SOSKIN y LEVINE,
1652), siendo lugar electivo de eliminacién del co-
balto el higado y bilis (GREENBERG y Coprp, 1943),
Se ha visto también que el higado de los animales
tratados con cloruro de cobalto aparzce casi falto
totalmente de glucégeno.

En el animal pancrzatectomizado y en el parcial-
mente eviscerado, la simple inyeccién de cloruro d=
cobalto produce también hiperglucemia transitoria,
lo cual es un hecho mas a favor de la hipétesis de
que no se produce ésta por estimulo de las células
alfa del pancreas (LAzZARUS, GOLDNER y Vork, 1953)
¥ que es debida a un efecto independiente del co-
balto. FoppeN (1953 b) arguye que si bien ¢] cloru-
ro de cobalto produce eambios morfolégicos dege-
nsrativos en las células alfa, no se aprecian aberra-
ciones metahdlicas en estas células. Confirma todas
estas suposicionss el fltimo trabajo de GOLDNER,
VoLK y LAzARrus (1954), que estudian e] sfecto so-
bre la glucemia de los extractos pancreaticos de
perros previamente tratados con cobalto, observin-
dosez que causan la misma hiperglucemia los extrac:
tos de los perros cobalto-tratados que de los no tra-
tados con cobalto, de lo que parece deducirse gue
no es en las células alfa del pancreas donde se for-
ma €] Glucagén.

Se ha aislado también de la orina de enfermos
csquizofrénicos, clasificados por Mepuna (1950)
mas recientemente como “oneirofrénicos”, un fac-
tor hiperglucemiante (MEDUNA y VAICHULIS, 1948,
vy MEDUNA v CuLLocH, 1945). La existencia de este
factor en la orina hace presumir que en estos pro-
cesos patologicos se produce un anormal metabo-
lismo hidrocarbonado. La fraccion G aislada por
MORGAN y PILGrIM (1951) de cnfermos de la Wes-
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i-yn Psychiatric Clinic por método distinto al reco-
pmendado con la orina de normales por HARROW,
Mazuk, CHAMELIN y LESUK (1936) ha dado como
resultado en su administracion intravenosa a dosis
qc 0,5-1 mg. por rata a un incremento en e] aziecar
ganguineo de 35 a 69 mg. por 100. Aunque todavia
s pronto para hacer deduccionss categoricas, pare-
e ser que el producto eliminado por la orina de los
gneirofrénicos y el Glueagoén tienen una intima re-
lacion.,

NATURALEZA HORMONAL, BNSAYO.

Las investigaciones de estos ltimos anos se di-
rigen principalmente a descubrir la naturaleza de
este factor. § Se trata en efecto de una hormona di-
ferznte de la insulina o, por el contrario, €s la mis-
ma insulina eon una variante en su accion?

[l Glucagon es un polipéptido o sustancia simi-
lar capaz de ejercer una accion especifica sobre un
sistema enzimatico ds un dérgano remoto al lugar
de su formacion. Se pznsé en un principio que por
s aecion en el higado como glucogenolitico seria
parecido a la adrenalina, con la diferencia de que =l
(Glueagdén no estimula la glucogenolisis muscular y
parece de accion simpaticomimética, Una melécula
de Glucagon (peso molecular alrededor de 6.000) ¢s
equivalente en actividad glucogenolitica a un mi-
nimo de seis moléculas de adrenalina y con 10 .g.
de factor hiperglucemiante-glucogenolitico se¢ pro-
duce una aceion hiperglucemiante en el congjo, todo
¢llo aboga por la naturaleza hormonal de este fac-
tor, dadas las pequenas dosis que producen efecto.
Su aceion a distancia, sobre la glucogenolisis hepa-
tica, como lo demuestra la falta de acciéon en ani-
males en los que se excluye el higado por hepatec-
tomia o evisceracion (MERCKLEN e INGLE, NEZAMIS
vy HuMPHREY, 1953), y su produccién en formacio-
n:s celulares tipicamente endocrinas, como ocurre
para otras hormonas, inclinan también a pensar en
su naturaleza hormonal.

La prineipal confirmacion de su caracteristica
hormonal seria su demostraciéon en sangre y el he-
tho de qu= la extirpacion de las formaciones incre-
loras creara un cuadro de ausencia de la misma,
tratable tnicamente con la administracién de la
hormona. El cobalto, como ya hemos dicho, no cau-
54 mas que una efimera destruceion de las ceélulas
alfa, y por otro lado, en la diabetes metahipofisa-
la y en la aloxanica, sélo se destruyen las células
beta, y en los pancreatectomizados si son destrui-
das ambos tipos de células. Por ello, de la compa-
raciéon de pancreatectomizados de una parte, y de
aloxanizados y diabéticos por estimulo hipofisario
bor otra, pueden resultar conclusiones muy intere-
sdntes a este respecto. Ya después de los trabajos
de MArRKS e YouNG (1939) con perros diabéticos
Metahipofisarios y de THOR0GOOD y ZIMMERMANN
11945) con aloxan-diabéticos, se vi6 la diferencia
eXistente con aquellos que habian sido pancreatec-
lomizados, Cuando se priva de insulina a este ulti-
Mo grupo de perros sufren mas severamente que
10s otros aunque la dosis de insulina necesaria para
tontrolar esta diabetes sea menor. Iguales diferen-
‘135 se han descrito entre los verdaderos diabéticos
YV los que han sufrido pancreatectomia (ROCKEY,
1943 . GoLoNER v CLARK, 1944, y GastoN, 1948). El
Uz necesiten los perros diabéticos por la aloxana
Mds insulina que los otros para controlar su pro-
‘80, parece explicar que un factor anti-insular si-
gle produciéndose, que contrarresta parte de la in-
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sulina administrada. El que este factor se localice
en pancreas parece ser un hecho, como lo demues-
tra que las necesidades de insulina en los animales
diabéticos por la aloxana disminuyen al ser pan-
createctomizados (THOROGOOD y ZIMMERMANN, 1945
CANDELA, GoONI, CALDEIRO y GoNzALEz, 1947, y
CANDELA, 1952), Segiin MIRSKY, FUTTERMAN, WACH-
MAN y PERISUTTI (1951), los menores requerimien-
tos en insulina en los animales pancreatectomiza-
dos era debido a una incompleta utilizacién de las
proteinas de la dieta,

El que el Glucagén es vertido en sangre ha
quedado confirmado gracias a los trabajos de
Foa, WEINSTEIN y SMITH (1949), Foa, SANTAMAR{A,
WEINSTEIN, BERGER y SMITH (1952) y Foa, MagGID,
GLASSMAN y WEINSTEIN (1953), Con circulaciones
cruzadas en perros haciéndose anasiomosis veno-
sas pancreato-duodenales — femoral y mesentéri-
ca — femoral, se ve cémo la inyeccién de insulina
en un perro va ssguida de hiperglucemia en el otro
v viceversa, como por la inyeccion de FHG en el
donador se produce una hipoglucemia en el receptor
por probable seerecion de insulina en respuesta a la
administracion del factor hiperglucemiante. La res-
puesta en animales tratados con aloxana, gue se
ponen en cireulacion cruzada con normales es idén-
tica, con produccion de Glucagon, confirmando las
experiencias de CAVALLERO y MALANDRA (1949 y
1950) y de MALANDRA y CAVALLERO (1950) sobrs
secrecion de F HG en los pancreas aloxanizados.

Mas recientemente BORNSTEIN, REID y YounG
(1951) han demostrado la presencia de FHG en
sangre de la vena pancreatica de ratas diabéticas
por la aloxana, hipofisectomizadas y adrenalecto-
mizadas, y en gatos normales tratados por hormo-
na hipofisaria del crecimiento. Actuando esta hor-
monga (hormona somatotrofiea hipofisaria) desenca-
denando la produccién de Glucagon en ausencia de
la hipofisis y dz las glandulas suprarrznales y sien-
do activo el Glucagon después de suprarrenalecto-
mia, como han demostrado RATHERY, KOURILSKY ¥
LAURENT y PINcUs (1850), y tras de la seccién de
los esplacnicos (IoNESCO), Ya desde los trabajos de
Houssay y Biasorti (1930 a y 1930 b) al extirpar
la hipofisis con la consiguiente mejoria de la aia-
betes, y los de Younc (1949) inyectando extracto
crudo de hipéfisis anterior, y los de BENNETT y
Evaxs (1850) con hormona somatotréfica hipofisa-
ria obteniendo hiperglucemia y glucosuria tempo-
ral, se vi6é la gran relacién que exists entre la hor-
mona del crecimiento con el posible papel del Glu-
cagon, Después de la administracion de la hormona
del ecrecimiento hipofisario se produce un incremento
en la demanda de insulina que al hacerse la inyee-
ciéon continua termina por producir una degenera-
cion en las células beta con el consiguiente descen-
so en la produccion de insulina (Houssay y FOGLIa,
1938 y 1944 y ANDERSON y LONG, 1947), mientras
que las células alfa no sufren modificaciéon (DoHAN,
FIsH y LUKENS, 1941) y pueden ser estimuladas
por la hormona somatotréfica hipofisaria. Foa y
colaboradores (1853) han comprobado también la
produccion de hiperglucemia en p:srros con anasto-
mosis pancreatoduodenal-femoral a] inyectar hor-
mona del crecimiento. Con ello se confirman las
experiencias de BORNSTEIN y cols, (1951) y se re-
afirma la hipétesis d= la naturaleza hormonal del
Glucagon.

_EI ensayo del Glucagén se puede hacer o bien “in
vivo"™ o “in vitro”, “In vivo", estudiando el efzeto
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hiperglucemiante en conejos directamente por la
inyeccion intravenosa o por el efecto antagonico
frente a la administracion de insulina. Este tltimo
procedimiento seria de elececion si los preparados
de Glucagon fueran completamente puros y estuvie-
ran totalmente exentos de insulina.

Sin embargo, ¢l mejor procedimiento de control
es el que se basa en el estudio de la glucogenolisis
en cortes de higado segin la técnica propuesta y
desarrollada por SUTHERLAND y DE Duve (1948) y
SUTHERLAND y cols. (1949). E] fundamento es el si-
guiente: En los cortes de higado de animales incu-
bados a 37" en condiciones aerobias en una solu-
cion salina tampon de fosfatos, la reszrva de gluco-
geno se transforma en glucosa, La adicion de Glu-
ecagon aumenta la cantidad de glucesa producida.
Se haran comparaciones con los resultados obteni-
dos por preparados tomados como standards.

PROPIEDADES BIOLOGICAS, MECANISMO DE SU ACCION

BIOQUIMICA,

Probablemente la accion biologica mis saliente
v hasta ahora mas comprobada en el Glucagon es
su efecto glucogenolitico sobre 2] higado. En con-
tra de las primeras opiniones de OLSEN y KLEIN
(1947) y de WEIsBerG, CAReN, HUDDLESTUM y LE-
VINE (1949), €] Glucagoén es igualmente activo cuan-
do se administra por via hipodérmica que cuando
se hace por via intravenosa (VUYLSTEKE, DE Duve
y Nvs, 1950). Su actividad glucogenolitica sz pre-
senta “in vitro” en perfusion de higado y en cortes
de higado, no apareciendo si éstos previamente han
sido homogeneizados, pues es necezaria la estruc-
tura celular intacta para que se presente estz
efecto.

No s6lo ha sido ésta la tinica propiedad biologica
estudiada del Glucagén, ya que a él se atribuyen
también la accién estimulante dz la respiracion
(HEARD, LOZINSKI, STEWARD y STEWARD, 1948); el
efecto sobre gluconeogénesis (WATERS, 1949) en
cortes de higado; la inhibicion de] efecto de la in-
sulina en diafragma aislado de rata, a la que anta-
goniza, haciendo pensar que el Glucagén podia ac-
tuar disminuyendo el consumo de glucosa en el
musculo (CANDELA, TAMARIT, CANDELA y CRISTEN-
SEN-KONIG, 1951 y 1952 b); la elevacion de la can-
tidad de grasas en el higado (BENSLEY y WORNEY,
1938); la accién cetogénica en el animal completo
(ZIMMERMANN y DoONOVAN, 1948); la accién estimu-
lante de la excrecién de urea (TYBERGHEIN, 1953)
cuando se administra de forma continua intraveno-
80, y la accién eosinopénica (VUYLSTEKE, DE DUVE
y Nys, 1950) gque presenta como la adrenalina,

De todas estas propiedades es, como dzciamos
antes, su actividad glucogenolitica la mis impor-
tante, Esta aceion recuerda mucho a la producida
por la adrenalina, aunque otras propicdades de
ésta no hayan podido ser reproducidas por el Glu-
ecagbn como la acciéon sobre aparato cardiovascular
(VUYLSTEKE, DE Duve y Nvs, 1950: Pincus, 1950),

Fosforilasa

Glucogeno -+ PO.‘__ ' - —_"_'Glu(tnsa -1-fosfato

La adiciéon a los cortes de higado de glucosa-1-
fosfato o glucosa-6-fosfato incrementa la produc-
cion de glucosa (SUTHERLAND y Corrt, 1951), lo que
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el efecto sobre el nivel de dcido lactico en sangre
(SUTHERLAND, 1950; VUYLSTEKE y cols., 1950) y
sobre la caida de glucégeno en el misculo (Tyggg.
GHEIN, 1950).

El metabolismo de las grasas es intimamente
afectado, hecho ya observado con la adrenaling
(BLIXENKRONE y MOLLER, 1938), que incrementa g
produccién de acetoacetato en las experienecias de
perfusion de higado de gato. HAUGGARD y Stapg
(1953) han observado que la adrenalina y el Gly-
cagon inhiben parcialmente la incorporacion de ace-
tato a los acidos grasos en cortes de higado de ratg
y posteriormente HavGearp y HAUGGARD (1954) han
estudiado la sintesis de acidos grasos y la forma-
cion de cuerpos cetonicos a partir de glucosa v frue-
tosa isotopica. Como dato sobresaliente de estos
trabajos se deduce que ¢l F HG actia oxidando los
dcidos grasos ¢ inhibiendo su sintesis, accién que
se opone a la insulina,

Sin embargo, este efecto no es nada claro, ya
que es inhibida la sintesis de los acidos grasos tan-
to si €l precursor es el acctato como si lo es la
glucosa o fructosa, indicando con ello que el Glu-
cagon actia sobre la oxidacion de los acidos grasos
tanto como sobre las preliminares reacciones del
substrato radiactivo. Simultdneamente se observa
como se incrementa la formacion de cuerpos cetd-
nicos,

El mecanismo bioguimico de la accion del Glu-
cagon ha sido bien estudiado por SUTHERLAND ¥
Corr (1948 y 1951), que han obs:rvado considera-
ble incremento de la fosforilasa activa en las cé-
lulas hepaticas, hecho que explica la mayor pro-
duccion de glucosa en los cortes de higado. Hecho
semejante se produce con la adrenalina sobre cor-
tes de higado (ELLis, ANDERsON y TurTLg, 1952).
La dihidrosrgotamina bloquea el efecto de la adre-
nalina, pero no el del FH G (ELLIS, ANDERSON ¥
CoLLINs, 1954) ; en ambiente oxigenado, la respués-
ta se produce también; no en cambio tn presencia
de nitrégeno. Concentracionss modcradas de iedo-
acetato, que bloquean la glucolisis, no interfieren
en cambio los efectos d= la adrenalina, siendo in-
crementada la glucogenolisis por pequenas canti-
dades de 2-4-dinitrofenol, que favorece la accion
de la adrenalina activando la fosforilasa, mientras
que el fluoruro sédico que por si sélo incrementa
la produccién de glucosa y glucogenolisis y activa
la fosforilasa no acentia estos efectos de la adre-
nalina en su presencia, )

Es fundamental para que se realice el efecto hi-
perglucemiante-glucogenolitico del Glucagon gque
exista una estructura celular, ya que carece de ac
cion, como antes se indic6, sobre extractos o pas
pillas de higado. Por lo tanto, se deduce de €sto
que el Glucagon, si bien no actia directamente so-
bre sistemas enzimaticos, su efecto es a traves de
algiin mecanismo celular regulador de los enzimas
que intervienen en el paso del glucdgeno a glucosa.
Seglin SUTHERLAND (1951 a), en este proceso inter-
vienen tres enzimas en la forma que a continuacion
se indica:

Mutasa Fosfatasa

~ 7 Glucosa -6-fosfato :: Glucosa + POy

viene a indicar que tanto la mutasa como la fosfata-
sa pueden transformar mayores cantidades de ésiéel'
fosforico de la glucosa qque el producido por la fosto:
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rilasa. De ello parece deducirse que la primera par-
{o de la reaceion, precisamente en la que intervizne
ja fosforilasa, aun siendo la mas lenta es la pri-
mordial y sobre la que puede actuar el Glucagén
getivandola. El Glueagén, lo mismo que la adrena-
lina, aumentan la cantidad de fosforilasa en los
cortes de higado, actuando mas sobre la sintesis
de la fosforilasa que sobre su destruceién, incli-
nandose ¢l equilibrio
sintesis de fosforilasa ‘__ _yi.lustrue{‘i('m de fosforilasa
hacia la sintesis, mientras que t6xicos como el fluo-
ruro sodico impiden sélo la destruccién. A su vez,
¢l paso de fosforilasa inactiva a activa puede reali-
zarse muy rapidamente en prisencia de Glueagon.
IXs, pues, primordial ¢l conocimiento del mecanis-
mo bioquimico por el que actiia el Glucagén para
pxplicar su importante papel como regulador del
metabolismo hidrocarbonado aunque todavia no se
encuentre resuelto totalmente este problema.

KFECTOS FISIOLOGICOS K IMPORTANCIA PATOGENICA
EN I(HI.ACI(’IN CON LA DIABETES,

A pesar de que todavia es provisional todo cuan-
to pueda decirse en relacion con el papel fisiologi-
ro que desempena el Glueagon en el organismo, es
casi generalmente admitido que sus aceiones son
opuiestas a las de la insulina. Podria argumentarse
en este sentido que también la adrenalina es efec-
liva bajo este punto de vista, Sin embargo, el Glu-
cagén la aventaja al carecer de accion sobre el glu-
cogeno muscular y no poseer accion simpaticomi-
meética, Posiblemente el Glueagon no aetiia como la
adrenalina, neutralizando la accion economizante de
protcinas propias de la insulina.

Parece, pues, l6gico admitir que el Glucagdn es
una segunda hormona pancreatica que se opone a
los ¢fectos de la insulina, aunqus conjuntamente
con ella mantiene el equilibrio hidrocarbonado.

El Glucagon puede variar en sus efectos fisiol6-
gicos en animales anestesiados (WEISBERG, CARON,
HubnLesTunN y LEVINE, 1949), hecho también estu-
diado por Loupg, CAMPBELL y MIRSKY (1950) en el
hombre, K] efecto hiperglucemiante se aumenta con
la anestesia (inyeccioén intravenosa de pentobarbi-
tal sodico). Podria ser debido a que se aumenta
¢l tiempo de la cirenlacién periférica (ABRAMSON,
1944). Tal aumento en la corriente periférica san-
guinea reduce la diferencia arteriovenosa de azucar
en sangre, En cambio, la anestesia no modifica el
efecto glucogenolitico del Glucagoén.

La variable aceién del Gluecagdén en cuanto a la
produceion de hiperglucemia ha sido bien estudia-
da por Foa, SANTAMARIA, BERGER, SMITH y WEINS-
TEIN (1952), que han comprobado que el FHG en
animales pancreatectomizados con cetosis es ma-
yor la hiperglucemia en los que presentan cetosis
ligera que en aquellos con cetosis mas severa. En
¢l animal pancreatectomizado bien controlado y sin
tetosis el efecto hiperglucemiante es mayor que en
¢l animal normal, sugeriendo estos autores que la
dccion del F H G es limitada por la presencia de in-
Sulina; al mismo tiempo, en los animales pancrea-
l“ctomizados bien controlados sin cetosis, el efecto
hipoglucemiante de la insulina es mayor que en los
normales, ereyendo igualmente que la insulina es
timbién limitada en sus cofectos por el Glueagdon.

De todo lo cual se deduce que la insulina y el Glu-
cagbn actiian mutuamente regulandose una a otra
y manteniendo el nivel de glucosa en sangre.

Es de gran interés la relacion existente entre la
hormona del crecimiento hipofisaria y el Glucagén,
va que cabia la posibilidad de un efecto sobre cre-
cimiento del factor hiperglucemiante-glucogenoliti-
co. El reciente trabajo de GESCHWIND y STAUB
(1953) no parece reconocer esta actividad del Glu-
cagbn, ya que con un preparado altamente purifi-
cado (Lote ntim, 208-108 B-234) y en el que la in-
sulina habia sido previamente destruida por trata-
miento con cisteina, a dosis de 250 pg. por dia, du-
rante periodos de tiempo de cuatro dias en ratas
hipofis:gtomizadas, no se produce estimulo en el
crecimiento del disco eartilaginoso del extremo epi-
fisario proximal de la tibia, Este resultado no con-
cuerda con las experiencias de ELDRICK (1952), lo
que hace suponer que los preparados utilizados por
este autor no estaban lo debidamsente purificados;
la presencia de insulina puede ser la causa de est2
¢stimulo sobre ¢l crecimiento del cartilago de la ti-
bia de rata hipofisectomizada, pues se sabe desde
los trabajos dz SALTER y BEST (1953 y BEST (1952)
gque la insulina en animales en estas condicioncs
actita como estimulante del desarrollo del disco car-
tilaginoso de la tibia. Todo ello tiene relacion in-
dudablemente con la presencia de fosforilasa en-
contrada en los cartilagos de las epifisis (GUTMAN
y GurMmaN, 1941; ALBAUM, HIRSCHFELD y SOBEL,
1952) y con el papel que la glucogenolisis tiene en
la ealcificacion de los cartilagos. I as reservas ci-
toplasmaticas de gluedégeno empiezan a desapare-
cer en €] momento que ¢l material mineral del hue-
so comienza a depositarse en el tejido predseo
(GurMmaN, 1951 y Hagrris, 1932) y se estimula la
division celular, efecto sobre la mitosis (JORDAN,
1928), muy interesante para explicar la accion so-
bre e] crecimiento.

La hormona hipofisaria del erecimiento produce
un efecto hiperglucemiante transitorio por proba-
ble estimulo en la produccién de Glucagon (CARBA-
LLEIRA, ELDRICK, MACKENZIE y BROWNE, 1952) por
las células alfa del pincreas (CAVALLERO y MOoSCa,
1953).

En época reciente, INGLE, BEARY y PUMARLIS
(1954) han observado un aumento temporal en la
eliminacién de glucosa por la orina de ratas mode-
radamente diabéticas por pancreatectomia parcial
después de la administracion continua de Glucagén.

El papel que el Glueagén puede desempefar en
la patogenia de la diabetes ha sido motivo de mul-
tiples expcriencias (PINcus y RurMman, 1953). Mac
QUARRIE, BELL, ZIMMERMANN y WRIGHT (1950) han
observado en ciertos pacientes diabéticos que el
aumeénto o la disminucién en la produceiéon de Glu-
cagon por sus células alfa de los islotes de Lan-
gerhans del pancreas crea variaciones en sus ma-
nifestaciones clinicas, PINcus (1950) ha estudiado
el efecto del Glucagén sobre el azlicar sanguineo de
enfermos diabéticos. En pacicntes con “‘diabstes
estable” y funcion norma! de sus células alfa, la
administracién de insulina puede directa o indirec-
tamente producir un aumento €n la secrecion de
FHG, y en pacientes con “diabetes labiles”, por
tener pequenas cantidades de Glucagén, presentan
gran fluctuacion en el nivel de aziear sanguineo
después de la administracién de alimentos y de in-
sulina. Por eso, en estos diabéticos labiles cabe la
posibilidad de tratarlos con Glueagon, como ha side

.
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realizado en estas experiencias de Pincus (1950).
KirTLEY, WAIFE y PECK (1953) han visto cémo por
la administracion intravenosa de una solucién di-
luida de FH G a sujetos normales y diabéticos se
producen diferentes tipos d: respuesta en cuanto
a los niveles de azicar en sangre y P inorgénico en
suero. Los sujetos normales rzaccionan igual que
si se les diese glucosa. Los diabéticos estables in-
sulin-insensibles, muestran una prolongada el:va-
cion de la glucemia y una disminucion en el P in-
organico. Los diabétices inestables insulin-insensi-
bles rcaccionan =n cambio de otra manera: respon-
den con una menor elevacién de la glucemia, que
baja a su valor inicial después de los primeros se-
senta minutos, y el P inorgénico se comporta de
una manera parecida a como lo hace en los sujetos
normales.

En ciertas condiciones experimentales el Gluca-
gon pucde impedir la hipoglucemia causada por la
insulina. DE Duve, HERS v BOUCKAERT (1946) han
demostrado que cuando el Glueagdn so anade a la
solucién de glucosa gue se infunde en conejos que
han recibido una gran dosis dz insulina (30 unida-
des) la cantidad d= glucosa necesaria por unidad
de tiempo para mantener en un valor normal la
glucemia es menor qus la gque se necesitaria si no
hubiese administrado el F H G, Las experiencias de
Roor, ELLIs y STAUB (1954) en conejos y en rato-
nes a los que se administra Glucagoén junto con in-
sulina en la proporecién de 1 :100 y 1 : 10, respec-
tivamente, demuestran que no se influencia el des-
censo de la glucemia producido por la insulina con
la administracién simultinea de Glucagon, que
tampoco altera la potencia de una preparacion de
insulina estudiada sobre ¢! test de convulsiones en
raton.

En cuanto a otras posibilidades terapéuticas del
Glucagodn, se ha intentado su empleo en la enfer-
medad glucogénica del higado de Von Gierke. Hus-
BLE (1954) ha empleado el FHG en un caso sin
éxito, ya que la inyeccion intravenosa del Gluca-
gon no elevé el nivel de la glucosa sanguinea. Mac
QUARRIE, BELL, ZIMMERMANN y WRIGHT (1950) han
publicado un caso de hipoglucemia familiar, aso-
ciada con una total o casi total ausencia de células
alfa en los islotes pancreaticos, proceso en el que
podria haber estado indicado ¢l empleo del Gluca-
gbn y que respondid sin embargo a la medicacion
por ACTH.

CONCLUSIONES,

1. Hasta la fecha se conocen del Glucagon, o
factor hiperglucemiante - glucogenolitico del péan-
creas (FH G), algunas de sus propiedades fisicas,
quimicas, biologicas y fisiolégicas,

2. Se interpreta su mecanismo hioquimico de
actuacion a través dz su accién sobre la glucogeno-
lisis hepatica, activando la acecién de la fosforilasa,

3. Se da como casi segura su produceién por las
células alfa de los islotes de Langerhans del pan-
creas, aunque también sea posible su formacién ex-
trapaneredtica.

4. Todavia no se conoce con exactitud el meca-
nismo de accién sobre la glucemia.

5. Tampoco poscemos datos exactos acerca de
8u relacion con las alteraciones metabdlicas de la
diabetes,
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