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LOCALIZACION INMUNOCITOQUIMICA
DEL POLIPEPTIDO PANCREATICO HUMANO
POR MICROSCOPIA DE LUZ Y ELECTRONICA

G. ESCOVAR, G. URIBE, D. CORREDOR

Avances recientes en inmunomicrosco-
pia de luz y electréonica han hecho posible
la localizacion de una nueva hormona en el
pincreas de varias especies estudiadas: el
polipéptido pancreatico (PP). En el presen-
te estudio mediante el método de pero-
xidasa antiperoxidasa (PAP), fue posible
identificar el polipéptido pancreatico
humano (PPH) en cortes embebidos en
parafina y en cortes ultrafinos pretratados
con saponina de un insulinoma humano. Se
describen, ademas, los efectos fisioldgicos
y farmacoldgicos y la expresion clinica de
esta nueva hormona.

INTRODUCCION

A la familia actual de hormonas pan-
creaticas tales como la insulina, el glucagdn
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y la somatostatina, se adiciona una nueva
hormona constituida por un residuo
proteico de 36 aminoacidos dispuestos en
cadena recta al cual se le ha denominado
polipéptido pancreatico (PP) (1).

Fue aislado por primera vez del pan-
creas de aves durante la purificacion de la
insulina y se le denomino polipéptido pan-
creatico aviario (PPA) (2); posteriormente,
fue encontrado en el pancreas porcino
(PPP) (3), ovino (PPO) (4), bovino (PPB)
(5) y humano (PPH) (6).

Los polipéptidos pancreaticos de aves y
mamiferos difieren entre si en la secuencia
de sus aminoacidos. Sin embargo, todos
comparten la presencia del grupo tirosina
en el residuo amino-terminal de la posicion
36 (7). En el pancreas de aves y mamiferos,
las células productoras de PP se han detec-
tado inmunocitoquimicamente situadas
hacia la periferia de los islotes de Lan-
gerhans (8-10). Estas células difieren his-
toquimica e inmunocitoquimicamente de
las células alfa productoras de glucagodn, de
las beta de insulina y de las delta de so-
matostatina (11). También, es posible en-
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contrar células productoras de polipéptido
pancreatico (PP), en tejidos normales dis-
tribuidas en el parénquima exocrino pan-
creatico (12), en la mucosa gastrica (13), y
en duodeno, ileon, colon y recto (14,15).

Estudios ultraestructurales empleando
el método inmunocitoquimico de pero-
xidasa antiperoxidasa (PAP), han per-
mitido la deteccion del polipéptido pan-
creatico en granulos citoplasmaticos elec-
trodensos de las células PP (10).

En el presente estudio se informa la
deteccion inmunocitoquimica tanto por
microscopia de luz como electronica, del
PPH contenido en células endocrinas pan-
creaticas tumorales. Ademas, se analizan
las acciones fisiologicas y farmacoldgicas y
los efectos biologicos de esta nueva hor-
mona tanto en condiciones normales como
patoldgicas.

MATERIAL Y METODOS

Microscopia de luz. El tejido pan-
creatico tumoral fue obtenido de un in-
sulinoma humano, fijado en formol al 10%
y embebido en parafina.

En la deteccidon inmunocitoquimica del
tumor se utilizdo el método de peroxidasa
antiperoxidasa (PAP) de Sternberger (16),
descrito detalladamente por Escovar et al.
(17). Los cortes histologicos del tumor
fueron expuestos consecutivamente a los
siguientes antisueros, verificandose lavados
con solucion tamponada tris (17) después
de cada periodo de incubacién; primer an-
tisuero: IgG de conejo antipolipéptido
pancreatico, incubado durante 24 horas a
4°C (The Lilly Lab. Co., Indiana, EUA);
segundo antisuero: IgG de cabra antico-
nejo, incubado media hora a 37°C (Cappel
Lab., Pa., EUA); tercer antisuero: com-
plejo inmune compuesto por moléculas de
IgG antiperoxidasa unidas a moléculas de
peroxidasa. Este antisuero fue preparado
en conejos e incubado media hora a 37°C
(Cappel Lab.). También, se realiz6 por
separado la deteccién inmunocitoquimica
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para la insulina, tratando los tejidos con
suero de cobayo antiinsulina (Institute Pas-
teur, Francia) e IgG de cabra anticobayo
conjugada con peroxidasa (Cappel Lab.).

Se utilizaron en la prueba dos controles,
uno consistié en la sustitucion del suero an-
tipolipéptido pancreatico por suero prein-
mune. También se realizé6 adsorcidén del
suero antipolipéptido pancreatico con el
polipéptido pancreatico (The Lilly Lab.),
utilizandose el suero asi tratado en la
prueba PAP (13).

La reaccion PAP fue revelada con 3'3
diaminobenzidina al 0,05 % y perdxido de
hidrégeno al 30% (17). Finalmente, los
tejidos fueron tefiidos con hematoxilina de
Harris, sometidos a deshidratacién en
gradientes ascendentes de etanol, clari-
ficados en xilol y montados en permount.
Se utilizé un microscopio de luz con ca-
mara fotografica incorporada para la lec-
tura de los tejidos.

Microscopia electrénica. Preparaciéon y
fijacion de los tejidos. Con el objeto de
demostrar el polipéptido pancreatico in-
tracelular a nivel ultraestructural y facilitar
la penetracion de los anticuerpos utilizados
en la prueba PAP, se utilizé el método des-
crito por Bohn (19) con algunas modifi-
caciones. La metodologia utilizada consis-
tid esencialmente en lo siguiente:

1. El tumor pancreatico fue cortado en
fragmentos aproximadamente de 1 mm de
espesor, los cuales fueron lavados en so-
lucién tamponada de fosfatos al 0,02M,
pH 7,3 y 300 m0s(20).

2. Los tejidos fueron posteriormente
fijados durante 5 minutos a 4°C en so-
luciéon tamponada de fosfatos pH 7,3, la
cual contenia una mezcla de saponina al
0,05% (N° 1252, Sigma Co., St. Louis,
Mo., EUA) y glutaraldehido al 0,05%
(grado E.M. N° 216, Polysciences, NC,
Penn., EUA). Inmediatamente los tejidos
fueron postfijados durante 45 minutos a
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4° C en solucion tamponada de fosfatos pH
7,3 conteniendo una mezcla de glutaral-
dehido al 0,05% y paraformaldehido al 1%
(19).

Después de la fijacién y con el objeto de
obtener cortes mas finos del tejido, los
fragmentos se colocaron en el compuesto
OCT (Tissue-Tek II, Lab. Tek Products,
Illinois, EUA) siendo cortados en un crids-
tato para cortes por congelacion. Se
realizaron cortes de 4 micras de espesor.
Las secciones fueron recogidas en solucidon
tamponada de fosfatos en frascos de 2 ml
de capacidad dejando flotar libremente el
tejido en el liquido durante 5 minutos.

Método de peroxidasa antiperoxidasa
para microscopia electrénica. Después de la
fijacion, se realizé el método PAP utilizan-
do la misma secuencia de tres antisueros
descrita para la microscopia de luz, con pos-
terior desarrollo de la reaccién con 3'3
diaminobenzidina al 0,05% preparada en
solucién tamponada tris pH 7,6 (100 ml)
mas 30 microlitros de H202al 30%, durante
10 minutos a temperatura ambiente. Los
tejidos fueron lavados con solucion tris
quedando en esta forma listos para el
proceso de microscopia electronica. Duran-
te el desarrollo del método PAP, se dejaron
flotar los tejidos en las soluciones utili-
zadas, realizandose el cambio de sustancias
con pipetas Pasteur.

Proceso de postfijacion e inclusion en
epon-araldita. Posterior a la realizacion del
método PAP, los tejidos fueron postfijados
en tetroxido de osmio al 2% durante 90
minutos, deshidratados y embebidos en
epon-araldita segun el método descrito por
Escovar etal. (17, 21). Se obtuvieron cortes
ultrafinos de areas seleccionadas, realizan-
dose el estudio de ultraestructuras en un
microscopio Phillips, modelo 301. Se anota
que para los propositos del presente estu-
dio (demostracién inmunocitoquimica de
material intracitoplasmatico) no se realizd
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la coloracién de cortes de tejido con acetato
de uranilo ni con citrato de plomo.

RESULTADOS

Hallazgos inmunocitoquimicos. Micros-
copia de luz. Mediante el uso de la técnica
de PAP, empleando suero antipolipéptido
pancreatico, fue posible detectar en forma
clara y con gran especificidad la locali-
zacion de la hormona en el neoplasma es-
tudiado. Al microscopio de luz, la reaccion
se caracteriza por la formacion de un
precipitado de color café oscuro, el cual es
evidente en el citoplasma celular. La inten-
sidad del color parece ser proporcional a la
cantidad de hormona acumulada en el
citoplasma celular. Sdlo las células produc-
toras de la hormona fueron inmunorreac-
tivas, siendo negativos los demas tipos
celulares existentes en el tejido, lo cual in-
dica una gran especificidad de la reaccidon
inmunocitoquimica PAP. Las Figuras 1A,
1B, 1C, ilustran la reaccion PAP positiva
en la deteccion del PP en células tumorales
del pancreas.

Al utilizarse suero antipolipéptido pan-
creatico adsorbido con la hormona ho-
mologa, se obtuvo una reaccion PAP
negativa en las células tumorales estu-
diadas. También se obtuvieron resultados
negativos en la reacciéon PAP al reemplazar
el suero antipolipéptido pancreatico por
suero preinmune. El neoplasma estudiado
también presentd inmunorreaccion PAP
positiva al utilizarse el suero antiinsulina
humana.

Hallazgos inmunocitoquimicos. Mi-
croscopia electréonica. Las células produc-
toras del PP se caracterizan ultraestruc-
turalmente por presentar granulos citoplas-
maticos electrodensos, los cuales presentan
diametros entre 150 y 170 nandmetros. Al-
gunos de estos granulos estan caracteri-
zados por presentar una zona central elec-
trodensa rodeada de un halo periférico y
una membrana limitante externa (22). La
forma de los granulos es redonda, aunque
algunos pueden ser ligeramente ovalados.
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Figura 1A. Notese la presencia de una reaccion marcadamente po-
sitiva para la hormona polipéptido pancreatico humano (PPH) en la
zonatumoral (PAP, 25X).

Figura 1B. Notese la reaccion de peroxidasa antiperoxidasa (PAP)
fuertemente positiva para el PPH en una zona de marcado com-
promiso tumoral (25X).

Fgura 1C. Detalle a gran aumento de la fuerte positividad citoplas-
matica para el PPH (PAP, 100X).

Ademas de los granulos secretorios, estas
células presentan nucleos ovoides, reticulo
endoplasmico rugoso, aparato de Golgi y
ribosomas libres en el citoplasma.
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Figura 2. Notese lap ia de granulos citoplasmaticos (GC) elec-
trod e 7 ivos para el PPH en una célula pancredtica
tumoral. Técnica PAP aplicada a mi pia electronica (11.250X).

La Figura 2 ilustra en una célula en-
docrina pancreatica tumoral varios de estos
hallazgos ultraestructurales. Mediante la
técnica de PAP aplicada a la microscopia
electronica, so6lo las ultraestructuras in-
munorreactivas aparecen electrodensas,
siendo las demas electrolucidas en la elec-
tromicrografia con lo cual se facilita la
visualizacion especifica de la hormona PP
en los granulos secretorios citoplasmaticos.

DISCUSION

En el presente estudio la utilizaciéon del
método inmunocitoquimico PAP aplicado
tanto a microscopia de luz como elec-
tréonica, hizo posible la deteccidn especifica
del PPH, localizado en el citoplasma de
células pancreaticas endocrinas tumorales.
Estos hallazgos confirman lo encontrado
por otros autores (23, 24) en estudios si-
milares tanto en tejido pancredtico normal
como tumoral.

Los resultados positivos en la deteccidn
del PP a nivel ultraestructural, demuestran
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la eficacia del método de Bohn (19) para
facilitar la penetraciéon de anticuerpos a
través de las membranas celulares, y para
preservar la morfologia celular mediante el
empleo de glutaraldehido y paraformal-
dehido en las concentraciones indicadas. Es
dificil explicar el efecto sinergético de la
mezcla saponina-glutaraldehido sobre las
membranas celulares, ya que la interaccion
molecular de la saponina sobre éstas no es-
td bien entendida. Los estudios que em-
plean la técnica de grabado o réplica por
congelacion (25), han demostrado la
presencia de pequeilos agujeros en la mem-
brana de eritrocitos, luego del tratamiento
con saponina al 0,01%. Vistos al micros-
copio electrénico, estos agujeros presentan
diametros de 4 a 5 nandmetros, y se en-
cuentran localizados en la superficie exter-
na de la membrana celular. Es probable
que su presencia facilite la penetracién de
anticuerpos cuando se emplean técnicas in-
munocitoquimicas. El método de fijacién
de tejidos para estudios de inmunoelec-
tromicroscopia descrito en el presente
trabajo, constituye un modelo aplicable en
la deteccién de gran variedad de antigenos
y productos intracitoplasmaticos (26).

La negatividad de la reaccién PAP al
reemplazar el suero antipolipéptido pan-
creatico por suero preinmune, o al adsor-
berlo con su hormona especifica (PP),
comprueban la monoespecificidad del an-
tisuero utilizado.

En el pasado, los esfuerzos hechos para
identificar las células productoras de PP a
nivel ultraestructural en diferentes especies
estudiadas, llevaron a la descripcién con-
flictiva de células con variadas caracteris-
ticas morfoldgicas, quizas relacionadas con
diferencias de interespecies. Este tipo de
células fueron agrupadas bajo el nombre de
células pancreaticas F segun la clasificacion
de Weisbaden (27), caracterizandose por
presentar granulos citoplasmaticos irre-
gulares con densidades electronicas va-
riables; su tamafio y forma de acuerdo a la
especie considerada (28, 29). En el hombre
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y en otras especies, las células F no han
podido ser identificadas. So6lo con el uso de
la inmunoelectromicroscopia se pudieron
caracterizar con certeza las células produc-
toras del PP, siendo la caracteristica mas
distintiva la presentacién de granulos ci-
toplasmaticos inmunorreactivos y con
diametros de 150 a 170 nandmetros (22).

Las acciones fisioldégicas y farmaco-
légicas del PPH han sido extensamente es-
tudiadas, no asi la expresion clinica de sus
efectos bioldgicos, la cual ain permanece
sin esclarecerse completamente. En base a
las acciones farmacoldgicas, el PPH parece
actuar generalmente en oposicidén a la fun-
cién de la colecistoquinina-pancreozimina,
es decir, inhibiendo la secrecién pan-
creatica exocrina y la excrecion biliar (7,
30).

Ha sido posible obtener una consi-
derable informacién sobre los efectos
fisiologicos del PP debido a su caracter
fuertemente antigénico, estabilidad en el
plasma y fécil lectura de los niveles plas-
maticos mediante pruebas de radioin-
munoensayo. La secrecién fisiologica del
PP se produce normalmente como respues-
ta a la ingestion de alimentos, sin tener nin-
gun efecto los alimentos suministrados in-
travenosamente. De los constituyentes
nutricionales, las proteinas parecen tener el
mayor efecto sobre su secreciéon, mientras
que las grasas y carbohidratos ejercen efec-
tos moderados. Floyd et al. (31) encon-
traron incrementos del PPH de 150 pmol/l
de plasma, después de una ingestiéon de
500 g de carne cocida. En personas nor-
males, bajo condiciones de ayuno, los
niveles plasmaticos de PPH oscilan entre 10
y 50 pmol/1 de plasma, registrandose un in-
cremento con la edad (7).

Al compararse los niveles plasmaticos
del PPH en ambos sexos, se encontraron
niveles significativamente mayores en los
hombres (32). Ademas de la ingestién de
alimentos, la secrecion de PPH esta au-
mentada en condiciones hipoglicemiantes
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(aumento de insulina), registrandose un
efecto inhibitorio de la secrecién con es-
tados de hiperglicemia. Segun Floyd (33),
tales acciones podrian estar mediadas por
mecanismos vagales, de los cuales los
colinérgicos incrementan la secrecidon de la
hormona. El caracter predominantemente
hormonal del PPH ha sido comprobado por
la ausencia de niveles plasméaticos del mismo
en individuos pancreatomizados. hallazgos
similares se han detectado en animales de
experimentacion (34).

Los niveles plasmaticos basales de PPH
se encuentran elevados en los diabéticos y
su aumento parece ser proporcional a la
severidad de la diabetes (33). En los pan-
creas de diabéticos juveniles se ha encon-
trado hiperplasia de las células productoras
de PPH y en un menor grado en los pan-
creas de diabéticos de tipo adulto (35).
Baetens encontré la misma alteracién en
los pancreas de ratones diabéticos (8, 36).

Siendo el PPH producido en células es-
pecificas, cualquier alteracién de la po-
blacién celular, ya sea pérdida de la sen-
sibilidad al estimulo, o capacidad alterada
para su secrecion, se reflejara en concen-
traciones anormales de la hormona en el
plasma. Clinicamente el PPH parece estar
también involucrado en el proceso diges-
tivo. Sin embargo, existen pocos ejemplos
en los cuales se puedan asociar los sintomas
directamente con niveles séricos elevados
de la hormona. En el sindrome diarreico
acuoso o sindrome de Verner y Morrison
(colera pancreatica), dos polipéptidos han
sido detectados con niveles marcadamente
elevados en el plasma; uno es el PPH y el
otro es el polipéptido intestinal vasoactivo
(PIV) (23). Friesen et al (37), han informa-
do el caso de un paciente con cuadro clinico
de diarrea acuosa severa asociada a hiper-
plasia de células pancreaticas, predomi-
nantemente del tipo de células PPH. En
tumores pancreaticos como los insuli-
nomas, glucagonomas, gastrinomas y en
tumores productores del PIV (38), asi
como en tumores carcinoides (39), se han
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detectado niveles elevados del PPH tanto
en los tejidos como en el suero.

En el presente estudio, las células tu-
morales pancreaticas examinadas también
presentaron inmunorreaccion positiva para
la insulina, lo cual nos lleva a concluir que
el tumor era mixto en su produccion hor-
monal. No se realizé identificacién in-
munocitoquimica de las células beta pro-
ductoras de insulina a nivel ultraestruc-
tural; sin embargo, estas células fueron
identificadas por métodos histoquimicos de
rutina, por inmunocitoquimica para mi-
croscopia de luz y por microscopia elec-
tréonica tradicional. Son sumamente raros
los tumores puros en la produccién de PP,
sin embargo, algunos de ellos han sido in-
formados en la literatura (22,40).

A pesar de los adelantos en la deteccidn
inmunocitoquimica del PPH, aun no se¢ ha
podido atribuir un sindrome clinico es-
pecifico a los excesos de la producciéon de
esta nueva hormona, lo cual sugiere la
necesidad de futuras investigaciones para
poder establecer dicha correlacidn.

SUMMARY

Recent advances in light immunocy-
tochemistry and immunoelectromicros-
copy have made it possible to identi-
fy a new pancreatic endocrine hormone,
the pancreatic polypeptide (PP), in several
species. The wunlabeled peroxidase anti-
peroxidase (PAP) method was used to
localize the human pancreatic polypeptide
(HPP) within paraffin embedded sections
and ultrathin sections pretreated with
saponin from a human insulinoma. The
physiologic, pharmacological, and clinical
expression of this new hormone are also
described.
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