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Tissue and plasma concentration of peptide YY (PYY) were measured by means of a
radioimmunoassay (RIA) developed in our laboratory, using a specific PYY antiserum gen
erated in New Zealand white rabbits against synthetic PYY, and dextran-coated charcoal to
terminate the assay. Cellular localization of PYY was studied immunohistochemically using
the peroxidasc-antiperoxidase (PAP) technique. The highest tissue concentration of PYY was
found in the mucosa of the terminal ileum and colon. PYY-containing secretory granules were
primarily found in the basal pole of open-type endocrine cells. Basal plasma concentration of
PYY was 70 ± 9 pg/ml and rose to 357 ± 30 pg/ml during the IV administration of PYY at
400 pmol/kg-h. A significant correlation was found (r = 0.94, p < 0.05) between dose of PYY
(12.5, 25, 50, 100, 200, 400 pmol/kg-h, IV) and plasma concentration of PYY. The calculated
half-life of PYY in plasma was 8.3 ± 1.9 minutes. Plasma concentration of PYY during the
intraduodenal administration of sodium oleate (150 ± 20 pg/ml) or long-chain triglyceride
(187 ± 37 pg/ml) was similar to plasma concentration of PYY obtained during the IV admin
istration of PYY at 100 pmol/kg-h. Plasma concentration of PYY raised (126 ± 10 pg/ml)
after the administration of bombesin (400 pmol/kg-h, IV). Bile enhanced release of PYY. The
present study suggests a hormonal role for PYY.

Key words: Gastrointestinal Endocrinology, Peptide YY, Radioimmunoassay,
Immunohistochemistry, Half-life, Release.

El peptido YY (PYY) fue el primero de
una larga serie de peptidos descubierta re-
cientemente por Tatemoto y Mutt (15,
16) gracias a un metodo bioquimico di-
senado para detectar radicales amidados en 

* A quien debe dirigirsc la corrcspondencia: Ci-
rugia General y Digestiva, Hospital Sta. Cruz y San
Pablo, 08025 Barcelona (Espana)

Hospital Hermanos Trias i Pujol, Dcparta-
mento de Cirugia, UAB, Barcelona 08028 (Espana)

extractos intestinales. La composicion y la
secuencia de aminoacidos del PYY se co-
nocieron antes que sus acciones biologicas
(10, 13). El PYY contiene 36 aminoacidos
enlazados en serie, con sendas tirosinas en
ambos extremos (9).

El objetivo del presente estudio fue ave-
riguar la concentracion tisular del PYY, y
la estirpe celular que lo sintetiza y secreta;
la concentracion plasmatica del PYY y su 
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vida media en plasma; y los factores que
influyen sobre la secrecion del PYY.

Material y Metodos

Seis perros bastardos de ambos sexos
(17-25 kg), mantenidos en ayunas durante
24 horas, fueron anestesiados con clora-
losa (100 mg/kg) y desangrados con un ca
terer colocado en la arteria femoral. El
tubo digestive, desde el esofago al recto,
se extirpo, se enfrio inmediatamente en
hielo, se abrid longitudinalmente, y se
lavo con suero fisiologico a 4° C. El in-
testino delgado, a partir del angulo de
Treitz, se dividio en seis segmentos (ye-
yuno, 1, 2, y 3; ileon 1, 2, y 3). La mucosa
se separo de la muscular y se peso. Todos
los tejidos se congelaron en hielo seco y,
5 horas despues de su obtencion, se des-
congelaron y se sometieron al proceso de
extraccion del PYY.

Extraction del PYY. — La extraccion se
cfectud con una modificacion del metodo
que emplea acido-acetona. Los tejidos
descongelados se homogeneizaron en seis
volumenes (peso/volumen) de acido: ace-
tona (acetona: acido acetico 0,6 N; 7:3)
con un homogenizador Polytron (Brink
mann Instruments, Westbury, Nueva
York). A continuacion, los homogenados
se centrifugaron durante 15 min en una
centrifuga refrigerada a 3.000 rpm, y los
sobrenadantes se guardaron. Los sedi-
mentos (o pellets) se resuspendieron dos
vcces en acido: acetona, y todos los so
brenadantes se mezclaron y se secaron
mediante un chorro de nitrogeno, en un
baho de agua a 35° C. Los extractos secos
se congelaron a -20° C. Antes del radioin-
munoanalisis (RIA), los extractos se di-
solvieron (1:500) en el mismo tampon uti-
lizado para el RIA del PYY.

Radioinmunoanalisis (RIA) del
PYY. — Los niveles plasmaticos del PYY
se midieron con un RIA sensible y espe- 

cifico desarrollado en nuestro laboratorio.
El anticuerpo anti-PYY se genero en Co
nejos de Nueva Zelanda inmunizados con
PYY porcino sintetico (Peninsula Labo
ratories, Belmont, California). Las mues-
tras de plasma (200 pl) y los controles se
incubaron con el anticuerpo (a una dilu-
cion final de 1:80.000) a 4° C, durante 24
h, en tampon de fosfato potasico 0,01 M,
que contenia CINa 0,15 M, azida sodica
al 0,1 %, y BSA al 0,5 % (pH 7,5; vo-
lumen total 900 pl). Se ariadio PYY mar-
cado con iodo radioactivo (10.000 cpm,
100 pl) a la mezcla, y esta se incubo du
rante qtras 24 h. El PYY (5 pg) se mared
con I125 (1 mCi) mediante un metodo des-
crito previamente (2,11). El PYY asi mar-
cado se purified en una columna Sephadex
G-50 (1 X 30 cm, Pharmacia, Piscataway,
Nueva Jersey) y luego en una columna
CF-11 (0,8 X 5 cm, Whatman, Clifton,
N. J.). El RIA se finalizo al ahadir 500 pl
de una solucion de carbon (recubierto con
dextrano) enfriada en hielo (0,25 g de dex-
trano T-70, 2,5 g de carbon en 800 ml de
solucion fisioldgica tamponada con fos
fato). La sensibilidad fue 0,005 ± 0,001
ng/tubo, y la ID-50 (50 % de inhibicion
de la union maxima de antigeno con el
anticuerpo) fue 0,030 ± 0,005 ng/tubo. La
ID-50 del polipeptido pancreatico (PP) y
del neuropeptido y (NPY) en este sistenia
fueron superiores a 10 ng/tubo. La recu-
peracion del PYY (500, 250, 125, 62,5 y
31,25 pg/ml) anadido al plasma fue 80 ±
5 %. Tanto los extractos de mucosa co-
lonica de perro, rata, o mono, como el
plasma recolectado despues de la infusion
intraduodenal de grasa, dieron curvas de
dilucion paralelas al PYY control.

Tecmca de inmunohistoquimica. — Las
muestras de ileon de perro se fijaron en
formalina al 10 %, se incluyeron en pa-
rafina, y se cortaron en secciones finas (1-
2 pm) con la ayuda de un ultramicrotomo.
Una vez desparafinadas, las secciones se
depositaron en una laminilla de vidrio, se
incubaron a temperatura ambiental con el 

Rev. esp. Fisiol.. 45 (4). 1989



PEPT1DO YY 379

anticuerpo anti-PYY, diluido 1:5.000, y se
tineron con el metodo de la peroxidasa
anti-peroxidasa (PAP) (3).

Solutiones. — El PYY, la secretina
(Kabi Vitrium AB, Estocolmo), la cole-
cistoquinina-8 (CCK-8; Bachem, Tor
rance, Ca), o la bombesina (Bachem), se
disolvio en una mezcla de agua de la usada
en cromatografia de alta presion (HPLC)
y albumina serica bovina (BSA, Sigma) al
0,1 %; se dividio en fracciones (1 mg/ml),
y se almaceno a -20° C. Inmediatamente
antes de cada experimento, la cantidad ne-
cesaria de peptido se disolvio en solucion
fisiologica y BSA al 0,1 %, y se infundio
IV mediante jeringa y linea separadas y
una bomba de infusion continua (Harvard
Apparatus, South Natick, Mass).

El acido oleico (Fisher Scientific Co.,
Fair Lawn, N. J.) se mezclo con OHNa
(oleato sodico; 80, 180 mmol/1; pH 9,6)
calentando la mezcla a 55° C. La fenila-
lanina y el triptofano (Calbiochem, Berh-
ing Diagnostics, La Jolla, Ca) se disolvie-
ron a una concentracion equimolar (90
mmol/1; pH 7,0) en agua destilada, calen
tando la mezcla a 45° C. El acido clorhi-
drico se prepare en agua destilada (180
mEq/1). La osmolaridad de estas solucio
nes se ajusto a 300 ± 5 mOsm/1 ariadiendo
CINa. La suspension de trigliceridos de
cadena larga (Lipomul, Upjohn, Kalama
zoo, Michigan) se mezclo con solucion fi-

ica.

Preparation de los animates y diseno ex
perimental. — Todos los perros se estu-
diaron en dias separados siguiendo un or-
den aleatorio. Antes de cada experimento,
se les mantuvo en ayunas durante 18 ho-
ras, pero se les permitio beber agua. Se les
colocaron dos cateteres (19 GA, 1,1 mm
0 exterior) en sendas venas separadas de
las patas traseras, para mantener una in
fusion IV de solucion fisiologica.

En un primer ensayo, se administro
PYY (12,5, 25, 50, 100, 200, 400 pmol/kg-
h, IV) o bombesina (500 pmol/kg-h, IV) 

a 6 perros intactos. Cada dosis se infundio
durante 30 min, de menor a mayor, sin in-
terrupcion. Se tomaron muestras de plas
ma cada 15 minutos.

En un segundo ensayo, se administro
PYY (400 pmol/kg-h, IV) durante 90 min
a 6 perros intactos. Se tomaron muestras
de plasma a los 2, 4, 6, 8, 10, 15, 20, 30
y 40 min de haber cesado la infusion. La
vida media se calculo con la ecuacion: T
1/2 = In 2/K, donde K es la pendiente de
la linea de regresion entre la concentracion
plasmatica de PYY y el tiempo en minu
tos. La concentracion plasmatica de PYY
se expreso en el % respecto al valor ma-
ximo alcanzado durante la infusion de
PYY, despues de haber sustraido de am
bos valores el valor de la concentracion
basal.

Seis perros bastardos de ambos sexos
(18-22 kg) se prepararon quirurgicamente
mediante la colocacion de una canula mo-
dificada de Thomas (18) en la porcion mas
declive del estomago, y una canula duo
denal en la segunda porcion del duodeno.
Los perros descansaron durante tres se-
manas despues de la intervencion. En el
dia del experimento, se abrieron las ca-
nulas y se limpio el estomago y el duodeno
con solucion fisiologica templada. Las so
luciones se infundieron en el duodeno a
100 ml/h con una bomba Harvard; el aci
do clorhidrico se infundio a 150 ml/h. En
un tercer ensayo, y en la situacion de flujo
normal de bilis hacia el duodeno, estos pe
rros recibieron una infusion intraduodenal
de: oleato sodico (18 mmol/h); aminoa-
cidos (90 mmol/L); CIH (27 mEq/h); o
trigliceridos de cadena larga (2 g/kg-h). En
un cuarto ensayo, estos mismos perros re
cibieron una infusion intraduodenal de
oleato sodico (18 mmol/h), en la situacion
de flujo normal de bilis hacia el duodeno
(control), o despues de la insercion de una
sonda en el coledoco para recoger toda la
bilis producida y drenarla al exterior (de-
rivacion biliar) segun un metodo descrito
previamente (4).

El plasma se recolecto a intervalos re

Rev. esp. Fisiol., 45 (4), 1989



380 E. LLUIS, M. r-UJLMURA, G. GOMEZ, J. A. SALVA, G. H. GREELEY JR. YJ. C. THOMPSON

gulares en tubos enfriados en hielo, que
contenian 15 U/ml de heparina sodica (Li-
quaemin, Organon, West Orange, N. J.)
y 100 U/ml de aprotinin (Trasylol, Novo
Research Institute, Copenhague). El plas
ma se almaceno a -20° C para la medicion
de la concentracion de PYY.

Andlisis de resultados. — Los resultados
se expresaron con la media ± un error es-
tandar de la media (SEM). El promedio de
dos mediciones basales se tomo como ba
sal. La relacion entre la dosis de PYY ad-
ministrada exogenamente y la concentra
cion plasmatica de PYY obtenida con
RIA, se determine con el metodo de re-
gresion lineal segun los cuadrados mini-
mos. Las correlaciones se estudiaron con
el metodo de Spearman (14). La compa-
racion entre la concentracion plasmatica
basal y la estimulada de PYY, y entre la
secrecion integrada de PYY y el valor
cero, se analizo con la prueba de la t de
Student (12). La secrecion integrada de
PYY se calculd segun un metodo descrito
previamente (19) y se expreso en ng x
min/ml. El efecto del jugo pancreatico so-
bre la secrecion integrada tie PYY, se ana
lizo con la prueba de Wilcoxon. Un valor
de p < 0.05 se considero significative.

Resultados

Concentracion tisular de PYY. — La
concentracion de PYY aumento en sentido
distal en el tubo digestive. La mucosa de
ileon terminal y del colon contenia la ma
xima concentracion tisular de PYY (fig. 1)
que, por el contrario, fue minima en el
esofago, estomago, pancreas, y en las ca-
pas musculares del tubo digestive (datos
no mostrados).

Localization de las celidas productoras
de PYY. — La tecnica inmunohistoqui-
mica de tincion con peroxidasa-antipero-
xidasa (PAP) y el anticuerpo anti-PYY,
revelo unas celulas que se tirien positiva-

Fig. 1. Concentracion tisular del PYY en el intes-
tino delgado distal y en el colon del perro.

□, mucosa; ■, musculo.

mente en la mucosa del ileon, las cuales
almacenan los granulos de secrecion en el
polo basal, y alcanzan la luz intestinal con
el polo apical (fig. 2).

Concentracion plasmatica y vida media
del PYY. — La concentracion basal del
PYY (70 ± 9 pg/ml) aumento en relacion

Fig. 2. Celida endocrina del upu abierto: alma-
cena grdnitlos de secrecion en el polo basal y al-
canza la htz intestinal con sit polo apical (x 360).
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Fig. 3. Vida media del PYY al suspender la in
fusion IV de PYY a 400 pmol/kg-h. N = 6 perros.

Fig. 4. Elevation de la concentration plasmatica
de PYYpor infusion intraduodenal (ID) de oleato
sodico (superior; N = 6 perros) o trigliccridos de
cadena larga (inferior; N = 5 perros).

* = p < 0.05 vs basal.

Bl B2 IS 30 60 90
MINUTOS

Fig. 5. Elevation de la concentration plasmatica
de PYY por infusion IV de bombesina.

* = p < 0.05 vs basal; N = 6 perros.

directa a la dosis de PYY administrada
exogenamente. El analisis de regresion li
neal mostro una correlacion positiva (r =
0.94; p < 0.05) entre la dosis de PYY y la
concentracion plasmatica de PYY. La ad
ministracion de PYY (400 pmol/kg-h) IV;
elevo la concentracion plasmatica de PYY
a 357 ± 30 pg/ml; la concentracion alcan-
zo un nivel estable al cabo de 45 minutos
y a los 90 min, cuando se interrumpio la
administracion, la vida media calculada del
PYY fue 8.3 ±1.9 minutos (fig. 3).

Efecto de la grasa, los aminodtidos, el
atido clorhidrico, y la bombesina sobre la
secretion de PYY. — La concentracion
plasmatica de PYY aumento significati-
vamente durante la segunda hora de in
fusion ID de grasa: alcanzo 150 ± 20 pg/
ml durante la infusion de oleato sodico
(fig. 4, superior), y 187 ± 37 pg/ml du
rante la infusion de trigliceridos de cadena
larga (fig. 4, inferior). Estos valores fue-
ron similares a los obtenidos durante la
administracion IV de PYY a 100 pmol/kg-
h. Por el contrario, la infusion de ami-
noacidos o CIH no modified la concen-
tracion plasmatica de PYY (datos no mos-
trados).
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Tiempo (min)

Tabla I. Efecto de la bill's endogena sobre la secrecion plasmatica de peptido YY (pg/ml) estimulada con
grasa.

Los valores representan la media ± error estandar de la media; DB = derivacidn biliar;
* = p < 0.05 v.s. DB.

Basal 15 30 60 90 120 150

Control 85 ± 13 115 ± 21 177 ± 35 218 ± 35 259 ± 35* 279 ± 38* 254 ± 36*
DB 77 ± 6 101 ± 8 139 ± 16 183 ± 21 181 ± 16 162 ± 15 116 ± 10

La administracion de bombesina elevo
rapidamente la concentracion plasmatica
de PYY, que alcanzo 126 ± 10 pg/ml a los
15 minutos (fig. 5).

Efecto de la bilis endogena sobre la sc
are cion de PYY estimulada con grasa. —
La infusion ID de oleato sodico elevo la
concentracion plasmatica de PYY, con in-
dependencia de la presencia o ausencia de
bilis en la luz intestinal (tabla I). La con
centracion plasmatica de PYY aumento en
mayor medida en presencia de bilis (con
trol) que durante derivacion biliar. La in
fusion de bilis sola no modified la concen
tracion plasmatica de PYY (datos no mos-
trados).

Discusion

El presente estudio demuestra que la
concentracion tisular de PYY en el perro
es maxima en la mucosa del intestino dis
tal; en la rata y en el mono, la distribucion
tisular de PYY es similar a la del perro (8).
El PYY se almacena en el interior de ti-
picas celulas endocrinas que contienen
granules de secrecion en el polo basal
—cerca de la membrana basal y de los ca-
pilares— y cuyo polo apical alcanza la luz
intestinal. En conjunto, estos hallazgos
sugieren que los estimulos nutritivos in-
traluminales pueden estimular la secrecion
de PYY al interior del torrente circulato-
rio.

Los resultados muestran que la vida me

dia del PYY en el perro (8,3 ± 1,9 mi
nutos) es similar a la de otros peptidos in
testinales, tales como el polipeptido inhi-
bidor gastrico (GIP) (20) y el polipeptido
pancreatico (17), y es similar a la vida me
dia del PYY en el hombre (9.1 ± 0.3 mi
nutos) (1). Por su breve vida media, se
adivina que el PYY experimenta un cata-
bolismo intenso o una excrecion rapida, o
ambos.

La concentracion plasmatica de PYY
fue 70 ± 9 pg/ml en situacion basal. La
infusion de PYY exogeno aumento, de
forma proporcional a la dosis, la concen
tracion plasmatica de PYY. La infusion de
grasa (acidos grasos o trigliceridos) en el
duodeno aumento la concentracion plas
matica de PYY; esta alcanzo valores ma-
ximos —similares a los obtenidos con la
administracion IV de PYY a 100 pmol/kg-
h— durante la segunda hora de infusion.
Por el contrario, la infusion de otros nu-
trientes esenciales, tales como aminoaci-
dos o acido clorhidrico en el duodeno, no
modified la concentracion plasmatica basal
de PYY. Se desconoce, sin embargo, si es
tos nutrientes estimulan la secrecion de
PYY en pacientes con malabsorcion o in
testino corto.

La bombesina, tambien llamado pepti
do estimulador de la secrecion de gastrina,
actua como neurotransmisor en la mucosa
y en los ganglios de la submucosa a lo lar
go del tubo digestive (7) y estimula la se-
crecion de muchos peptidos intestinales.
Tambien estimula la secrecion de PYY en
el perro, pero se desconoce si actua direc- 
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tamente sobre las celulas endocrinas o a
traves de neuronas intermedias.

Este estudio demuestra que la bilis en-
dogena favorece la secrecion de PYY es-
timulada con nutrientes; que la bilis sola
no la estimula ni es necesaria para que los
nutrientes la estimulen. Estos resultados y
otros previos (5,6) sugieren que la bilis
puede actuar como modulador fisiologico
de la secrecion de varias hormonas intes
tinales.
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Resumen

Se mide la concentracion tisular y plasmatica del
PYY con un radioinmunoanalisis (RIA) que utiliza
un anticucrpo espccifico, obtenido al inyectar PYY
sintetico a concjos de Nueva Zclanda, y carbon (este
separa la fraccion radioactiva libre de la unida al anti-
cuerpo). La localizacion celular del PYY se estudia
mediante inmunohistoquimica con la tecnica de la
peroxidasa anti-peroxidasa (PAP). La concentracion
tisular del PYY es maxima en la mucosa del ilcon
terminal y del colon. Los granules de secrecion se
encuentran agrupados en el polo basal de unas celulas
endocrinas de tipo abierto, es decir, que alcanzan la
luz del intestino. La concentracion plasmatica basal
del PYY (70 ± 9 pg/ml) aumenta a 357 ± 30 pg/ml
durante la administracion de PYY a 400 pmol/kg-h,
IV. Se encucntra una correlacion significativa (r =
0.94; p < 0.05) entre la dosis de PYY (12.5, 25, 50,
100, 200, 400 pmol/kg-h, IV) y su concentracion
plasmatica. La vida media del PYY en plasma es 8,3
±1,9 minutos. La concentracion plasmatica de PYY
durante la infusion intraduodenal de oleato sodico
(150 ± 20 pg/ml) o trigliceridos de cadena larga (187
± 37 pg/ml) es similar a la que se obtiene con la ad
ministracion IV de PYY a 100 pmol/kg-h. La con
ccntracion plasmatica de PYY tambien aumenta (126
± 10 pg/ml) al administrar bombesina (400 pmol/kg- 

h, IV). La bilis facilita la secrecion de PYY. Scgun
este cstudio, el PYY podria scr una hormona.

Palabras clave: Endocrinologia digestiva, Pcptido
YY, Radioinmunoanalisis, Inmunohistoquimica,

Vida media, Secrecion.
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