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ABREVIATURAS

ADP adenosina 5’-difosfato.
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Cj curio.
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EDg, dosis efectiva semimaxima.
EDTA etilendiaminotetraacetato  sédico.
EGTA acido etilenglicol-bis (B-aminoetileter)-N,N,N’ ,N’-tetraacético.
ESM error estandar de la media.

fmol 1 x 10" moles.

GDP guanosina 5’-difosfato.
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GMP guanosina 5’-monofosfato.

Gpp(NH)p 5’-guanililimidodifosfato.

GRFh factor liberador de hormona del crecimiento humana.
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GTP
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pM
phol
PMSF
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SS

TB
TBB
TLCK
Tris

UTP
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&cido (N-[2-hidroxietil]piperazina-N’-[2-etanosulfénico])

3-isobutil-1-metilxantina. -

dosis inhibitoria semim&xima.
constante de disociacidn.
constante de Michaelis.
logaritmo,
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péptido histidina-amino-terminal
péptido histidina-amino-terminal
picomolar.

1 x 102 moles.
fenilmetilsulfonilfluoruro.
revoluciones por minuto.

somatostatina.

isoleucinaamida- carboxi-terminal.

metioninaamida-carboxi-terminal.

Tris 50 mM, BSA 2% (p/v), pH T’5.

Tris 50 mM, BSA 2% (p/v), bacitracina 2 mg/ml, pH 7’5

Na-p-tosil-L-lisina clorometilcetona.

trihidroximetilaminometano.

uridina 5’-trifosfato.
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volumen.

péptido intestinal vasoactivo.
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La historia del péptido intesfinal vasoactivo (VIP) se remonta a 1967, fecha

en la que Sami Said, un neumdlogo que investigaba en Houston (Texas), descubre
actividad vasoactiva, vasodilatadora, e hipotensiva en extractos acuosos de pulmén
(SAID yMUTT, 1969). Pensando que esta actividad se debia a uno o varios péptidos
presentes en el extracto, Said trata de aislar la sustancia vasoactiva en el laboratorio
del profesor V. Mutt, en Estocolmo, y, no disponiendo de extractos pulmonares,
utiliza extractos intestinales destinados a la preparacién de secretina que se habian
revelado igualmente portadores de actividad vasodilatadora (SAID y MUTT, 1970).
El gran pareéido del VIP a la secretina‘ facilité su rapida purificacién a partir de
intestino delgado de cerdo (SAID y MUTT, 1972), lo que supuso el inicio de una
profunda y extensa investigacién para comprender el papél fisiol6gico jugado por el
VIP. Se caracterizé el sistema receptor-efector para \;IP en varias regiones del
aparato digestivo, pensandose en él como un candidato a hormona gastrointestinal
y/o como un péptido de accién local o paracrina (POLAK, 1974). El descubrimiento
de VIP en los cuerpos, axones, y dendritas neuronales (GIACHETTI et al., 1977),
“el hallazgo de que se concentraba en las terminaciones presinapticas (JOHANSSON
y:LUNDBERG, 1981), vy su abundancia en cortex cerebral, amigdala, estriado,
nucleo supraquiasmatico, ganglios simpaticos, nervio vago, nervio ciatico, yen otras
m;juchas localizaciones del sistema nervioso central y periférico (LARSSON et al.,
1976; HOKFELT et al., 1982), hicieron que cambiara la concepcién del VIP como
hormona gastrointestinal y que comenzara a versele como un neuropéptido con
funciones neuromoduladoras o neurotrasmisoras (GOYAL et al., 1980; ROSSELIN
et al., 1982), punto de vista reforzado y confirmado por la caracterizacién de
receptores para VIP en numerosas zonas del sistema nervioso (ROBBERECHT et al,

1978; STAUN-OLSEN et al., 1982).
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Cuando se descubren receptores para VIP en células mononucleares sanguineas
humanas (GUERRERO et al., 1981; OTTAWAY et al.,, 1983) y, poco después,
también se encuentran receptores en monocitos humanos (WIIK et al., 1985), en
linfocitos humanos y de rata (CALVO et al., 1986a y 1986b), y en diferentes lineas
celulares de estirpe linfoblastica (BEED et al., 1983; ROBBERECHT et al., 1988),
observandose a la vez que el VIP influye en la fisiologia de los linfocitos T
(OTTAWAY, 1984), en la sintesis de inmunoglobulinas (STANISZ et al., 1986),
o en la funcién de las celulas NK (ROLA-PLESZCZYNSKI et al., 1985), otra nueva
concepcién del VIP empieza a tomar forma, la que lo considera un péptido
modulador de la funcién inmune dentro de un eje neuro-inmune (O’DORISIO et al.,
1985b) o, mejor atn, dentro de un eje neuro-inmuno-endocrino (FANTINI et al.,
1985).
A la vez que se produce la evolucidn conceptual sobre el papel fisiolégico del
VIP, se profundiza en el estudio de la participacién del macréfago en la respuesta
inmune: se comprueba que los antigenos deben ser procesados por el macréfago y
luego "presentados” por &l a los linfocitos (TREVES et al., 1976), y que los
niacréfagos secretan una serie de sustancias, las monoquinas, que modulan la
réspuesta inmune, siendo una de ellas, la interleukina 1 (IL-1), un factor esencial
para el desarrollo de la respuesta inmune especifica (AARDEN et al., 1979). Al
nﬂsmo tiempo, se caracterizan receptores en el macrofago para diferentes
néuropéptidos y hormonas: insulina y glucagén (BLECHER y GOLDSTEIN, 1977),
parathormona (PERRY et al., 1984), neurotensina y sustancia P (BAR-SHAVIT vy
GOLDMAN, 1986), receptores que pueden intervenir en la regulacién de diversas
funciones del macréfago como crecimiento, diferenciacién, activacién, 6 migracién

(ADAMS y HAMILTON, 1984).
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Ante las evidencias de la accién moduladora del VIP en el eje neuro-inmuno-
endocrino (TSENG y O’DORISIO, 1989), y, teniendo en cuenta el papel cruzial que
juega el macréfago en el inicio y regulacién de la respuesta inmune especifica,
planteamos 1la hipétesis de que el macréfago expresara receptores especificos para
VIP, a través de los que pudiera modular la funciéh inmune, siendo ésta la cuestién
que se intenta resolver en el presente trabajo.
Introducimos el tema con una revisién de los conocimientos actuales sobre el

VIP y sobre el macréfago.



1.1 EL PEPTIDO INTESTINAL VASOACTIVO.

El Péptido Intestinal Vasoactivo (VIP), descubierto por Said y Mutt en 1970,
fué secuenciado por sus propios descubridores (SAID yMUTT, 1972), comprobandose
que se trataba de un péptido de 28 aminoacidos (octacosapéptido), con una histidina
en el extremo N-amino terminal, fundamental en su funcién, y una asparagina

amidada en el extremo C-carboxi terminal. Su peso molecular es de 3.326 dalton.

1.1.1 ESTRUCTURA QUIMICA.

Cuando se sintetizd el péptido (BODANSZKY et al. 1974), se observé que
solamente el octacosapéptido completo, VIP,,,, mostraba las propiedades
vasodilatadoras y la accién relajante muscular del péptido aislado en cerdo. Los
fragmentos VIP, ¢, VIPg,5, VIPc .5, VIP,, o, yVIP;_zs, mostraban siempre menor
potencia que el octacosapéptido completd, incrementandose la potencia al aumentar
el numero de aminodcidos (BODANSZKY et al., 1974). Recientemente, se ha
destacado la importancia de 6 de los residuos aminoacidicos, Asp®, Phe®, Thr', Tyr!°,
Tyrzz,y‘Leu”, para la actividad biolégica del péptido (O’DONNELL et al., 1991).

Una vez aislado y secuenciado el VIP en diferentes especies animales se ha
comprobado que su estructura ha sido muy bien conservada en el reino animal
durante el proceso evolutivo (tabla I). La secuencia aminoacidica del VIP es idéntica
en el cerdo (SAID y MUTT, 1972), la vaca (CARLQUIST et al., 1979), la rata
(DIMALINE et al., 1984), el perro (WANG et al., 1985), el conejo (MUTT, 1988),
y el hombre (CARLQUIST et al., 1982). Sin embargo, el VIP de cobaya difiere del
humano en 4 posiciones (DU et al., 1985), al igual que el de pollo (NILSSON,
1974), mientras que el VIP de bacalao y &l de tiburén se diferencian del humano en

5 posiciones (THORNDYKE et al., 1989).



TABLA 1

SECUENCIA AMINOACIDICA DEL VIP EN DIFERENTES ESPECIES.

a.a.n?  HOMBRE COBAYA POLLO BACALAO TIBURON

1 HIS HIS HIS HIS HIS
2 SER SER SER SER SER
3 ASP ASP ASP ASP ASP
4 ALA ALA ALA ALA ALA
5 VAL LEU VAL VAL VAL
6 PHE PHE PHE PHE PHE
7 THR THR THR THR THR
8 ASP ASP ASP ASP ASP
9 ASN THR ASN ASN ASN
10 TYR TYR TYR TYR TYR
11 THR THR SER SER SER
12 ARG ARG ARG ARG ARG
13 LEU LEU  PHE PHE ILE
14 ARG ARG ARG ARG ARG
15 LYS LYS LYS LYS LYS
16 GLN GLN GLN ~ GLN GLN
17 MET MET MET MET MET
18 ALA ALA ALA  ALA ALA
19 VAL MET VAL ALA VAL
20 LYS LYS LYS LYS LYS
21 LYS LYS LYS LYS LYS
22 TYR TYR "TYR TYR TYR
23 LEU LEU LEU LEU ILE
24 ASN ASN ASN ASN ASN
25 SER SER SER SER SER
26 ILE VAL VAL VAL LEU
27 LEU LEU LEU LEU LEU
28 ASN-NH, ASN-NH, THR-NH, ALA-NH, ALA-NH,




a) La familia del VIP: péptidos relacionados.

Comparando la estructura quimica del VIP con la de otros neuropéptidos y
hormonas gastrointestinales se observan importantes analogias (Tabla II). La
secuencia aminoacidica del VIP difiere en relativamente pocos aminoacidos de la
secretina (27 amino&cidos, 9 en coman), el glucagén (29 aminoAcidos, 6 en comGn),
y el GIP, péptido inhibidor gétrico & peptido insulino-trépico-glucosa-dependiente (43
amino&cidos, 4 en comtn). En un principio se agrupd a estos 4 péptidos en la
denominada "familia de la secretina-glucagdn". Posteriormente, se han descubierto
nuevos péptidos estructuralmente relacionados con el VIP que han engrosado la
"familia": el péptido histidina amino terminal isoleucina-amida carboxi terminal &
PHI (27 amino&cidos, 13 en comdn), aislado por TATEMOTO y MUTT en 1981
en el cerdo, y su homdlogo en el hombre y en el mono, el péptido histidina amino
terminal metionina-amida carboxi terminal & PHM (27 amino&cidos, 12 en comin),
aislado por ITOH et al. en 1983, el factor liberador de hormona del crecimiento, ya

sea el de rata, GRFr (43 amino&cidos, 12 en comin), & el humano, GRFh (44

amino&cidos, 9 en comin), la g_l-timosine‘l (28 aminoAcidos, S en comGn), aislada en
extractos timicos (GOLDSTEIN ET AL., 1977), la helodermina (35 aminoé&cidos,
15 en comn), aislada a partir del veneno del Helodermus | suspectum (HOSHINO et
al., 1984), y el polipéptido activador de la adenilato—ciclasé ‘pituitaria 6 PACAP (38
amino&cidos, 19 en coman). También tienen analogias estructurales con el VIP la
urotensina I, la helospectina, y la sauvagina (SAID, 1991).

b) La molécula de pre-pro-VIP/PHM-27. El gen del VIP.

Cuando se cloné el DNA complementario del RNAm que codifica el VIP
humano en células de neuroblastoma (ITOH et al., 1983) y en tejido de VIPoma

humano (BLOOM et al., 1983), analizandose su secuencia de nucledtidos, se observd



TABLA 11

SECUENCIA DE AMINOACIDOS DEL PEPTIDO INTESTINAL VASOACTIVO
(VIP) Y DE LOS MIEMBROS MAS IMPORTANTES DE LA DENOMINADA

"FAMILIA DEL GLUCAGON-VIP-SECRETINA".

VIP HSDAVFTDNYTRLRKQMAVKKYLNSILN
GRFr HADAI FTSSYRRILGQLYARKLLHEI MN-
GRFh YADAI FTNSYRKVLGQLS ARKLLQDI MS-
PHI HADGVFTSDFS RLLGQLSAKKYLESLI

'PHM HADGVFTSDFS KLLGQLS AKKYLESLM

SEC HSDGTFTSELS RLRDSARLQLLLQGLN

GLU HSQGTFTSDYSKYLDSRRAQDF VQWL MNT
GIP YAEGTFISDYSIAMDKI RQQDF VNWL L A-
o,T SDAAVDTSSEI TTKDLKEKKEVVEEAEN
HEL HSDAI FTQQYS KLLAKLALQKYLASILG-

PACAPHS DGI FTDSYS RYRKQMAVKKYLAAVLG-

De la secuencia aminoacidica del GRFr, GRFh, GIP, helodermina, y PACAP,
solo se representan los primeros 28 aminoacidos. Las claves utilizadas son las
siguientes: A, alanina; D, &cido aspartico; E, &cido glutdmico; F, fenilalanina; G,
glicina; H, histidina; I, isoleucina; K, lisina; L, leucina; M, metionina; N, asparagina;

Q, glutamina; R, arginina; S, serina; T, treonina; V, valina; W, triptofano; Y, tirosina.
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que la secuencia de aminoacidos correspondiente conformaba una proteina de 19.169
dalton constituida por 170 aminoacidos (ITOH et al., 1983). Esta proteina precursora

del VIP fué denominada “pre-pro-VIP/PHM-27" (fig. 1) por contener la molécula de

VIP (residuos 125-152) y la del péptido PHM-27 (residuos 81-107). El primer
amino&cido de la molé‘cula de pre-pro-VIP/PHM-27 es la metionina y,junto a los 20
primeros amino&cidos de la molécula, recuerda a los péptidos "sefial" de las regiones
amino terminales de las proteinas secretoras. El extremo amino-terminal del VIP ylos
extremos carboxi-terminales tanto del VIP como del PHM-27 son adyacentes a un par
de amino&cidos basicos, lisina y arginina, frecuentes en los lugares de procesamiento
post-traslacional de los precursores hormonales. En los extremos carboxi-terminales
del VIP y del PHM-27 se encuentra una glicina que parece ser el donante del grupo
amino a la asparagina terminal del VIP y a la metionina terminal del PHM-27.

El pre-pro-VIP/PHM-27 es la proteina precursora de ambos péptidos, lo que
no implica que en todas las celulas se cosintetizen VIP y PHM (VIP y PHI en la
rata), existiendo, por ejemplo, neuronas que contienen especificamente VIP y no PHI
o viceversa (HOKFELT et al., 1982), aunque, en otros casos, si se ha encontrado
secrecién de ambos péptidos, como es el caso de las neuroﬁas corticales de mono vy
rata (BENSON et al., 1991), de los tumores pancreaticos tipo VIPoma (BLOOM et
al., 1983), y de los neuroblastomas (ITOH et al., 1983). Procesos post-traslacionales
tejido-especificos determinarian la sintesis de VIP, de PHM & de ambos (ITOH et
al., 1983). OBATA et al. (1981) han descrito una molécula de 17..500 daltons que
seria producto de modificaciones post-traslacionales en la molécula de pre-pro-

VIP/PHM-27 vy, por tanto, el precursor directo del VIP.
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1 21 22 80 108 109 110 123 124 153 154 155 170
MET  SER GLN ARG GLY LYS ARG LYS ARG GLY LYS ARG LYS
NHo COOH

PEPTIDO PHM—27 VIP

SENAL

Fig. 1. Representacidén esquematica de la estructura de la molécula precursora del
VIP humano: el Pre-Pro-VIP/PHM-27. El "péptido seﬁal;' (1-21) se representa con
barras oblicuas. El VIP (125-152) y el PHM-27 (81-107), se representan sombreados.
Se muestran los residuos aminoacidicos importantes en los procesos post-

traslacionales. (Tomado de ITOH et al., 1983).
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Posteriormente, ‘cuando se descubrid el gen codificador del VIP y del PHM-
27 en una "libreria de genes humanos" (BODNER et al., 1985), utilizando una sonda
construida con oligodeoxinucledtidos sintéticos tomando bcomo modelo el cDNA
delVIP secretado por células de neuroblastoma, se encontraron 8.837 pares de bases
que contenian 7 exones interrumpidos por 6 intrones. Los exones primero y séptimo
no sufren traslacién y las secuencias codificadoras del VIP y del PHM-27 estan en
exones distintos pero adyacentes, tan solo separados por 0°75kbases de DNA. El gen
del VIP esta situado en la region 6q24 del genoma humano (GOZES et al., 1987).
El hecho de qué VIP y PHM-27 esten codificados por exones independientes
en el genoma humano, refuerza la posibilidad de que procesamientos alternativos
conduzcan a la formacién de RNAm para la sintesis de uno u otro péptido.
Recientemente, se ha descrito la estructura completa del gen del VIP de rata
(GILADI et al., 1990), el cual muestra un 80-90% de homologia con el gen humano,
con 7.400 pares de bases y conteniendo, igualmente, 7 exones separados por 6
intrones, codificando el exén IV al PHI y el exén V al VIP.
Otros péptidos de la familia del VIP son codificados por genes que muestran
una arquitectura similar y tienen, igualmente, precursores similares al pre-pro-
VIP/PHM-27, como es el caso del GRFh (MAYO et al., 1985) o del glucagdn y su

molécula precursora, el pre-pro-glucagén (BELL et al., 1983).

1.1.2 DISTRIBUCION Y ACCIONES BIOLOGICAS.

En la actualidad, numerosos argumentos hacen conéiderar al VIP como un
néuropéptido con funciones neurotrasmisoras y neuroreguladoras (SAID, 1986).

El VIP se encuentra ampliamente distribuido tanto en el sistema nervioso

central como en el periférico. En el cerebro actua como neurotrasmisor, estando
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presente en vesiculas presinapticas ysiendo liberado al espacio sinéptico por estimulos
eléctricos y por agentes despolarizantes (ROSSELIN ét al., 1982). Sobre la
adenohipofisis actua de modo neuroendocrino, secretandose en terminaciones
nerviosas hipotalamicas y llegando a é&lla por el sistema porta hipofisario. En la
periferia actua de forma neuroparacrina (POLAK, 1974), liberandose en las
terminaciones nerviosas "VIPérgicas". Mediante técnicas inmunohistoquimicas se han
encontrado fibras nerviosas inmunoreactivas para VIP distribuidas por todo el
organismo.

a) Localizaciones:

Los primeros estudios sobre VIP se cifieron al aparato _digestivo,
describiendose fibras nerviosas inmunoreactivas al VIP a todo lo largo del tracto
gastrointestinal (tabla III). Las terminaciones "VIPérgicas" se han descrito a nivel de
todas las capas de la pared intestinal: muscular, submucosa, y mucosa, especialmente
alrededor de los vasos. El origen de estas fibras "VIPérgicas" se encuentra en los
ganglios de los plexos nerviosos intrinsecos: el plexo mientérico de Auerbach y el
pléxo submucoso de Meissner. Las fibras nerviosas "VIPérgicas" finalizan en un
entramado nervioso en clara relacién con los pequefios vasos sanguineos, muasculo liso,
ycélulas epiteliales, concentrandose en las capas de mﬁsculc!) liso esfinteriano (esfinter
esofégico inferior, piloro yesfinter de Oddi). Las fibras ner\;io‘sas extrinsecas parecen
no intervenir en la secrecién de VIP ya que su eliminacién no produce cambios en su
concentracién y secrecién. Las mayores concentraciones de VIP se encuentran en
ileon y colon, fundus gastrico, duodeno y yeyuno. También existe VIP en los cuerpos
nguronales locales del pancreas, tanto endocrino como exocrino, pero no se ha

demostrado la presencia de VIP en células endocrinas gastroenteropancreéticas.
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TABLA 111

LOCALIZACION DE TERMINACIONES NERVIOSAS INMUNOREACTIVAS

PARA EL PEPTIDO INTESTINAL VASOACTIVO (VIP) EN EL TRACTO

GASTROINTESTINAL.
Autores Afo Localizacién
LARSSON et al. 1976 - Masculo liso géstrico
LARSSON et al. 1976 Intestino delgado
SUNDLER et al. 1977 Vesicula biliar
RATTAN et al. 1977 Esfinter esofagico inferior
LARSSON et al. 1978 Pancreas
UDDMAN et al. 1978b Pared esoféagica
SUNDLER et al. 1979 Intestino grueso
GAGINELLA et al. 1979 . Lamina propia intestinal
WHARTON et al. 1979 Glandula parétida
LUNDBERG et al. 1980 Glandula submandibular

UDDMAN et al. 1980 Glandulas salivares
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También se han descrito terminaciones nerviosas "VIPérgicas"en otros aparatos

y sistemas (tabla IV). En el aparato genito-urinario_ estan en estrecha relacién con

vasos sanguineos y musculatura lisa de conductos y dependen de ganglios locales
situados en la adventicia (ALM et al., 1977); en el aparato_respiratorio se encuentran
preferentemente en la proximidad de los Acinis de glandulas seromucosas, vasos
sanguineos y musculatura de la pared traqueobronquial, procediendo de ganglios
locales situados en el espesor de la pared, o del ganglio pterigopalatino en el caso
de las fibras "VIPérgicas" que inervan la mucosa nasal (UDDMAN et al., 1980). En
ocasiones, no se han encontrado terminaciones nerviosas pero si inmunoreactividad
para VIP, como es el caso de la placenta (ATTIA et al., 1976). En la piel y anejos
las terminaciones inmunoreactivas para VIP se localizan, preferentemente, entorno a
las glandulas sudoriparas ecrinas (EEDY et al., 1990).

En el sistema endocrino también encontramos una rica inervacién "VIPérgica",

al igual que en el sistema nervioso (tabla V). Utilizando técnicas radioinmunolégicas,

inmunohistoquimicas, yde microscopia electrdnica, en diferentes modelos animales,
se ha realizado un estudio sistematico de, practicamente, todo el sistema nervioso. El
VIP aparece con méaxima concentracién en el cértex (neocdrtex, corteza cingular,
entorrinal y prépiriforme, hipocampo, striatum, nucleo accumbens, péalido ventral,
c{)mplejo amigdalino, bulbo olfatorio, coliculo superior e hipotdlamo), desde donde
parten proyecciones que se distribuyen por todo el sistema nervioso central. Las fibras
atierentes espinales se originan en el ganglio espinal, llegando a conectar con el
f;sciculo de Lissauer. En la eminencia media hay gran cantidad de fibras VIPérgicas.
Se detectan altos niveles de VIP en la sangre del sistema porta hipotalamo-hipofisario
(SAID y PORTER, 1979), un dato a favor de un papel regulador del VIP en la

secrecién hormonal hipofisaria.
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TABLA 1V

LOCALIZACION DE TERMINACIONES NERVIOSAS INMUNOREACTIVAS

PARA VIP EN APARATO GENITO-URINARIO, RESPIRATORIO, PIEL, Y

ANEJOS.
Autores Afio Localizacién
L{\RSSON et al. 1977 Cérvix uterino
ALM et al. 1980 Trompas de Falopio
ALM et al. 1980 Prostata
OTTESEN et al. 1981 : Miometrio
HAKANSON et al. 1982 Estroma testicular
BARAIJAS et al. 1983 Corteza renal
FAHRENKRUG et al. 1988 Vesiculas seminales
UDDMAN et al. 1978a Vias aéreas superiores
UDDMAN et al. 1978a Vias aéreas inferiores
SAID 1982 Parénquima pulmonar
WEIHE et al. 1981 Glandulas sudoriparas
HARTSCHUH et al. 1984 Foliculo piloso
HARTSCHUH et al. 1984 Glandulas sebaceas
HARTSCHUH et al. 1984 Células de Merckel

WALLENGREN et al. 1987 Piel axilar




TABLA V
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LOCALIZACION DE TERMINACIONES NERVIOSAS INMUNOREACTIVAS

PARA VIP EN EL SISTEMA NEUROENDOCRINO.

Autores Afo Localizacién
FUJII et al. 1980 Islotes de Langerhans
LINNOOILA et al. 1980 Corteza suprarrenal
AHREN et al. 1980 Tiroides
LEBOULENGER et al. 1982 Médula suprarrenal
MEZEY et al. 1985 Hipotéiamo (N.Paraventr.)
ARNOUT et al. 1986 Hipéfisis anterior
SAID y ROSENBERG 1976 Céortex cerebral
SAID y ROSENBERG 1976 Nervio vago
LARSSON et al 1976 Nervios cerebrovasculares
LINDVALL et al. 1978 Plexo coroideo
GiACHE’ITI y SAID 1979 Nervio ciatico
SAMSON et al 1979 Hipotalamo
BESSON et al. 1979 Nucleo amigdalino
LOREN et al 1980 Retina
YAKSH et al 1982 Médula espinal

1982

KONDO y YUI

Ganglio celiaco
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En el individuo sano existe VIP libre circulante en plasma, Varios

investigadores lo han cuantificado, mediante radioinmunoanalisis, obteniendo valores
que oscilan entre 1-5 pM (CHANG et al., 1979) y 20-40 pM (BLOOM et al., 1973).
Se ha postulado que la presencia de VIP circulante se deberia a un fendmeno de
rebosamiento a nivel de las terminaciones nerviosas. No obstante, en determinadas
situaciones fisiologicas, como el ayuno o el ejercicio, los niveles plasméticos de VIP
pueden incrementarse (GALBO et al., 1979), si bien la vida media del péptido en el
plasma no pasa de 3 minutos (DOMSCHKE et al., 1978), pués es degradado por un
enzima especifico en el higado, cerebro yrifidén (KELTZ et al., 1980).

Por dltimo, también se ha detectado inmunoreactividad para VIP en células de

origen hematopoyético: neutréfilos (O’DORISIO et al., 1980), mononucleares

(LYGREN et al., 1984), mastocitos (CUTZ et al., 1978), baséfilos (GOETZL et al.,
1988), plaquetas (GIACHETTI et al., 1978), y, en gran cantidad, en los eosinéfilos
(ALIAKBARI et al., 1987). Si el VIP es producido por dichas células o solamente es
almacenado en éllas no estd del todo cla}o, si bien se sabe que es producido por los
mastocitos-baséfilos formando parte de una mezcla de péptidos estructuralmente

relacionados pero distintos al VIP (GOETZL et al., 1988), y que es secretado tras la
estimulacién con agentes degranulantes como el ionéforo del calcio A23187 y el
compuesto 48/80 (CUTZ et al., 1978).

b) Acciones bioldgicas:

La primera accién biolégica descrita, que did nombre al péptido, fué su efecto
reiajante a nivel de la musculatura lisa de los vasos de la circulacién mesentérica, con
laf consiguiente vasodilatacién e incremento del flujo sanguineo (SAID y MUTT,
1970). Este mismo efecto ha sido descrito a nivel de numerosos &rganos y tejidos, asi

sef ha encontrado que el VIP produce vasodilatacién de la arteria pulmonar
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(HAMASAKI et al., 1983), aumento del flujo vascular a nivel de la mucosa nasal
(MALM et al., 1980), incremento del flujo sanguineo del miometrio (OTTESEN et
al., 1980), incremento del flujo vascular cerebral (LARSEN et al., 1981), y
vasodilatacién de las arterias coronarias (SMITHERMAN et al., 1982).
Posteriormente, se ha comprobado que el VIP produce otras muchas acciones
biolégicas a nivel de los aparatos digestivo, respiratorio, y genitourinario (tabla VI),
asi como en el sistema neuroendocrino (tabla VII). Se han descrito también efectos
metabdlicos del VIP, algunos a nivel de tejidos en los que no se han encontrado
términaciones nerviosas "VIPérgicas",como es el caso del higado. Asi, en tejido
adiposo el VIP tiene una accién lipolitica (FRANDSEN y MOODAY, 1973), en
rébanadas de higado se ha observado una accién glucogenolitica (KERINS y SAID,
1973), en hepatocitos aislados se ha descrito la misma accién glucogenolitica a la vez
qué un efecto gluconeogénico (FELIU et al.,1983), yen rebanadas de cértex cerebral
ta;'nbién se ha encontrado un efecto glucogenolitico (MAGISTRETTI et al., 1981).
Estos hallazgos "in vitro" han sido confirmados por estudios "in vivo", observandose
qﬁe la inyeccién intravenosa de VIP produce hiperglucemia en el perro (KERINS y
SAID, 1973) y en el hombre (DOMSCHKE et al.,, 1978), y tiene un efecto
glucogenolitico sobre la rata "in vivo" (SANCHEZ et al.,, 1991). Los efectos
metabdlicos del VIP, junto al aumento de sus niveles plasméticos durante el ayuno y

el ejercicio, han hecho pensar en su posible papel como mobilizador energético.
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TABLA V1
ACCIONES BIOLOGICAS DEL VIP A NIVEL DE LOS APARATOS

DIGESTIVO, RESPIRATORIO y GENITO-URINARIO.

Autores Afio Accién biologica

RATTAN et al. 1977 Relajacién del esfinter esofagico inferior
KONTUREK et al. 1975 Relajacién de la musculatura lisa géstrica
SAID y MAKHLOUF 1974 Relajacién de la musculatura lisa intestinal
RYAN y COHEN 1977 Relajacién de la vesicula biliar

SCHORR et al. 1974 Inhibicién de la secrecién &cida gastrica
CHIBA et al. 1980 Inhibicién de la liberacidén de gastrina
MAKHLOUF ySAID 1975 Inhibicién de la absorcién intestinal
LUNDBERG et al. 1981 Estimulacién de la secrecién salival
SCHWARTZ et al. 1974 Estimulacién de la secrecién intestinal
SAID y MUTT 1972 Estimula la secrecién exocrina pancreética
KONTUREK et al. 1975 Estimulacién de la secrecién biliar
FRANDSEN et al. 1978 Relajacién de los anillos traqueobronquiales
SAID y MUTT 1970 Incremento de la ventilacién pulmonar
SAID 1986 Estimulacién de la secrecién bronquial
DIMALINE et al. 1983 Disminucién de la filtracién glomerular
OTTESEN et al. 1980 Relajacién del miometrio

KASTIN et al. 1978 Vasoconstriccién de los vasos deferentes

STIERNQUIST et al. 1983 Estimula la secrecién en la vesicula seminal
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TABLA VII

ACCIONES BIOLOGICAS DEL PEPTIDO INTESTINAL VASOACTIVO A

NIVEL DEL SISTEMA NEUROENDOCRINO.

Autores Afio Accién bioldgica

SHEBALIN et al. 1977 Estimula la secrecién de insulina
SHEBALIN et al. 1977 Estimula la secrecién de glucagdn

IPP et al. 1978 Estimula la secrecién pancreatica de somat.
AHREN et al. 1980 Estimula la secrecién de hormonas tiroideas
WESTENDORF et al. 1983 Estimula la ‘secrecién de corticosteroides
PORTER et al. 1983 Estimula la secrecién de renina

VIJAYAN et al. 1979 Estimula la secrecién de prolactina
VIJAYAN et al. 1979 Estimula la secrecién de LH

VIJAYAN et al. 1979 Estimula la secrecién de GH

OLIVA et al. 1982 Estimula la secrecién de ACTH

SAMSON et al. 1981 Estimula la secrecién de LHRH

PHILLIS et al. 1977 Excitacién de la corteza cerebral
EPELBAUM et al. 1979 Inhibe la secrecién de somatostatina hipot.
RIOU et al. 1982 Accién hipnogénica |

ITOH et al. 1985 Accidn antidipsogénica

SAID 1986 Accién hipertérmica

KOMISARUK et al. 1988 Accidn analgésica
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¢) El VIP en la patologia humana:

El péptido intestinal vasoactivo ha sido implicado en varios procesos
patologicos: 1) La hipersecrecién de VIP por determinados tumores endocrinos
(VIPomas), localizados preferentemente en los islotes pancreéticos, produce el
denominado sindrome de Verner-Morrison o célera pancre4tico, caracterizado por la
asociacién de diarrea acuosa, hipocaliemia, yaclorhidria, con niveles elevados de VIP
circulante (BLOOM et al., 1973). 2) Se han encontrado altas concentraciones de VIP
en plasma en diversas situaciones clinicas, como la cirrosis hepética, la insuficiencia
renal, el shock endotéxico, o la isquemia intestinal (SAID, 1986), debido,
probablemente, a una disminucién de la inactivacién hepatica y/o renal del
péptido.3) En la enfermedad de Hirschsprung y en la achalasia esofagica se ha
encontrado una disminucién de las concentraciones tisulares de VIP, asi como de las
terminaciones nerviosas VIPérgicas en los segmentos aganglidnicos, lo que podria
estar relacionado con la etiologia de estas enfermedades (TSUTO et al., 1982;
AQGESTRUP et al., 1983). 4) En pacientes con fibrosis quistica se ha descrito una
deficiente inervacion VIPérgica de las glandulas sudoriparas, pudiendo este déficit
estar relacionado con el elevado contenido en cloruro que tiene el sudor de estos
pacientes (HEINZ-ERIAN et al.,, 1985). 5) Los niveles de VIP en liquido
cefaloraquideo estan disminuidos en la depresién atipica, hidrocefalia normotensa,
demencia multi-infarto, y tras el infarto cerebral reciente (SAID, 1986), sin que esté
claro su significado clinico. 6) En pacientes con enfermedad de Crohn se ha
encontrado un enorme incremento de la inervacién VIPérgica (200 veces superior a
lo normal) en las regiones del aparato digestivo afectadas por la enfermedad, lo que
no sucede en la colitis ulcerosa, pudiendo ser de utilidad en el diagnéstico diferencial

por biopsia endoscopica entre ambas enfermedades (POLAK y BLOOM, 1983).7) Se
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han observado altas concentraciones plasmaticas de VIP en pacientes con reflujo
gastroesofagico grave y Glceras esofégicas, por disminucién de la presién del esfinter

esofagico superior (ROSSITER et al., 1991).

1.1.3 MECANISMO DE ACCION.

El mecanismo de accién utilizado por el VIP para producir sus efectos
biolégicos es similar al de otros neuropéptidos y hormonas de naturaleza peptidica:
la interaccién del péptido con un receptor especifico en la membrana plasmaética de
la célula diana desencadena la formacién de un segundo mensajero intracelular, el
AMPc, que a su vez activa una proteina quinasa que serd la responsable Gltima de
los efectos producidos (LABURTHE, 1985; SAID, 1986). La secuencia de los
acontecimientos es, basicamente: a) interaccién VIP-receptor, b) activacién de una
proteina G,, c) activacién del enzima adenilato ciclasa con formacién de AMPc, d)
activacién de una proteina quinasa, y e) fosforilacién de un enzima blanco (fig. 2).

a) Los receptores para VIP.

Las acciones biolégicas del VIP dependen de la interaccién del péptido con
receptores especificos situados en la membrana plasméatica de las células diana. No
es de extrafiar, pués, que se hayan caracterizado receptores para VIP en la mayoria
de los aparatos y sistemas en los que se han encontrado terminaciones VIPérgicas y/o
en los que se han descrito acciones bioldgicas.

Los primeros estudios sobre interacciones del VIP con receptores especificos
fueron realizados por DESBUQUOIS (1974) en membranas hepéticas de rata y por
- BATAILLE et al. (1974) en membranas de adipocito y de higado de rata,
caracterizandose posteriormente receptores para VIP en gran numero de tipos

celulares (tabla VIII). Generalmente, se describen dos poblaciones de receptores
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Fig. 2. Esquema general del mecanismo de accién del VIP. La interaccién del VIP

(sefial estimuladora externa) con su receptor (R,), produce la sustitucién del GDP de

la proteina G, por un GTP (reaccién de apertura), quedando activada la proteina G,,

que, a su vez, estimula al enzima adenilato ciclasa (AC). El AMPc formado se une al

componente

regulador (R) de la proteina quinasa, liberandose el componente

catalitico (C), que fosforila ciertas proteinas blanco que regulan respuestas celulares.

La actividad GTPa&sica intrinseca de la proteina G, produce la hidrélisis del GTP

(reaccién de cierre), autolimitandose el sistema. Sefidles inhibidoras externas, p. €j.

la somatostatina, activan la proteina G;, e inhiben la produccién de AMPc. (Tomado

de BERRIDGE, 1985).
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TABLA VIII

RECEPTORES PARA VIP EN DIVERSOS TEJIDOS Y LINEAS CELULARES.

Autor Afo Célula/Especie N K;t K;¢ CU1+ CU.L

CHRISTOPHE 1976 Pancreas cobaya 2 074 82 8900 135000

PRIETO 1979 Enterocito rata 2 1’60 74 140000 1100000
DUPONT 1981 Ves.bil. humana 2 1’30 16 62000 510000
INOUE 1985 Parétida de rata 2 6’40 150 41000 420000

LABURTHE 1981 Ca.pulmén hum. 2 0’34 61 27600 1062000

SHAFFER 1987  Ca.pulmén hum. 2 080 66 - -——e-
PRIETO 1981 Ca.cérvixhuman. 2 240 100 150000 4900000
OTTESEN 1982 Utero porcino 2 040 10 - e
HUESO 1989 C.Leydig de rata 2 70 43 - -
GUIJARRO 1991 V.seminal de rata 2 054 4 - e
HIRATA 1985 Adrta de rata 2 %00 40 60000 140000
SUZUKI 1985 A.cerebr.bovina 2 020 11 = - -
HUANG 1987 A.mesentér. rata 2 022 14 = - o
AMENTA 1989 A.mesentér., rata 1 023 - e e

STAUN-OLSEN 1982 Cértex de ratén 2 200 76 0 - -
O’DORISIO 1988 Cértex de rata 1 550 - 0 e eeee-

BIORO 1987 GH,C, derata 2 220 180 9033 331210

Kd: constante de disociacién (nM); C.U.: Capacidad de unidn (sitios/celula). t: alta

afinidad; 4: baja afinidad; N: poblaciones de receptores.
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(_LUIS et al., 1988): una de alta afinidad y baja capacidad de unién (K; = 0°2-1nM,;
52.000—60.000sitios/célula), y otra de baja afinidad y alta capacidad de unién (K; =
1?0-80 nM; 100.000-1.000.000sitios/célula), aunque sblo los receptores de alta afinidad
estarian acoplados al sistema generador de AMPc (LABURTHE et al., 1979a;
CARMENA y PRIETO, 1983). No obstante, en algunos sistemas se ha descrito una
sola poblacién de receptores (O’DORISIO et al., 1988; AMENTA et al., 1989), siendo
en estos casos la K, y la capacidad de unién similares a las de los receptores de alta
afinidad de los sistemas en que se han descrito dos poblaciones.

En la mayoria de los casos, especialmente en tejidos humanos, estos receptores
son especificos para VIP, sibien el receptor de VIP es el de mas baja especificidad
entre los receptores para péptidos de la familia "VIP-secretina-glucagén” (LUIS et al.,
1988), de ahi que interaccione generalmente con otros péptidos de la familia: PHI,
PHM, GREF, secretiné, y helodermina (LABURTHE, 1985). Sin embargo, no se
ha descrito en ningun caso interaccién de los receptores de VIP con glucagén o con
GIP (LUIS et al., 1988).

Los primeros resultados sobre la estructura molecular del receptor de VIP
fueron obtenidos en enterocitos de rata por LABURTHE et al. (1984), utilizando la
técnica de formacién de puentes covalentes (cross-linking) entre el péptido
radiomarcado y su receptor por medio de un reactivo (cross-linker), con posterior
solubilizacién en SDS (sodio dodecil sulfato), separacién de las proteinas mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) y autoradiografia. Posteriormente,
esta técnica ha permitido caracterizar molecularmente el receptor de VIP en
numerosos sistemas (tabla 1X). Los pesos moleculares de los diferentes componentes
asi caracterizados difieren grandemente segun la especie utilizada y, dentro de la

misma especie, segun el tejido estudiado. Esta diversidad de receptores podria reflejar
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TABLA 1X

éARACTERIZACION DEL RECEPTOR DE VIP MEDIANTE CROSS-LINKING.

- Autores Afo Tejido/Especie Reactivo P.M.

LABURTHE et al. 1984 Membr. enteroc. rata DSP 7333
COUVINEAU yLABURTHE 1985c Membr. enteroc. hum. DSP 63 ;30

COUVINEAU y LABURTHE 1985a Membr. higado rata DSP 86 ; 48

NGUYEN et al. 1986 Membr. higado rata HSAB 77 ;53
O’DORISIO et al. 1988 Cortex de rata DSS 47
COUVINEAU et al. 1986a Cértex de rata DSP 46
COUVINEAU et al. 1985b Homog. HT29 hum. DSP 63
SVOBODA et al. 1988 Cél. AR 4-2] rata EGS 63
WOOD Y O’DORISIO 1985 Cél. Molt 4b human. EGS 47
DICKINSON et al. 1986 Membr. pulmén rata DSS 33
DICKINSON et al. 1986 Membr. pulm. congjo  DSS 64
DICKINSON et al. 1986 Membr. pulm. cobaya  DSS 66 ; 60
DICKINSON et al. 1986 Membr. pulm. human. DSS 65
O’DORISIO et al 1989b Linfocito B humano DSS 47
ROUYER-FESSARD et al. 1989 Cl.19A intest. human.  DSP 63
GUUARRO et al. 1991  Vesicula seminal rata DSP 47

P.M.: peso molecular del receptor en kiloDalton. Se subrayan los componentes
mayores. DSS: disuccinimidil suberato. DSP: ditiobis-(succinimidilpropionato). EGS:

etilen glicolbis-(succinimidilsuccinato). HSAB:N-hidroxi-succinimidil-4-azidobenzoato.



27
las variadas funciones del VIP segun el tejido (COUVINEAU y LABURTHE,
1985a), y/o explicar las diferentes propiedades farmacoldgicas observadas en ratas y
en humanos (COUVINEAU y LABURTHE, 1985c; ROBBERECHT et al., 1990).
| Tras las primeras caracterizaciones moleculares del receptor de VIP mediante
c;ross-linking, el aspecto difuso de las bandas obtenidas en las autoradiografias sugirié
ciUe la proteina ligante de VIP podria estar glucosilada, lo que fué comprobado por
NGUYEN et al. (1986) y DICKINSON et al. (1986). Estudios realizadoé en las
células HT29-D4 sugieren la presencia de una cadena de carbohidratos de 20 kDa,
constituida, en parte, por &cido sidlico (LUIS et al., 1988). De este modo, la
heterogeneidad de los pesos moleculares encontrados en los sistemas estudiados
podria deberse a los diferentes grados de glicosilacién que puede presentar un Gnico
receptor tras sufrir deglicosilaciones parciales, frecuentes bajo determinadas
condiciones experimentales, especialmente cuando se trabaja con extractos crudos,
membranas aisladas, o con tejidos que poseen actividad endoglucosidasa, aunque no
pueden descartarse ni la posibilidad de la proteolisis del receptor, ni la existencia de
receptores para VIP estructuralmente distintos (LUIS et al., 1988; ROBBERECHT

et al., 1990).

La solubilizacién activa del receptor de VIP mediante detergentes no
desnaturalizantes  (Triton X-100, Lubrol-PX) ha aportado nuevos datos. En
membranas de higado de rata se han encontrado dos componentes cuyos pesos
moleculares, deducidos a partir de sus caracteristicas hidrodinadmicas, fueron 150 kDa
para el componente mayor y 52 kDa para el menor, correspondiendo este Gltimo al
receptor de VIP y siendo &l mayor un complejo formado por el receptor y una
proteina G, (COUVINEAU et al., (1986b). En membranas de intestino delgado de

rata se ha solubilizado también el receptor de VIP, encontrandose un componente
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mayor, de peso molecular 152 kDa, que corresponderia al complejo receptor-
proteina G,, y un componente menor, con peso molecular de 54 kDa, que
corresponderia al receptor de VIP (CALVO et al., 1989). Recientemente,
COUVINEAU et al. (1990) han purificado mediante cromatografia de afinidad una
pfoteina de 53.000 dalton que contiene al receptor de VIP.

Respecto a la dinamica del receptor de VIP, en las células HT29 (MULLER
ef al., 1985), en 1la linea celular AR 4-2J (SVOBODA et al., 1988), y en células
eﬁiteliales de intestino de rata (IZZO et al., 1991) se ha observado que, una vez
formado el complejo péptido-receptor, éste es rapidamente internalizado,
probablemente por endocitosis activa, como ha sido demostrado en células B de
paincreas de rata (ANTEUNIS et al., 1989), lo que produce una disminucién del
numero  de receptores o “"down-regulation" (LUIS et al.,, 1988), y wuna
desensibilizacidn homologa de la adenilato ciclasa (WIIK, 1988). El VIP es
dégradadd en los lisosomas y los receptores son reciclados hacia la superficie celular.

Por dltimo, el receptor de VIP en membranas de epitelio intestinal de rata es
sensible a la digestién con tripsina (DESBUQUOIS, 1974; SARRIEAU et al., 1983)
y a la digestién con fosfolipasas A, y C (DESBUQUOIS, 1974; SARRIEAU et al.,
1985), lo que sugiere un papel de los fosfolipidos en la capacidad del receptor para
unirse al VIP. Igualmente, se sabe que el receptor de VIP en higado (NGUYEN et
al., 1986), yen cértex de rata (COUVINEAU et al., 1986a) contiene, al menos,
un puente disulfuro intracatenario.

b) La proteina ligante de nucledtidos de guanina (G, ).

La interaccién del VIP con su receptor especifico induce en éste un cambio
conformacional que se trasmite a una proteina reguladora situada también en la

membrana, la proteina G,, sensibilizandola al GTP. Las proteinas G pertenecen a la
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superfamilia de las GTPasas fijadoras de nucledtidos de guanina (BOURNE et al.,
1990), diferenciandose de los otros miembros de la superfamilia por su funcién
transductora en el acoplamiento receptor-efector y por su estructura heterotrimérica
(SPIEGEL, 1989). La historia de las proteinas G comenzé cuando Martin Rodbell y
sus colaboradores, en el Instituto Nacional de la Salud de E.E.U.U., demostraron que
el GTP era esencial en el mecanismo de transduccién que genera el AMPc
(i{ODBELL, 1980). Hoy se sabe, gracias a los trabajos de los grupos de GILMAN vy
BIRNBAUMER (BOKOCH et al., 1984; HILDEBRANDT et al., 1984; GILMAN,
1987), que las proteinas G se encargan del acoplamiento receptor-efector no solo en
el sistema de generacién de AMPc, sino también en otros mecanismos efectores de
la accién hormonal: sistema GMPc-fosfodiesterasa (G,; y G,,), apertura de canales
de calcio (G,), y estimulacién de la fosfolipasa C (G,) (BOURNE et al., 1990).

Existen dos tipos de proteinas G implicadas en el sistema generador de AMPc
(fig. 3), una estimuladora, la proteina G,, que es la que interviene en el caso del
VIP, glucagén, TSH, PTH vy agonistas B-adrenérgicos, y otra inhibidora, la proteina
G,, que interviene como transductora de la somatostatina, bombesina y de los
agonistas D,-dopaminérgicos (SPIEGEL, 1989). Ambas son heterotrimeros
constituidos por una subunidad G, (45-52 kDa), capaz de fijar nucle6tidos de guanina,
una subunidad G; (35 kDa), yotra G, (8 kDa). Tanto la.proteina G, como la G;
pueden encontrarse en dos estados funcionales: activo e inactivo. En su estado inactivo
las proteinas G son trimeros G,g, cuya subunidad G, esta unida a una molécula de
GDP. En el caso del VIP, el cambio conformacional producido sobre la proteina G,
por el complejo VIP-receptor hace que la subunidad G,, intercambie la molécula de
GDP por una de GTP (reaccién de apertura). Las consecuencias de este cambio de

nucledtido son dos: 12) la disociacién del trimero en un dimero Gg, Yy un complejo
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Fig. 3. Mecanismo por el que las proteinas G estimulan (G) o inhiben (G) la

actividad de la adenilato ciclasa (AC). La interaccién de un péptido u hormona (H)
con su receptor (R, o R) cataliza el intercambio de GDP por GTP, liberandose los
complejos activos G,,-GTP (estimulador) o G,,-GTP (inhibidor), inicidndose el ciclo.
La hidrélisis del GTP por la actividad GTP4sica intrinseca de la subunidad G, de la
proteina G cierra el ciclo. Segun la hipétesis de KATADA (1986), el complejo Ggy
proveniente de G, también interviene en la inhibicién de la adenilato ciclasa, al unirse

a G,,. (Tomado de GILMAN, 1987).
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activo G,,-GTP que, en el caso de la pr(;teina G,, estimulara el sistema enzimético
generador de AMPc, y 22) la disminucién de la afinidad del receptor por el VIP
(SPIEGEL, 1989), por lo que el incremento de la tasa de disociacién_ del péptido en
presencia de GTP proporciona una evidencia indirecta de la participacién de una
proteina G en su mecanismo efector, lo que ha sido descrito para el VIP en diferentes
sistemas celulares (LABURTHE et al., 1984; COUVINEAU et al.,, 1986a;
SVOBODA et al., 1988; CALVO et al.,, 1990; GUIJARRO et al., 1991).

La actividad del complejo G,,-GTP termina con la hidrélisis del GTP en GDP
(rgeaccién de cierre) gracias a la actividad GTPasica intrinseca de la subunidad G,,,
siéndo éste un mecanismo de autoregulacién del sistema (GILMAN, 1987). El
cémplejo G,,-GDP resultante se une de nuevo al dimero Gy, volviendo a constituirse
eli trimero inactivo. La toxina colérica puede inhibir la actividad GTPésica de la
sqbunidad Gs,. Cuando la subunidad A, de dicha toxina penetra en la célula, cataliza
la trasferencia de ADP-ribosa desde el NAD* a un residuo de arginina de la

subunidad G,,, inhibiendo su actividad GTP&sica, con lo que se prolonga la vida del

sas
complejo activo G,,-GTP, y se produce una estimulacién mantenida de la adenilato
ciclasa, incluso en ausencia de una sefial externa. La proteina G, que transduce la
sefial del VIP en higado (COUVINEAU et al.,, 1986b) y en intestino de rata
(CALVO et al., 1989), es sensible a dicha toxina. En el caso de las proteinas G;, la
secuencia de los acontecimientos es idéntica, con la particularidad de que el complejo
formado por la subunidad o« de Ia proteina G, y el GTP (G,,-GTP) inhibe a la
adenilato ciclasa, habiendo sido propuesto por KATADA et al. (1986) que el dimero
Gy, proveniente de G,, tendria un efecto inhibitorio sobre la actividad adenilato

ciclasa al interaccionar con G_,, tamponando su exceso:

sa?

Gsa + GBY GsaBY
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La toxina pertGsica cataliza la ADP-ribosilacién dé la subunidad o de la
proteina G;, lo que impide el intercambio de la molécula de GDP por la de GTP,
quedando la proteina G; desacoplada de su receptor. La proteina G; que media la
accidén de la somatostatina es sensible a la toxina pertasica (SPIEGEL, 1989).

¢) Activacién de la adenilato ciclasa.

La adenilato ciclasa es el enzima de la membrana celular que cataliza la
reaccién de formacién de AMPc a partir de ATP. La adenilato ciclasa es un tetrdmero
compuesto por dos subunidades reguladoras y dos subunidades cataliticas. La K, de
las subunidades cataliticas, en ausencia de estimulacién por la proteina G, activa, es
ﬁucho mayor que la concentracién fisiolégica intracelulgr de ATP. Cuando la proteina
G, en su forma activa (G,-GTP) se une a la adenilato ciclasa, se produce un cambio
cénformacional por el que la K, de las subunidades cataliticas disminuye, activandose
agi el enzima y formandose AMPc. La fosfodiesterasa, catalizando la hidrélisis del
AMPc a AMP, regula los niveles intracelulares de AMPc, siendo inhibida por
lés xantinas  (teofilina, 3-isobutil-1-metilxantina), y estimulada por el complejo
Ca**-calmodulina. La somatostatina, aparte de su accién inhibitoria directa sobre la
produccién de AMPc al inhibir la adenilato ciclasa a través de una proteina G;,
también disminuye los niveles intracelulares de AMPc por estimulacién directa de la
actividad fosfodiesterasa citoplasmatica (TORO et al., 1988). El efecto estimulador
del VIP sobre la produccién de AMPc o sobre la actividad de la adenilato ciclasa ha
sido descrito tanto en células aisladas como en membranas (tabla X). En la mayoria
de los casos, el efecto del VIP es dosis-dependiente, obteniéndose la mitad de la
estimulacién mé&xima .con concentraciones de péptido de 0’05 a 5 nM (EDy),
concentraciones muy similares a las constantes de disociacién (K,) de los receptores

de VIP de alta afinidad.
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TABLA X
SISTEMAS CELULARES EN LOS QUE EL VIP ESTIMULA LA

PRODUCCION DE AMPec.

Autores Afio Célula/Especie ED,, (nM)
BATAILLE et al. 1974 Membranas hepé&ticas de rata 025
BATAILLE et al. 1974 Membranas de adipocitos de rata 2’50
LABURTHE et al. 1978  Células tumorales HT29 humanas 0’30
AMIRANOFF et al. 1978 Membranas de enterocitos de rata 4’10
PRIETO et al. 1981  Células tumorales HeLa humanas 1’00
DUPONT et al. 1981  Vesicula biliar humana 0’20
GUERRERO et al. 1981  Células mononucleares humanas 0’10
BEED et al. 1983  Linfoblastos T Molt 4b 5°00
CARMENA yPRIETO 1983 Prostata ventral de rata 1°40
MOLINERO et al. 1985 Membranas de tiroides bovino 5°00
HIRATA et al. 1985 Adrta de rata 40000
WIIK 1988  Leucocitos mononucleares humanos 0’36 . .
WIIK 1989a Monocitos humanos 10’00
INOUE et al. 1985  Células acinares de parétida de rata 10°00
MARTIN et al. 1989  Células tumorales IGR39 0’78
ROBBERECHT et al. 1989b Linfocitos T8 NS8 30’00
ROUYER-FESSARD 1989  Células Cl.19A humanas 0’07

BOUDARD et al. ' 1991 Células T de ratén 1’62
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d) La proteina quinasa dependiente de AMPc.

En su estado inactivo, las proteinas quinasas son heterooligdmeros compuestos
por subunidades reguladoras y cataliticas. Cuando el AMPc se une a las subunidades
reguladoras del enzima, se produce un cambio conformacional, separandose las
subunidades cataliticas, que, una vez libres, transfieren grupos fosforilo sobre grupos
hidroxilo de restos de serina o treonina de determinadas enzimas blanco, activandolas
o inhibiéndolas. En todas las fosforilaciones utilizan comé dador de radicales fosfato
el complejo ATP-Mg**. Las proteinas fosfatasas, que hidfolizan el enlace fosfoéster
formado por las proteinas quinasas, regulan la actividlad de las enzimas blanco,
desactivandolas o desinhibiéndolas (fig. 4). La activacién por el VIP de proteinas
quinasas AMPc-dependientes ha sido descrita en células HeLa de carcinoma de cervix
humano (PRIETO, 1982), células mononucleares sanguineas humanas (GUERRERO
e& al., 1984), y en linfoblastos Molt 4b (O’DORISIO et al., 1985a).

e) Otros posibles mecanismos de accién. ‘,

En el ganglio cervical superior de rata se ha descrito la estimulacién por el VIP
de la sintesis de fosfatos de inositol, con una EDs, = 1 uM, sin que estimulara la
produccién de AMPc (AUDIGIER et al., 1986), y en cortex cerebral de rata se ha
encontrado que bajas concentraciones de VIP (1 nM) potencian la estimulacién
muscarinica (por carbacol) de la via de los fosfoinositoles (RAITERI et al., 1987).

También se ha descrito la activacién por el VIP de una proteina quinasa C
nuclear (PKCn), en nucleos aislados de esplenocitos de rata (ZORN y RUSSELL,
1990). Segun estos autores, el VIP interaccionaria primero con un receptor de
membrana, luego seria internalizado, vy, por Gltimo, interaccionaria con un receptor

nuclear activando la PKCn y desencadenando fosforilaciones que podrian ocasionar

cambios a nivel de la transcripcién que modularian la funcién inmune.
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Fig. 4. Activacién de la proteina quinasa. El AMPc, al unirse a las subunidades
reguladoras (R) de la proteina quinasa inactiva (PQi), la pasa a su forma activa (PQa),
liberando las subunidades cataliticas (C) que fosforilan al enzima blanco activo (Ea)
pasandolo a su forma inactiva (Ei). La proteina fosfatasa (PF) puede volver a activar

el enzima hidroliz&dndo el enlace fosfoester anteriormente formado.
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1.1.4 VIP Y SISTEMA INMUNE.

a) El eje neuro-inmuno-endocrino.

En la Gltima decada, numerosas evidencias han confirmado la existencia de un
circuito totalmente integrado entre los sistemas neuro-endocrino e inmune (PAYAN
ET AL., 1986; MORLEY et al., 1987; DUNN, 1988; GOETZL et al., 1990).
Hormonas y neuropéptidos producidos por el sistema neuro-endocrino pueden
modificar la actividad de las células del sistema inmuﬁe (fig. 5), linfocitos y
macréfagos, a la vez que varios de estos neuropéptidos pueden también ser producidos
y secretados por las células del sistema inmune, actuando sobre la actividad del
hipotdlamo y de la hipofisis (BLALOCK, 1989). De otra parte, las citoquinas
secretadas por los linfocitos y macréfagos producen cambios en la actividad del
sistema neuro-endocrino, siendo algunas citoquinas estimuladores directos de la
secrecién de hormonas hipofisarias. Por altimo, células del sistema neuro-
endocrino,especialmente  la microglia, pueden producir y secretar citoquinas, y
expresar en su membrana moléculas caracteristicas de los macréfagos (GOETZL et
al, 1990). Han sido también numerosos en estos Gltimos afios los estudios que ponen
en evidencia la relacién entre VIP y sistema inmune (OTTAWAY, 1988; TSENG y
d’DORISIO, 1989). Adn mas, se ha propuesto al VIP como uno de los péptidos
réguladores fundamentales en el eje neuro-inmuno-endocrino  (O’DORISIO et al.,
1985b). Los hechos que conducen a esta hipdtesis son basicamente de tres tipos: 12)
ei hallazgo de terminaciones VIPérgicas en los érganos primarios y secundarios del
sistema inmune, en intima relacién con las células inmunes (ZENTEL y WEIHE,
1991), 29) la caracterizacién de receptores para VIP en células que participan en la
respuesta inmune, y 32) la constatacién de diferentes efectos del VIP sobre la funcién

de las células inmunes.
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SISTEMA NEURO-ENDOCRINO

fiebre, suefio de ondas lentas

crecimiento y diferenciacidn neuronal
secreciéon de hormonas hipofisarias

catalepsia

/ excitacién de neuronas
CRF
POMC: ACTH

a-Endorfina

B-Endorfina

a-MSH Citoquinas
Leu- y Met- encefalina IL-1
TSH IL-2
GH IL-3
Prolactina IL-6
LH TNF - a
Gonadotropina coridnica Interferones
Arginina-vasopresina CSF - GM
Oxitocina TGF -8
Neurofisina Timosina alp4
Melatonina Proteinas de membrana
vIP MHC - clase I
Somatostatina MHC - clase II
Sustancia P Receptor de IFN - Y
Insulina
CGRP

proliferacién y diferenciacion
funciones inmunolégicas
funciones morfogenéticas

Calcitonina
Colecistoquinina
GRP
\\SISTEMA INMUNE

Fig. 5. Interconexiones reguladoras existentes entre los sistemas neuro-endocrino e

inmune. (Tomado de RADOSEVIC-STASIC et al., 1991).
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b) Inervacion VIPérgica del sistema inmune.

Mediante técnicas inmunohistoquimicas, se han demostrado terminaciones
VIPérgicas en los 6rganos linfoides primarios (timo y bursa de Fabricio), donde los
linfocitos adquieren su inmunocompetencia, y en algunos &rganos linfoides
secundarios. Asi, se han descrito terminaciones nerviosas inmunoreactivas para VIP
en corteza de timo de rata (FELTEN et al., 1985), en las placas de Peyer de ratén,
préximas a las vénulas postcapilares (OTTAWAY et al., 1987b), en el tejido linfoide
asociado a los bronquios (NOHR y WEIHE, 1991), yen la vasculatura y parenquima
timico, y "bursa Fabricii" de pollo (LACEY et al., 1'991). En la bursa, las
términaciones vipérgicas estédn en intima relacién con los macréfagos (ZENTEL vy
WEIHE, 1991), lo que sugiere una accién neuroparacrina del VIP a este nivel.

¢) Receptores para VIP en células implicadas en la respuesta inmune.

Se han caracterizado receptores especificos para VIP en diférentes células o
lineas celulares implicadas en la respuesta inmune, ya séa utilizando como modelo
experimental membranas o células aisladas. En la mayoria de los casos, se ha
constatado que dichos receptores son funcionantes, estando acoplados a la adenilato
ciclasa (TSENG y O’DORISIO, 1989).

| El trabajo pionero en este campo caracterizé receptores para VIP en células
mononucleares sanguineas humanas (GUERRERO et al., 1981), encontrdndose dos
ppblgciones de receptores: una de alta afinidad (K,= 2'4x 10'°M) y baja capacidad
dé unién (8 fmoles/10° células), y otra de baja afinidad (K;= 8’0 x 10® M) y alta
capacidad de unién (800 fmoles/10° células). A la vez que caracterizaron el receptor,
ei mismo grupo observé que el VIP incrementaba la produccién de AMPc en las
células mononucleares sanguineas humanas (GUERRERO et al., 1981), hallazgo

coincidente con la descripcién del efecto estimulador del VIP sobre el enzima
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adenilato ciclasa en linfocitos T de sangre periférica humana, en linfoblastos T de la
linea Molt 4b (T supresores), y en células B obtenidas de un enfermo con leucemia
linfoide crénica (O’DORISIO et al., 1981). Poco después, se caracterizd el receptor
para VIP en una preparacién celular similar (OTTAWAY et al., 1983), aunque se
describié un solo tipo de receptor con una Ky= 2'4 x 10'° M y una capacidad de
unién de 2.000 sitios/célula, encontrandose un aumento dosis-dependiente de la
producciéon de AMPc en presencia de VIP. Posteriormente se caracterizé el receptor
para VIP en una preparacién de linfocitos circulantes (DANEK et al., 1983),
encontrandose nuevamente un sélo tipo de receptor con una K,= 4'7x 10'°M y una
capacidad de unién de 1.700 receptores/célula.

A partir de aqui se sucedieron con rapidez las caracterizaciones de receptores
para VIP en células de estirpe linfoide, implicadas en la respuesta inmune, asi como
las observaciones de que el VIP incrementaba la produccién de AMPc y estimulaba
proteinas-quinasas dependientes de AMPc en estas células. Se caracterizé el receptor
para VIP en linfoblastos T de la linea Molt 4b, (BEED et al., 1983), se describié la
estimulacién por el VIP de la actividad proteina-quinasa AMPc-dependiente en células
mononucleares sanguineas humanas (GUERRERO et al., 1984), yen linfoblastos de
la linea Molt 4b (O’DORISIO et al., | 1985a), se caracterizaron receptores para VIP
en preparaciones de linfocitos de sangre periférica humanav enriquecidas en células
Bj o en células NK, demostrandose la estimulacién dosis-dependiente por VIP de la
p;roduccién de AMPc en ambas preparaciones celulares (CALVO et al., 1986a), y,el
niisnio grupo, caracterizd los receptores para VIP en células linfoides sanguineas yen
células linfoides de bazo de rata (CALVO et al., 1986b). En la tabla XI se resumen

las caracteristicas de los receptores para VIP descritos en células linfoides.
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TABLA XI

RECEPTORES PARA VIP EN CELULAS LINFOIDES

Autor Ano  Célula/Especie N K;t K;i C.U.t CU.{

GUERRERO et al. 1981 Monon. Humano 2 0’24 80 4800 48000

OTTAWAY et al. 1983  Monon. Humano 1 024 - 2000 -—--
BEED et al. - 1983  Molt 4b Humano 1 730 - 15000 -----
DANEK et al. 1983  Linfoc. Humano 1 047 - 1700 --—--
OTTAWAY et al. 1984 Linfoc. Ratén 1 022 - 2150 -
CALVO et al. 1986b Linfocito Rata 2 005 142 1566 183000
CALVO et al. ‘1986b Esplenoc. Rata 2 O’iO 255 2770 1755000
FINCH et al. 1989 Mieloma Humano 1 760 -- 41207 -
FINCH et al. 1989 Linfoc.T Humano 1 520 - 12266  ----

O’DORISIO et al. 1989b Linfoc. B humano 1 9’10 --- - -

PEURIERE et al. 1990 Esplen. Conejo 2 093 225 2000 280000
OTTAWAY et al. 1990 Cél. NK Humano 1 039 - 2409  -—--
OTTAWAY etal. 1990 CD4* Humano 1 025 - 2530 -
OTTAWAY etal. 1990 CD8" Humano 1 042 - 2288 -
ROBERTS et al. 1991 Linfoc. Humano 1 o011 - 927 -
LACEY et al. 1991 Timocito Pollo 2 112 89 e e

LACEY et al. 1991 Bursa Pollo 2 046 71 - -

Kd : constante de disociacién (nM); C.U.:Capacidad de unién (sitios/celula).

t: receptor de alta afin.; 4: receptor de baja afin.; N: poblaciones de receptores.
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Hasta este moménto, de las células implicadas en la respuesta inmune, sélo se
habian descrito receptores para VIP en las de estirpe linfoide, siendo opinién
mayoritaria que las células a las que se unia el VIP en los estudios realizados con
mononucleares circulantes eran los linfocitos (DANEK et al., 1983; OTTAWAY et
al., 1983; CALVO et al., 1986b), si bien, GUERRERO et al. (1981) ya habian
sugerido que el VIP se unia a los monocitos.

En 1985 se caracterizaron por primera vez receptores para VIP en una
poblacién celular formada por células del sistema mononuclear fagocitico purificadas,
concretamente en monocitos humanos (WIIK et al., 1985), las células precursoras de
los macréfagos tisulares, encontrandose dos poblaciones de receptores, una de alta
afinidad y baja capacidad de unién (K; = 0’25 nM; 9.635 sitios/célula), y otra de
baja afinidad yalta capacidad de unién (K, =25 nM; 108.396sitios/célula). Estudios
autorradiograficos realizados por WIEDERMANN et al. (1988), demostraron que los
sitios de unién para el VIP en bazo de rata se localizaban mayoritariamente en la
pulpa blanca, la zona de mayor actividad inmunolégica del bazo y en la que
predominan los monocitos-macréfagos.

En los cuatro Gltimos afios, se han descrito receptores para VIP en otras
muchas células de origen hematopoyético. El grupo dé WIIK ha encontrado en
leucocitos mononucleares (85% linfocitos y 15% monocitos) dos poblaciones de
receptores para VIP, una de alta afinidad (K;= 0°3-1’1nM) y baja capacidad de unién
(2°1-6’8 fmoles/10° calulas) y otra de baja afinidad (K = 17-69 nM) y alta capacidad
dé unién (25-86 fmoles/10° células), asi como estimulacién por el VIP de la
produccién de AMPc (WIIK, 1988). Se ha caracterizado el receptor en linfoblastos de
lai linea SUP-T1, derivada de un linfoma infantil de células T, en los que s6lo se ha

encontrado una poblacién de receptores con una K,= 15 nM, pero con la
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particularidad de tener mayor afinidad por la helodermina (K;= 3 nM) que por el
VIP, y practicamente la misma afinidad por el PHI (K,= 20 nM); el VIP estimulé la
produccién de AMPc en esta linea celular (ROBBERECHT et al.,, 1988). Los
mismos autores han caracterizado el recei)tor para VIP en membranas de linfoblastos
de la linea SUP-T1 (ROBBERECHT et al., 1989a), y en membranas de la linea
celular BL/VL,, obtenida de ratones CS57BL/K que, expuestos a radiacién,
desarrollan una alta incidencia de linfomas de células T (ABELLO et al., 1989),
observando estimulacién por el VIP de la actividad adenilato ciclasa tanto en la linea
BL/VL, como en membranas de células T cooperadoras de la linea TL2 de ratén y
de células T citotoxicas de la linea NS8 de la misma especie (ROBBERECHT et al.,
1989b).

Se han caracterizado receptores para VIP en membranas de células
pertenecientes a la linea celular humana pre-B Nalm 6, en la que se ha encontrado
una Gnica poblacién de receptores con una K,= 12°6nM, y en membranas de células
plasméticas de la linea Dakiki, en las que también se encontrd un sdlo tipo de
receptor con una Ky;= 9’1 nM (O’DORISIO et al., 1989). Se ha descrito la
estimulacién de la adenilato ciclasa por el VIP en membranas de timocitos y de
linfocitos circulantes de rata (CAUVIN et al., 1990), y se han caracterizado receptores
para VIP en células de mieloma humano, concretamente en la linea celular U266,
donde se ha encontrado un sélo receptor con una Ky,= 7°6 nM y unos 41.000
receptores/célula, yen células de la linea Jurkat, derivada de una leucemia humana
de células T, en la que se encontrd un sdlo tipo de receptor con una K;= 5’2 nM
(FINCH et al, 1989).

Las mas recientes caracterizaciones de receptores para VIP en células linfoides

hgn sido las realizadas en linfocitos de bazo de conejo (PEURIERE et al., 1990),
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donde se han vuelto a encontrar dos poblaciones de receptores, teniendo la de alta
afinidad una K,;= 0’93 nM y unos 2.000 sitios de unién/celula, en linfocitos grandes
granulares (CD16), con actividlad NK (OTTAWAY et al., 1990), y en linfocitos
intraepiteliales de la mucosa yeyunal humana (ROBERTS et al., 1991),
eﬁcontréndose en todos estos casos valores de K, entre 0°2-0’6nM para el receptor
de alta afinidad. Actualmente, pués, se han caracterizado receptores para VIP en
las subpoblaciones linfoides mas importantes: células T cooperadoras (CD4), células
T supresoras/citotéxicas (CD8), células B, ylinfocitos grandes granulares (CD16), asi
como en monocitos circulantes. ‘

Un hallazgo interesante fue que el VIP se unia al antigeno CD4 de los
linfocitos humanos, compitiendo con el virus de inmunodeficiencia humana (HIV-1)
(RUFF et al., 1987), lo que se atribuyd a la homologia estructural existente entre el
octapéptido de la envoltura glicoprotéica del HIV-1 (péptido T) que se une al CD4
y la secuencia de amino&cidos 4-11 del VIP. Posteriormente, ha habido resultados
contradictorios a este respecto. Por una parte, otro grupo encontré también unién del
VIP al antigeno CD4 de los linfocitos T cooperadores, y observd que la unién se
reducia si los linfocitos se habian obtenido de personas tratadas con fenitoina, un
fluidificante de la membrana plasmatica (LEHR et al., 1990). Por el contrario,
NGUYEN (1988), en tres modelos diferentes (membranas intestinales y hepéaticas de
réta, y células de colon humano), no encuentra interaccién alguna entre el péptido T
y el receptor de VIP.

Recientemente, se ha sugerido la posibilidad de que el receptor para VIP en
linfocitos sea diferente al existente en otras poblaciones celulares (GOZES et al.,
1991), habiéndose propuesto la existencia en linfocitos de receptores distintos para

cada uno de los péptidos derivados de la molecula de pre-pro-VIP, VIP, PHM-27,
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y PHV-42 (YIANGOU et al., 1990).

Hasta ahora, todos los receptores para VIP en células inmunes a los que se
ha hecho referencia son receptores de membrana. No obstante, ya se ha comentado
anteriormente la posibilidad de que el VIP interaccibne con receptores intracelulares
y active una proteina quinasa C nuclear (ZORN y RUSSELL, 1990).

d) Efectos del VIP sobre la funcién de las células inmunes.

La importancia de la presencia de receptores para VIP en células implicadas
en la respuesta inmune adquiere una mayor dimensién al constatarse
experimentalmente numerosos efectos del VIP sobre la funcionalidad de éstas células.
La mayoria de las acciones biolégicas descritas (tabla XII) son de tipo inhibitorio, y
parecen estar mediadas por el AMPc (TSENG y O’DORISIO, 1989).

1) Respuesta proliferativa a mitégenos.

El primer efecto del VIP descrito sobre células inmunes fué la inhibicién de
la respuesta proliferativa de las células T a la concanavalina A y a la
phitohemaglutinina (PHA), de manera dosis-dependiente, cuando se cultivaron en
presencia de VIP linfocitos obtenidos de ganglios mesentéricos (OTTAWAY vy
GREENBERG, 1984; KRCO et al., 1986; OTTAWAY, 1987a). Se ha-observado
también una disminucién en la sintesis de DNA (30-50%) en células mononucleares
o:linfocitos obtenidos de diferentes organos linfoides (sangre periférica, ganglios
mesentéricos, bazo y placas de Peyer), cuando se cultivaron en presencia de VIP, al
igiual que una disminucién de la incorporacién de timidina tritiada, que se redujo al
50%, en linfocitos de bazo y placas de Peyer estimulados con concanavalina A en
presencia de VIP (STANISZ et al., 1986; YIANGOU ket al., 1990). No hubo
inhibicién de la respuesta a mitégenos especificos para celulas B, como el LPS

(OTTAWAY y GREENBERG, 1984). La hipétesis de trabajo formulada por
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EFECTOS DEL VIP SOBRE LA FUNCION DE LAS CELULAS INMUNES.

Autor Afo Funcién inmune Efecto
OTTAWAY y GRE. 1984 Proliferacién de linfocitos con Con-A Inhibicién
PEURIERE et al. 1990 Proliferacién de linfocitos con Con-A (*) Estimulacién
OTTAWAY y GRE. 1984 Proliferacién de linfocitos con LPS Sin efecto
STANISZ et al. 1986 Sintesis de DNA Inhibicién
MOORE et al. 1984 Migracién- de los linfocitos T4 "in vivo" Inhibicién
OTTAWAY 1984 Migracién de los linfocitos T "in vitro"  Inhibicién
STANISZ et al. 1986 Produccién de IgA Inhibicién
STANISZ et al. 1986  Produccién de IgM Inhibicién
OTTAWAY 1987a Produccién de interleukina 2 Inhibicién
WEINSTOCK 1991  Produccién de interleukina 5 Estimulacién
MUSCETTOLA et al. 1990 Produccién de gammainterferén Inhibicién
ROLA-P et al. 1985 Citotoxicidad de las células NK Inhibicién
WIIK 1989a Estallido respiratorio en monocitos Inhibicién
BbNDESSON et al. 1991 Migracién de los monocitos (**) Estimulacién

1985 Liberacién de histamina por mastocitos Estimulacién

PIOTROWSKI et al.

(*) Preincubados en presencia de VIP durante mé&s de 6 horas. (*¥) Bajas dosis de

VIP (10%-10%) la estimulan, dosis elevadas inhiben la migracién de monocitos.
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Ottaway y Greenberg fue que la unidén del VIP a su receptor en los linfocitos T
cooperadores conducia a una disminucién en la produccién de IL-2, lo que impedia
una respuesta normal a los mitoégenos. Esta hipbtesis se ha visto recientemente
apoyada por la constatacién de que el efecto inhibitorio del VIP sobre la respuesta
proliferativa a la concanavalina A de células T de ratén, se correlaciona con la
disminucién de la produccién de IL-2 (BOUDARD. y BASTIDE, 1991).

El efecto del VIP sobre la respuesta proliferativa a la concanavalina A en
linfocitos de bazo de conejol es cronodependiente: si el VIP se afiade al cultivo celular
a la vez que el mitégeno, inhibe la respuesta proliferativa, mientras que cuando los
esplenocitos se preincuban durante mas de 6 horas en presencia de VIP, ei efecto es
estimulador (PEURIERE et al., 1990). Sin embargo, otros autores (ROBERTS et
al., 1991), no han encontrado efecto alguno del VIP sobre ia proliferacién inducida
pbr concanavalina A en linfocitos humanos de sangre periférica ni en linfocitos
| intraepiteliales.

2) Capacidad migratoria.

Se ha observado también que la infusién de VIP "invivo"en los vasos aferentes
de los ganglios linfaticos intestinales de cordero disminuye la salida de linfocitos por
los linfaticos eferentes, especialmente de los linfocitos T4 (MOORE y LACHMAN,
1984; MOORE et al. 1988), lo que implica una disminucién de la migracién de los
linfocitos T cooperadores, migracién que es esencial en el inicio y desarrollo de la
respuesta inmune (GOWANS y McGREGOR, 1965). La inhibicién de la capacidad
migratoria de los linfocitos puede estar asociada con el incremento de la produccién
de AMPc (MOORE y LACHMAN, 1982; MOORE, 1984). Estudios realizados "in
vitro" incubando linfocitos T de ratén en presencia de VIP durante 18 horas,

marcandolos a continuacién con °'Cr, e inyectandolos en la circulacién del raton,
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demostraron que habié una fuerte inhibicién dosis—dependiénte de la colonizacién
de las placas de Peyer y de los ganglios mesentéricos por los linfocitos pretratados con
VIP, los cuales tenian un numero de receptores para VIP 50% menor que los no
tratados (OTTAWAY, 1984). La hipdtesis propuesta por Ottaway es que la unién
del VIP al receptor en las celulas T facilitaria la entrada de éstas en los ganglios
mesentéricos y en las placas de Peyer. Recientemente, se ha observado en células
mononucleares sanguineas humanas, que el efecto del VIP sobre su capacidad
migratoria es diferente segun las concentraciones utilizadas: a bajas concentraciones
(10™ y 10" M) estimula la capacidad migratoria, mientras que a altas
concentraciones (107 y 10° M) la inhibe, pudiendo este doble efecto tener importancia
fisiolégica dadas las diferentes concentraciones de VIP en plasma y en las
terminaciones nerviosas donde se secreta (BONDESSON et al., 1991).

3) Secrecién_de inmunoglobulinas.

En cultivos estimulados con concanavalina A, el VIP incrementa la secrecion
de IgA en linfocitos de los ganglios linfaticos mesentéricos (20%) y del bazo (30%),
mientras que en los de las placas de Peyer incrementa la sintesis de IgM (80%) y
disminuye 14 de IgA (60%) (STANISZ, et al., 1986). En ausencia de concanavalina
A, un mitégeno especifico para las células T, el VIP no produce ningtn efecto, por
lo que se postula que el efecto del VIP sobre la sintesis de inmunoglobulinas esta
mediado por las células T.

4) Produccidn de citoquinas.

La presencia de VIP en el medio de cultivo produce una disminucién dosis-
dependiente de la produccién de IL-2 por los linfocitos T estimulados. En estos
cultivos el VIP se unié principalmente a células T de la subpoblacién L3T4*, Lyt2’

que representa la mayoria de la poblacién de celulas T inductoras/cooperadoras
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(OTTAWAY, 1987a; BOUDARD y BASTIDE, 1991).

El VIP también disminuye la produccién de interferén gamma en cultivos de
células mononucleares  sanguineas humanas estimuladas con enterotoxina
estafilocéceica, siendo esta inhibicién dosis-dependiente y no descartdandose que este
efecto del VIP sea consecuencia de la disminucién de la produccién de IL-2 por las
celulas T CD4* (MUSCETTOLA, et al., 1990).

En linfocitos T de bazo de ratén con esquistosomiasis, el VIP induce la
secrecién de interleukina 5 (IL-5), al igual que en linfocitos T de la mucosa intestinal
de ratones sanos (WEINSTOCK, 1991). Teniendo en cuenta que la IL-5 participa
en la maduracién y diferenciacién de los linfocitos B y es esencial en la formacién de
granulomas, con el esti-mqlo de su secrecién el VIP podria modular la actividad de
las células B a nivel de la mucosa intestinal y la formacién de granulomas.

5) Citotoxicidad celular,

El VIP inhibe la funcién efectora de las células NK (linfocitos citotdxicos
naturales, CD16%) cuando esta presente en el medio, pero cuando se preincuban las
células NK en presencia de VIP y luego se hace el ensayo de citotoxicidad, se
encuentra un incremento de la actividad NK (ROLA-PLESZCZYNSKI et al., 1985).
La hipétesis propuesta por los autores es que un incremento transitorio en los niveles
de AMPc ejerceria un efecto positivo sobre la funcién citotdxica, mientras que un
aumento prolongado o persistente de los niveles de AMP tendria un efecto
inhibitorio. Igualmente, observaron que para que se produjera este efecto bastaban
los amino&cidos 15-28 de la porcién carboxi-terminal de la molécula de VIP.

| Esta accién del VIP sobre la capacidad citotdxica natural de los linfocitos
también ha sido descrita en células NK de bazo de ratén (YIANGOU et al., 1991),

si;bien no se ha encontrado inhibicién en linfocitos humanos de sangre periférica ni
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en linfocitos intraepiteliales de mucosa yeyunal humana (ROBBERTS et al., 1991).
6) Estallido respiratorio.
El VIP inhibe el estallido respiratorio en monocitos humanos activados con
zymosan (WIIK, 1989a), a traves de un mecanismo AMPc-dependiente. Esta accidn
inhibitoria del VIP se incrementa ma&s aGn si los monocitos se han obtenido a partir

de la sangre de personas sometidas a ejercicio extenuante (WIIK, 1989b).

7) Liberacién de histamina.
El VIP induce, de manera dosis-dependiente, la secrecién de histamina por
mastocitos peritoneales de rata actuando sobre un receptor similar al que se unen la

somatostatina y la sustancia P (PIOTROWSKI y FOREMAN, 1985).
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1.2 LA SOMATOSTATINA.

La somatostatina (SS) fue aislada por primera vez en 1973 de hipotalamo de
oveja como un péptido ciclico de 14 aminoacidos (fig.6), con un puente disulfuro
entre las cisteinas 3 y 14, que inhibia la liberacién de hormona del crecimiento (GH)
(BRAZEAU et al., 1979). Posteriormente, se conocid la existencia de toda una familia
de péptidos estructural yfuncionalmente relacionados que incluia al tetradecapéptido
ciclico (SS-14), de peso molecular 1.637dalton, al octacosapéptido SS-28,que engloba
la SS-14 y otros 14 aminoéacidos en su extremo N-terminal, con peso molecular 3.500
dalton, y formas mayores de pesos moleculares variables dependiendo de las distintas
especies ytejidos, habiéndose comprobado que estas formas son auténticas hormonas,

y no solo precursores de la SS-14 (SANCHEZ-FRANCO et al., 1990).

1.2.1 DISTRIBUCION Y ACCIONES BIOLOGICAS.

La somatostatina ha sido encontrada en cerebro y otras areas del sistema
nervioso central y periférico, como en hipotalamo, hipdfisis, cerebelo, corteza 1imbica,
neuronas sensoriales primarias, ganglios simpéticos, retina, plexo submucoso de
Meissner, nervio vago, y nervio ciatico. También se ha encontrado inmunoreactividad
para la somatostatina en el sistema endocrino (pancreas, tiroides, suprarrenales,
pineal), y en células endocrinas (células D) del aparato digestivo (ROCA, 1986).

La somatostatina ejerce numerosas acciones bioldgicas (tabla XIII), pudiendo
actuar de forma endocrina, paracrina, ademas de como neurotrasmisor (ROCA, 1986).

Las acciones biolégicas de la SS-14 y SS-28 son idénticas cualitativamente, pero
no cuantitativamente (SANCHEZ-FRANCO et al., 1990). Por ejemplo, la SS-28 es
mas potente inhibiendo la secrecién pancreatica exocrina, mientras que la SS-14 es

mas potente inhibiendo la secrecién de insulina estimulada por arginina.
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S S

H-Ala-Gly-Cys-Lys-Asn-Phe-Phe-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-Ser-Cys-OH

Somatostatina-14 e

H—Ser—Ala—Asn-Ser—Asn—Pro-Ala—Met—Ma—PiGArg—Glu-Arg—Lys-

Ala-Gly-Cys-Lys-Asn-Phe-Phe-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-Ser-Cys-OH

S S I

Somatostatina-28

Flg 6. Estructura primaria de la somatostatina-14 (SS-14) y de la somatostatina-28

(SS-28).
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TABLA XIII
ACCIONES BIOLOGICAS DE LA SOMATOSTATINA.

ACCIONES A NIVEL DEL APARATO DIGESTIVO.
Glandulas salivales.

Inhibe la secrecién salival
Estémago.
‘ Inhibe la secrecién &cida
Inhibe la secrecién de pepsina y factor intrinseco
Inhibe la secrecién de gastrina
Inhibe la motilidad gastrica
Intesting,
Inhibe 1la liberacién de CCK, VIP, secretina, GIP, motilina, y enteroglucagén
Inhibe la motilidad intestinal
Inhibe la absorcién de glucosa y aminoacidos
Disminuye el flujo sanguineo espl&cnico
Pancreas. .
Inhibe la liberacidén de insulina, glucagén y polipéptido pancreético
Inhibe la secrecion pancreatica de enzimas y de bicafbonato

Vesicula biliar.

Inhibe la contraccién vesicular

ACCIONES A NIVEL DEL SISTEMA NEURO-ENDOCRINO.
Inhibe la liberacién de GH, TSH, ACTH, FSH, y prolactina
Antagoniza el efecto de la ADH
Inhibe 1la liberacién de calcitonina
Inhibe la actividad eléctrica de las neuronas
Produce analgesia

OTRAS.

" Inhibe la liberacién de renina y la reabsorcién renal de agua

Inhibe la agregacién plaquetaria y la proliferacién celular.

Tomado de GARRIDO-BOTELLA et al., 1984, con algunas modificaciones.
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1.2.2 MECANISMO DE ACCION

La somatostatina, como otros neuropéptidos, produce sus efectos sobre la
célula diana a traves de la interaccién con receptores especificos a nivel de la
membrana celular o a nivel intracelular, estos Gltimos se encuentran en la fraccién
citosdlica asociados ‘a vesiculas de secreciédn (ARILLA et al., 1990). El receptor de
somatostatina es una glucoproteina, como ha sido demostrado mediante "cross-linking"
en células de insulinoma de hamster (COTRONEOF et al., 1988).

La transduccidén a nivel de la membrana del mensaje de la somatostatina puede
producirse de varias formas, revisadas ampliamente por TORO et al. (1988) y
ARILLA et al. (1990). Clasicamente,  se ha postulado que dos tipos de acciones estén
implicadas en la trnsduccién del mensaje de la SS, como son la inhibicién de la
adenilato ciclasa y los flujos de calcio. La SS inhibe la actividad basal de la adenilato
ciclasa (VAN CALKER et al., 1980; PRIETO, 1982; CHNEIWEISS et al., 1985;
O’DORISIO, 1986), asi como su activaciém por diferentes agentes, como el VIP yel
isoproterenol (DORFLINGER y SCHONBRUNN, 1983; CARMENA et al., 1987;
COLAS et al., 1990), a través de un mecanismo en que eSté implicada una proteina
G, (fig. 2). Esta inhibicién es producida por la interacciénl directa de la proteina G,,
activada por la somatostatina, con la adenilato ciclasa (TORO et al., 1988), y no es el
resultado del aumento del complejo beta-gamma (G,y) originado por la activacién de
la proteina G; (fig. 3). Este mecanismo es utilizado por la somatostatina para inhibir
la secrecién hormonal a nivel de la hipéfisis (CRONIN et al., 1983).

| La somatostatina, ademas de inhibir la actividad de la adenilato ciclasa,
también puede producir la disminucion de los niveles de AMPc por estimulacién de
la actividad de la fosfodiesterasa de AMPc (TORO et al., 1988).

Ademas de actuar a nivel de la adenilato ciclasa, la somatostatina también
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inhibe la secrecién hormonal a través de un mecanismo independiente del AMPc
(RADOSEVIC-STASIC et al.,, 1991). Asi, la somatostatina causa una
hiperpolarizacién de la membrana y reduce la concentracién de calcio intracelular
independientemente  de cualquier cambio en los niveles de AMPc intracelular. El
aumento de la conductancia al potasio produce una hiperpolarizacién de la membrana
y, por lo tanto, disminuye la entrada de calcio a traves de los canales dependientes de
voltajé. Este efecto de la somatostatina es inhibido por la toxina pertussis, indicando
que estd mediado por una proteina G (G;;, G, G;;) (SPIEGEL, 1989).

Por altimo, la somatostatina modula la actividad de determinados enzimas,
como la fosfoproteina fosfatasa y la guanilato ciclasa, a las que activa (TORO et al.,
1988), y existen evidencias de que la somatostatina también puede activar la via de

los fosfoinositoles (TORO et al., 1988; RADOSEVIC-STASIC et al., 1990).

1.2.3 SOMATOSTATINA Y SISTEMA INMUNE.

La somatostatina es otro neuropéptido que, como el VIP, es considerado
actualmente como inmunomodulador. So{m numerosos los argumentos que apoyan esta
concepcién. Por una parte, se han encontrado terminaciones nerviosas liberadoras de
somatostatina a nivel de los organos linfoides primarios y secundarios, incluyendo el
tejido linfoide asociado a las mucosas y a los bronqui;os' (STEAD et al., 1987,
RADOSEVIC-STASIC et al., 1990). Por otra, se han caracterizado receptores para
somatostatina en varios tipos de células linfoides (GOETZL et al., 1990), asi como
en células mononucleares sanguineas humanas (BATHENA et al., 1981). Los
leucocitos mononucleares humanos tienen, aproximadamente, 300-500 receptores de
S(;matostatina por célula, con una K; = 0’005 nM (BATHENA et al., 1981), mientras

que en linfoblastos T Molt-4F existen 300 receptores/célula, con una K; = 0’2 nM
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(GOETZL et al., 1990). Ademas, se han observado efectos de la somatostatina sobre
diversas funciones inmunes. Asi, se ha observado un efecto supresivo de la
somatostatina sobre la proliferacién linfocitica, secrecién de factor estimulante de las
colonias y sintesis de IgA e IgM (RADOSEVIC-STASIC et al.,, 1990). La
somatostatina también inhibe la actividad tumoricida de los macréfagos (PECK, 1986),
y la produccién "invitro" de interferén gamma (MUSCETTOLA et al., 1990). A nivel
de los mastocitos, la somatostatina estimula la liberacién de histamina, pero a
concentraciones de orden nanomolar suprime la liberacién de histamina estimulada
por la IgE y el leucotrieno D4 (PAYAN et al., 1986).
Por dltimo, las células que intervienen en los procesos inflamatorios,
principalmente los neutrofilos y los macréfagos, a través de la secrecién de citoquinas
(IL-1 e interferdn), pueden estimular la liberacién de somatostatina en eminencia

media e hipotdlamo basal (RADOSEVIC-STASIC et al., 1990).
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1.3 EL MACROFAGO.

El termino "macréfago” fué acufiado por Metchnikoff a finales del siglo pasado
para designar a las células residentes en tejidos intersticiales que tienen la capacidad
de emigrar hacia las zonas en las que se produce una reaccién inflamatoria,

reconociendo microorganismos o células tumorales opsonizadas y fagocitandolos.

1.3.1 ONTOGENIA. EL SISTEMA MONONUCLEAR FAGOCITICO.

El macréfago tiene su origen ten las células germinales pluripotenciales granulo-
monociticas (CG,-GM) de la médula osea. Por accién de los factores de estimulacién
colonial (CSF), de naturaleza glucoprotéica, la CG,-GM se diferencia en célula
germinal monopotencial monocitica (CG_-M), qu‘e se diferencia en monoblasto, y
éste a su vez en promonocito, la primera célula morfologicamente identificable como
precursora del macréfago y que ya posee algunas de sus caracteristicas (adherencia
al vidrio, capacidad fagocitica). Por divisién del promonocito y posterior
diferenciacién aparecen los monocitos, que abandonan la médula pasando a la sangre.
Los monocitos circulantes pasan por diapedesis a través del endotelio vascular
emigrando hacia diferentes tejidos en los que se diferenciaran en macrdfagos, que, a
su vez, pueden presentarse en diferentes e;stados funcionales: residentes, inflamatorios
y activados (ADAMS yHAMILTON, 1984). El conjunto formado por los precursores
meddlares, los monocitos, y los macréfagos tisulares, sé engloba actualmente bajo
la denominacién de Sistema Mononuclear Fagocitico kSMF), representado en la

tabla XIV.
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TABLA XIV

ONTOGENIA DEL SISTEMA MONONUCLEAR FAGOCITICO.

Células Localizacién

CG, Médula osea

CG,-GM Médula osea

CG,-M Médula osea

Monoblasto ‘Médula osea

Promonocito - Médula osea

Monocito Médula osea y sangre
Macréfago Téjidos conectivos (histiocitos)

Higado (célula de Kupffer)

Bazo (macréfagos)

Médula osea (macrofagos)

Nédulos linfaticos (macréfagos)

Tejido oseo (osteoclastos)

Sistema nervioso (microglia)

Piel (cél-ulas de Langerhans)

Tejido linfoide (células dendriticas)
Cavidadgs serosas: macréfagos peritoneales

macrdfagos alveolares

CG,: célula germinal omnipotencial. CG,-GM:célula germinal pluripotencial granulo-

monocitica. CG,-M: célula germinal monopotencial monocitica.
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1.3.2 ESTADOS DE DIFERENCIACION Y ACTIVACIONDEL MACROFAGO.

Los macrofagos tisulares, recien llegados del torrente sanguineo, son aGn
células con gran capacidad de diferenciacién, pués todavia no han alcanzado la
madurez de algunas de sus capacidades funcionales (HAMILTON y ADAMS, 1987),
debiendo pasar por progresivos estados de activacién hasta conseguirlo.

a) Macrdfago residente.

Es el macréfago recien diferenciado a partir del monocito sanguineo, al que se
parece morfoldgica e histoquimicamente. Todavia no ha sido estimulado por agentes
inflamatorios ni inmunoldgicos. Representa una poblacién celular quiescente en la que
las capacidades y funciones del macréfago aparecen sélo esbozadas. Son los
macréfagos que se obtienen a partir del lavado peritoneal de ratas sanas.

b) Macréfago inflamatorio, estimulado, o "respondedor".

Cuando surge algtn estimulo inflamatorio, tanto los monocitos recien llegados
al tejido como los macréfagos residentes proliferan y se expanden. Se produce una
estimulacién metabélica que les hace sufrir cambios morfoldgicos, agrandéndose, y
funcionales, adquiriendo mayor capacidad para la quimiotaxis y fagocitosis,
especialmente para fagocitar particulas opsonizadas por el factor C3b. A la vez, sufre
modificaciones en la expresién de diversos enzimas: mayor contenido en hidrolasas
&cidas, pero disminucién del ectoenzima 5’-nucleotidasa. También se incrementa el
metabolismo oxidativo, produciendo gran cantidad de i6n superéxido, aunque no de
peréxido de hidrogeno (COHN, 1978). Los macrdfagos obtenidos por lavado de la
cavidad peritoneal de animales a los que previamente se ha inyectado,
intraperitonealmente, agentes inflamatorios no microbianos, como caseina esteril,
peptona, tioglicolato, aceite mineral o glucogeno, se encuentran en esta fase de

diferenciacién.
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¢) Macréfago activado.

Este termino fue introducido por MACKANESS (1969) para describir los
cambios adaptativos intrinsecos que permiten a los macréfagos expresar una
resistencia antimicrobiana aumentada. Tradicionalmente, se ha designado como
"activacién del macréfago” a la adquisién plena de la capacidad microbicida y/o
tumoricida, aunque, alternativamente, puede definirse también la activacién como la
adquisicién de la capacidad de desarrollar cualquier funcién compleja (HAMILTON
y ADAMS, 1987). |

In vivo, la activacién del macréfago se produce experimentalmente tras la
infeccién crénica del bacilo de Calmette-Guerin (BCG), l‘isteria, o corynebacterium,
Es un proceso totalmente inespecifico. Como dijo MCKANESS (1969), la activacién
tiene una base inmune especifica pero se manifiesta inespecificamente. La activacién
del macréfago estd determinada por la exposicidén a productos de secrecién de los
linfocitos T sensibilizados (linfoquinas), fundamentalmente el gammainterferén. In
vitro, son necesarias dos sefiales para la activacién del macréfago: el gammainterferon,
y un producto de la pared bacteriana, el lipopolisacarido capsular (LPS). HAMILTON
y ADAMS (1987) proponen que el macréfago inflamatorio & "respondedor” se
trasformaria en macréfago activado al responder secuencialmente a ambos estimulos
(fig. 7). En primer lugar, el gammainterferon induciria la transicién del macréfago
inflamatorio a un estado de pre-activacién (macréfago "preparado”), y en segundo
lugar, el lipopolisacérido capsular induciria la plena activacién del macréfago. Tanto
el gammainterferdn como el LPS producen su efecto a traves de la interaccién con
receptores especificos en la membrana del macréfago.

El macréfago activado sufre un gran cambio ‘m¢tab61ico que le hace

incrementar enormemente la produccién de i6n superéxido y de peréxido de



ESTIMULADO

.

Funciones

No tumoricida
Fagocitosis

t t Proliferacién

Quimiotaxis

Fenotipo
HLA-D
TFR*
LFA-1°

Productos de secrecién
TNF

t Produccién de O,

Baja produccién de H,0,

PREPARADO

Funciones

Unidén select. cél. tumorales

Presentacién de antigenos

1 Proliferacién

1 Quimiotaxis

Fenotipo
HLA-D*
TFR
LFA-1*

Productos de secrecién
TNF
tt Produccién de O,

t Produccién de H,0,
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ACTIVADO

o

-

Funciones
Tumoricida-citocida
{ Present. antigenos
No proliferacién

t Quimiotaxis

Fenotipo
HLA-D*
TFR
LFA-1*

Produc. de secrecion
TNF*

t11 O,

t11 H,0,

Fig. 7. Modelo esquematico del proceso de activaciédn del macrdfago. t: incremento.
¢: disminucién. HLA-D: antigeno de histocompatibilidad de la clase II. LFA-1:
antigeno de funcién leucocitaria-1. TFR: receptor de transferrina. TNF: factor de

necrosis tumoral. (Tomado y modificado de HAMILTON 'y ADAMS, 1987).
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Hidrégeno (estallido respiratorio), a la vez que pierde su capacidad proliferativa. Sus
caracteristicas bioquimicas e histoquimicas se modifican, (KARNOVSKY vy
LAZDINS, 1978), incrementandose la actividlad de la B-galactosidasa, B-
glucuronidasa, fosfodiesterasa alcalina, y aminopeptidasa.  Sin embargo, la actividad
5’-nucleotidasa disminuye en un 50%. Se modifican las moléculas expresadas en su
membrana, apareciendo los antigenos de histocompatibilidad de la clase II (HLA-
D), y desapareciendo el receptor de transferrina. Cambia el metabolismo celular,
aumentando el trasporte de glucosa, la produccién de lactato, y la via de las
hexosas monofosfato. Aumenta la secrecién de activador de plasmindgeno
(ROSENSTREICHT, A1981), la de antigenos de superficie, y la expresién de
receptores (GORDON et al., 1988).

Una vez que el macrdfago ha terminado su accién tumoricida o microbicida,
el impacto de la activacion macrofagica sobre el huesped podria pasar del beneficio
al dafio. Para evitarlo, deben existir mecanismos de desactivacién del macréfago, que
favorezcan la resolucién de la respuesta inflamatoria. Los factores de crecimiento
transformante-8, y B, (TGF-8, y TGF-8,), producidos por distintos tipos celulares
presentes en los focos inflamatorios, como los fibroblastos, queratinocitos, linfocitos
T, células endoteliales, plaquetas, y por células tumorales, e incluso por el propio
macrofago, inhiben el estallido respiratorio, la produccién de TNF, y la expresién de
las mol&culas HLA-D en los macréfagos activados, desactivdndolos (TSUNAWAKI

et al., 1988).

1.3.3 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS E HISTOQUIMICAS.
La morfologia del macréfago varia segin su estado de diferenciacién. El

monocito de sangre periférica es grande (15 um) y tiene el ntcleo tipicamente
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aeriﬁonado. La relacién ndcleo/citoplasma es pequefia. Tiene abundante reticulo
ehdéplé-smico liso y rugoso, con abundantes lisosomas, y un aparato de Golgi bien
desarrollado, todo ello indicativo de que se trata de una célula metabolicamente muy
activa que constantemente esta produciendo y secretando proteinas. La superficie
celular muestra normalmente numerosas prolongaciones citoplasmicas y gran numero
de vesiculas pinociticas. Cuéando el monocito se diferencia en macréfago tiende a
agrandar su citoplasma, alcanzando un diametro de 25 pm, e incrementando su
reticulo endoplasmico yel numero de lisosomas primarios. Tras la activacién, aGn se
agranda ma&s, aumentando el numero de invaginaciones de la membrana.

Por lo que se refiere a sus caracteristicas histoquimicas, el macréfago produce
una serie de enzimas que se han utilizado para su identificacién. Destacan la esterasa
inespecifica citoplasmica, enzima que no se encuentra presente ni en neutrofilos ni
en linfocitos, la peroxidasa (ausente en los macrofagos peritoneales residentes), la 5°-
nucleotidasa (ausente en los macréfagos activados), la aminopeptidasa, y la
fosfodiesterasa alcalina I, las dos dltimas elevadas en los macréfagos activados.

a) Fenotipo del macréfago. Proteinas de membrana.

El macréfago posee gran numero de proteinas de membrana (GORDON et al.,
1988; PEREZ et al., 1990), relacionadas con sus diversas capacidades funcionales:

12) Moléculas relacionadas con la diferenciacién y activacién macrofégica:

Receptores para los factores estimulantes de la formacién de colonias (CSF-1
y CSF-GM), fundamentales para la proliferacién y diferenciacién del macrdfago.
Receptores para la IL-2 (CD 25), ausentes en el macréfago residente, siendo su
expresién inducida por el gammainterferén. Receptores para la transferrina (CD 71),
muy numerosos (32.000-52.000/macréfago), cada uno de los cuales puede unirse a

dos moléculas de Fe*™, internalizadndose y estimulando el crecimiento celular
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(i’EREZ et al., 1990). Receptores para el gammainterferén, esenciales en el proceso
de activacién del macréfago.
‘ 29) Moléculas que participan en la modulacién de la respuesta inmune;

El sistema mayor de histocompatibilidad (MHC), localizado en el hombre en
el cromosoma 6, codifica una serie de productos, algunos de los cuales se expresan
en la membrana plasméatica. La regién D del MHC codifica la expresién de los
antigenos de histocompatibilidad de la clase II (HLA de clase II), an&logos
estructurales de los Ia murinos. Se han identificado varias series de HLA de clase II:
HLA-DR, HLA-DQ, y HLA-DP. Su funcién primordial es servir como elementos de
restriccioén para los linfocitos T cooperadores, que sélo puden reconocer antigenos
asociados a un antigeno HLA de clase II. Los macréfagos expresan estos antigenos
en un porcentaje muy variable, por ejemplo, sélo un 10% de los macréfagos alveolares
de ratén son Ia positivos, frente al 80% de positividad en el cobaya (CLERICI et al.,
1984), y de los macréfagos esplénicos y peritoneales de ratén sélo el 10-50% los
expresan (GORDON et al., 1988). La expresidén de estos antigenos estd modulada
por diversos factores del microambiente que rodea al macréfago, asi, el
gammainterferén, la IL-4, el factor de necrosis tumoral (TNF), y el CSF-GM,
incrementan la expresion del HLA de clase II, mientras que el LPS, los corticoides,
las prostaglandinas, la serotonina, el AMPc, vy la alfa-fetoproteina, la disminuyen
(PEREZ et al., 1990).

39) Moléculas que intervienen en la quimiotaxis;

Receptores para el factor C5a, derivado de la activacién del complemento y
muy abundante en las zonas en que se produce una reaccién inflamatoria. Receptores
para péptidos N-formilados. Receptores para el leucotrieno B4. Todos estos

receptores son especificos para el quimioatractante y poseen un mecanismo de



transduccién comdan, en el que interviene una proteina G.

42) Moléculas relacionadas con la fagocitosis v la cabacidad citotéxica celular

dependiente _de anticuerpo (ADCC):

Receptores para el B-glucan, que se unen a moléculas de oligosacaridos
(irlanosa-fucosa) presentes en la cubierta externa de numerosos microorganismos
(Leishmania, M. Tuberculosis, VIH-1). Receptores para el factor C3b (CR3; CD
116/CD 18), que, producido en la activacién del complemento, tine actividad de
anafilotoxina, uniéndose a los antigenos (células, bacterias) y facilitando su
fagocitosis. Receptores para la fraccidén Fc de las inmunoglobulinas IgG, involucrados
tanto en la fagocitosis por opsonizacién (fagocitosis de complejos an‘tigeno-IgG), como
en la actividad citotéxica dependiente de anticuerpo (destruccién de células a las que

se han fijado moléculas de IgG).

Son numerosos los neuropéptidos yhormonas para los que se han caracterizado
receptores en células pertenecientes al sistema mononuclear fagocitico (tabla XV).
La expresion de estos receptores es muy variable, dependiendo de los mismos factores
que modulan la expresién de las moléculas HLA de la clase II, adem&s de depender
del estado de activacién del macréfago (GORDON et al., 1988).

62) Moléculas relacionadas con la_adherencia:

Se denominan “integrinas", y son receptores de membrana implicados en la
adherencia del macréfago a otras células y a superficies. Existen tres tipos: 1) las
moléculas VLA (very late activation antigen), ‘que se unen especificamente a
componentes del tejido conectivo. El VLA-2 es el receptor para coldgeno, los VLA-
3y VLA-5 son receptores para la fibronect