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INTRODUCCION



Desde el comienzo de la década de los anos 70 la inves-
tigacién acerca del péptido intestinal vasoactivo ha
experimentado un incremento considerable en un intento
poé comprender el papel fisiolbgico que este juega en
la/regulacién de las diferentes funciones del organis-
mo. En este contexto, el sistema receptor-efector para
el péptido ha sido ampliamente estudiado en diversos
sistemas celulares de la economia. En 1a_granvmayoria
de los casos la existencia de este sistema se acompaina
del desarrollo de una accién bioldgica especifica.
El presente tfabajo, con ayuda de la experiencia acu-
mulada en el estudio de receptores hormonales y del
propio péptido intestinal vasoactivo (PRIETO et al,1979,
1980 y 1981; HERRERA et al,1981; RAMIREZ-CARDENAS et al,
1981; GUERRERO et al,1981) . pretende caracterizar el
gistema receptor-efector para VIP en un modelo humano
fédcilmente accesible como son las células mononucleares
Hde sangre periférica. Es por ello que parece conveniente
introducir el tema héciendo una revisidén de los princi-
pales conocimientos acerca de los dés protagonistas del
trabajos: - |

1. El1 péptido intestinal vasoactivo (VIP)

2. Las células mononucleares sanguineas



1. EL PEPTIDO INTESTINAL VASOACTIVO

1.1. ESTRUCTURA QUIMICA

En el curso de los primeros experimentos conducentes al
: descubrimiento de la secreﬁina, BAYLISS y STARLING (1902)
| detectaron la presencia, en los estractos intestinales
que utilizaban, de una substancia distinta capaz de pro-
ducir un descenso de la presidn arterial. Fue esta capa-
cidad hipotensora la que permitid, 68 ahos m&s tarde, el
descubrimiento (SAID y MUTT,1970) y aislamienté (SAID y
MUTT,1970a) del pétido intestinal vasoactivo (VIP) a par-
tir de duodeno porcino.
En poco_tiempo el VIP se caracterizd completamente desde
~un punto de vista quimico. Estd compuesto por 28 amino&-
cidos y fueron los propios descubridores lés que llevaron
a cabo la tarea de secuenciarlo (SAID y MUTT,1972; MUTT
y SAID,1974). De ahi a la obtencidn sintética en el labo-
raforio s6lo hubo un paso (BODANSKY et al,1974; CoY y
GARDNER,1980) que permitié la ré&pida expansién por todo
el mundo de las investigaciones conducentes a determinar
sus posibles funciones y mecanismo de accibdn. |
El péptido intestinal vaébactivo se ha obtenido también
a partir del tracto gastrointestinal de pollo (NILSSON,

1974 y 1975) y de res bovina (CALQUIST et al,1979),



siendo este filtimo igual al porcino en cuanto a su se-
cuencia de aminofcidos, mientras que, el de pollo, se
diferencia solamente en cuatro‘aminoécidos préximos al
extremo amino terminal (figura 1).

El. VIP se encuentra relacionado estructuralmente con
otras hormonas gastrointestinales como la secretina

(9 aminodcidos en comfin), el glucagdn (5 amino&cidos
comunes) y el'péptido inhibidor gésirico (3 amino&cidos
idénticos). Es por ello que, junto a estos péptides se

le puede encontrar integrado en el grupo II de hormonas

~gastrointestinales propuesto por PEARSE (1974) (figura 2).

De igual manera, la configuracidn espacial del VIP que

han propuesto BODANSKY et al (1974a), en la que un tra-

mo del péptido se encontrarfia segln una disposicién he-

licoidal, se asemeja a aquellas de la secretina y glu-

cagdén (figura 3).

SINTESIS 'Y DISTRIBUCION

Al principio se consideraba al VIP como una hormona (o}

pépéido de accidn exclusivamente intestinal y cuya sin-
tesis se reaiizaba "in situ". Asi, en 1974, POLAK, uti-
lizando antisuero especifico, demostrd la presencia del
péptido précticamente a todo lo largo del tracto intes-

tinal, concluyendo que eran las células del sistema APUD



1 10

VIP (porcino) His-Ser-Asp-Ala-Val-Phe-Thr-Asp-Asn-Tyr-
(bovino)

VIP (pollo) His-Ser-Asp-Ala-Val-Phe-Thr-Asp-Asn-Tyr-

11 20

VIP (porcino) Thr-Arg-Leu-Arg-Lys-Gln-Met-Ala-Val-Lys-
(bovino)

VIP (pollo) Ser-Arg-Phe-Arg-Lys—-Gln-Met-Ala-Val-Lys-

21 28
VIP (porcino) Lys—-Tyr—Leu—Asn-—Ser-—Ile—Leu-—Asn—NH2
(bovino)
VIP (pollo) Lys-—Tyr-—Leu—Asn-Ser-—Val—Leu—Thr—NH2

<«

Fig. 1 Secuencia de amino&cidos del VIP porcino, bovino
y de pollo. Las diferencias se encuentran en las
posiciones 11, 13, 26 y 28. ‘



VIP
SEC.
GLU.

GIP

VIP
SEC.
GLU,

GIP

1 2 3 4 5 6 7

8 9 10 11

His-Ser- AsprAlu~Va;-Phe—Thr

His- Ser—Abquly Thr-Phe-Tar
His—Ser“Gl1WGly—Thg~Phe-Thr

12 13 14

-Asp-Asn~Tyr-Thr

1Ser+Glu~-LeutSer

HArg-Leu~Arg

Arg-Leu-Arg

¥

HSer—-Asp-TyriSer;

Tyr—Ala—Glu4Gly—Thr—Phe

1516 17 18 19 20 21

Lys-Gln—Met—Ala;Val—Lys-Lys—

Aspj

Asp~Ser-Ala-ArglLeu"Gln-

+Ile-

-Arg_

Ser-Asp-TyrHSer

22 23 24 25

TyrrLeunAsn

Ser-

FLys-Tyr-Leu-

tIle-Ala-Met-

26 27 28
Tle-Leu-Asn-NH

LeutLeuHGln

Asp-SertArgpFArgtAlas

FLys—-I1le

-Arg1Gln

-Gln~Asp~Phe-Val

-Gln-Asp~Phe-Val

L

Glnt

Asn

_Gly..
Trp-Leu-

Trp-

Leut+Val-NH

2
Met-Asp-Th

Leu+4Ala-Gln-

Fig. 2 Secuencia de amino&cidos de VIP, secretina, glucagbn .

'y GIP humanos (sélo presentan los primeros 28 aminod-

cidos del GIP)



Fig. 3 Modelo propuesto por BODANSKY et al (1974a)
para la conformacién espacial de la secretina.
Estructura muy similar:propone el mismo autor

para el VIP



(células D segfin la clasificacibn de Wiesbaden) las en-
cargadas de su produccibén. Trabajos similares realizados
en intestino (BUFFA et al,1977) y péncreas (BUFFA et al,
1977) parecian corroborar estos resultados.

Sin embargo, hoy por hoy, la mayor parte de los datos
que aparecen en la literatura apuntan é identificar el
VIP en terminaciones nerviosas , no solamente en tubo
digestivo sino, también, en los més variados sisiemas
de: la economia.

Asi pues, a todo lo largo del aparato digestivo se han
encontrado abundantes terminaciones "vipérgicas", bien
sea a nivel de mucosa, submucosa, musculatura lisa o en

la proximidad de vasos sanguineos (figura 4 ). Desde

- gléndulas salivales (UDDMAN et al,1980b), eséfago (BESSON

et al,1977; UDDMAN et al,1978), estbmago (LARSSON et al,

1976; BESSON et al,1977; SUNDLER et al,1979), intestinos

delgado y grueso (LARSSON et al,1976 y 1979; BESSON et

al,1977; GAGINELLA et al,1978; DIMALINE y DOCKRAY,1978;
SUNDLER et al,1979; DIMALINE et al,1980; COSTA et al,1980;
YANATHARA et al,1980; LEANDER et al,1981; HUTCHINSON et
al,1981) hasta péncreas (LARSSON et a1,1978; SUNDLER

et al,1978; FUJII et al,1980; NOORDEN y PATENT,1980) y

vesicula biliar (SUNDLER et al,1977). El origen de estas

terminaciones nerviosas se halla en los propios ganglios



| VIP inmunoreactivo

celulas
epiteliales

villi :
denudado

musculo b 27\3%
liso e :

y .
nervios

o~ p——

Fig. 4 Distribucidn del VIP enla.pared del tubo

digestivo
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de los plexos nerviosos gastrointestinales ya que ni la
vagotomia ni la simpatectomia modifican la distribucién
del péptido (LARSSON et al,1976) No obstante, aparte dek
estas terminaciones nerviosas,existen en la mucosa cé&lu-
las endocrinas productoras de VIP o de una substancia
que se comporta inmunoreactivamente de forma similar al
péptido (LARSSON.et al,1979; DIMALINE et al,1980; YANAI-
B2RA et al;.L783). Las especies animales estudiadas son
muy variadas e incluvyen al Z2ombre, cerdo, rata, ratdn,
perro, cobaya, gato , aves y peces (LARSSON et al,1976
y 1978; UDDMAN et al,1978; SUNDLER et al,1979; COSTA et

al,1980).

En el tracto genito-urinario también se encuentran ter-
minaciones nerviosas "vipérgicas", siendo especialmente

abundantes a nivel de vejiga, uretra proximal, prdstata,

vesiculas seminales y vasos deferentes en el hombre

(VAALASTI et al,1980; ALM et al,1980) y de cérvix uteri-

nho a nivel de endometrio y miometrio en la mujer (ALM
et al,1980 y 1980a; LARSSON et al,1977; GOODNOUGH et al,
1979; OTTESEN et al,1981). En la gran mayoria de los ca-
sos estd en estrecha relacién con vasos sanguineos, mus-
culatura lisa de conductos, miometrio y epitelios. Las
terminaciones nerviosas dependen de ganglios locales si-

tuados en la adventicia que recubre a todas estas estruc-
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turas (ALM et al,1977).

La mucosa y submucosa que revisten al tracto respirato-

rio se encuentran también ampliémente inervadas por ter-
minaciones nerviosas que contienen el péptido, tanto a
nivel de vias aéreas superiores (UDDMAN et al, 1978a,
1980 y 1981) como inferiores (UDDMAN et al,1978a; MATSU-
ZAKI et al,1980). Se encuentran preferentemente en la
proximidad de 1os acini de‘gléndulés seromucosas, de
vasos sanguineos y de la musculatura de la pargd.gfaqueo—
bronquial. El origen de estas terminaciones se remonta

- al ganglio pterigopalatino (UDDMAN et al,1980) para la
inervacién de 1la mucosa'nasal, mientras que para el res-
to de las vias aéreas depende de ganglios locales dis-
tribuidos regularmente en el espesor de la pared traqueo-

bronquial.

De forma similar a los casos anteriores, el mtisculo es-

" quelético también presenta terminaciones "vipérgicas"
que se relacionan preferentemente con la red vascular

que irriga al mGsculo (JARHULT et al,1980).

" Recientemente también se han localizado a nivel de 1la

- 6rbita, estructuras perioculares (UDDMAN et al,1980a) y

" retina (LOREN et al,1980), foliculos tiroideos (AHREN et

al,1980) y médula adrenal (LINNOILA et al,1980). Por

Gltimo, a falta del sistema nervioso, otra estructura
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la que se ha detectado la presencia de VIP aunque toda-
svia no se hayan descrito sus correspondientes termina-
ciones nerviosas es la placenta (ATTIA et al,1976; EBEID

et ?1,1976b) asi como en células libres del tipo de

mastocitos (CUTZ et al,1978; GIACHETTI et al,1978) y leu-
| R

/

cocitos polimorfonucleares (O'DORISIO et al,1980).

Sin embargo, quizés sea el sistema nervioso central el

qué mds se haya estudiado para detectar la presencia de

“EIeYIP y el que ha revelado resultados més espectaculares

(FAHRENKRUG, 1980). Por métodos radioinmunolégicos e

inmunohistoquimicos, en précticamente todos los modelos
animales antes citados, se ha realizado un estudio sis-
temético de ias diferentes estructuras que forman parte
del sistema. Las mayores concentraciones del péptido se

se localizan en el cbrtex cerebral y nficleo amigdalino

medio (SAMSON et al,1979; SAID et al,1976; FUXE et al,
1977; BESSON et al,1979; LOREN et al,1979; SIMS et al,
1980) . Concentraciones algo menores se localizan en el

hipot&lamo, &rea prebptica medial, n@cleosg peri y para-

- ventriculares , hipocampo (SAMSON et al,1979; BESSON et

al,1979; SAID et al,1976) y gldndula pineal (BESSON et

al,1979; UDDMAN et al,1980c). Se detectan niveles en
hipéfisis (SAMSON et al,1979; BESSON et al,1979) acompa-
‘flando a altas concentraciones del péptido en la circula-
cibén portal (SAID y PORTER,1979), mientras que en cerebe-

lo son inapreciables (SAMSON et al,1979; LOREN et al,;1980).
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También se puede identificar en las cercanfas de deter-

minadas estructuras vasculares como el plexo coroideo

(LINDVALL et al,1978), porcibn anterior del poligono de
Wiﬁlis y vasos de la piamadre (LARSSON et al,l976a)..
A Aivel de sistema nervioso periférico el péptido se
puede localizar en dos nervios de inteiés como. son el
cidtico (GIACHETTI y SAIb,1979) y el vago (LUNDBERG et

al;1979; SAID y ROSENBERG,1976).

...Bl fraccionamiento subcelular de homogenados de las par-

tes del cerebro ricas en VIP muestran que el péptido se
concentfa preferentemente en la fraccidn sinabtosomal
(terminaciones presindpticas). Esta localizacidn en un
sitio tan propicio para que pueda ser acumulado y libe-
rado por estimulos nerviosos guarda estrecha relacién
con el papel que el VIP pueda jugaf como neurotransmisor

(GIACHETTI et al,1977; BESSON et al,1979).

Como se puede constatar, la distribucidén de las termina-
ciones nerviosas "vipérgicas" es muy amplia. A pesar de
todo, hay gque hacer notar que estas terminaéiones se ha-
llan preferentemente en intima relacién con células epi-
teliales de funcidn secretora y de transporte (epitelio
intestinal, glandulas seromucosas del tracto respiratorio);
con musculatura lisa (pared del tubo digestivo, del &r-

bol traqueobronquial y aparato genitourinario) y vasos



14

sanguineos (irrigacién de los tractos digestivo y respi-

ratorio, musculatura esquelética, sistema nervioso cen-—

tral y aparato genitourinario). Estas localizaciones

puﬁden, "a priori", dar una idea de que las funciones

que el péptido intestinal vasoactivo va a cumplir se re-
I _

! . ‘ .
fieren a la regulacién de fendmenos de secrecibn, del

flujo sanguineo y de la tonicidad de la musculatura lisa.

Queda mé&s confuso el hecho de que también se puedan en-
“contrar concentraciones apreciables del péptido en plas-
ma. Se han realizado numerosos radioinmunoensayos para
cuantificar su concentracidén (BLOOM et‘al,l973; SAID y
FALOONA,1975; EBEID et al,1976 y 1978; BURHOL et al,1978;
CHANG et al,1979) obteniéndose valores en la poblacibn
normal gue oscilan entre 1-5 pM (CHANG et al,1979; GAL-
BO et al,1979) y 20-40 pM (BLOOM et al,1973; SAID y FA-
LOONA,1975; EBEID et al,1976). Eﬁ principio se postuld
gue la presencia de VIP circulante se deberia a un sim-
ple fendmeno de rebosamiento a nivel de las terminaciones
nerviosas. No obstante, parece que esas. concentraciones
en plasma podrian elevarse en determinadas condiciones
fisiolbégicas como el ayﬁno y el ejéréicio (GALBO et al,
1979), la acidificacién dubdenal (BURHOL et al,1978) y

la administracién de oxitocina y neostigmina (BITAR et

al,1980), aunque la importancia fisiol8gica de estos
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cambios est& afin por dilucidar.

Ocurre algo similar en diversos estados patolégicos'como
enfermedades hep&ticas (HUNT et al,1979) o tumores pro-
ductores de VIP localizados en péncreas, caso del sin-
drome de Verner-Morrison (VERNER y MORRISON,1958; BLOOM
et al,1973; SAID y FALOONA,1975; SHIELD y HAFF,1976) o
en otras estructuras como bronguios (SAID y FALOONA,1975)y
médula adreuwrl (SAID y FALOCNA,1975; COOPERMAN et al,
1978) . También se produce el ganglioneuromas retroperi-
toneales (FAUSA et al.1973; TRUMP et al,1977; MODLIN et
al,1978; HANSEN et al,1980; KAPLAN et al,1980) o medias-—
tinicos (SWIFT et al,1975) y en ganglioneurcoblastomas
(BLOOM et al,1973; SAID y FALOONA,1975; MITCHELL et al,
1976; -RICOUR et al,1977). En estos estados patolégicos
el incremento de la concentracién plasmética de VIP si
tiene un valor desde un punto de vista fisiopatoldgico
ya que suele acompaﬁarse de sindromes diarreicos de.di-

ficil tratamiento.
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1.3. ACCIONES BIOLOGICAS

El primer efecto biolégiéo que se le atribuyo al VIP,
y por el cual se llegd a conocer su existencia, fue su
accidn vasodilatadora e hipotensora (SAID y MUTT,1970).
Desde entonces el nlimero de efectos gue se le han des--
.crito se ha ampliado considerablememte, sin 1legar a
| szberse todavia de una manera clara cudl es su funcién
% principal y cudles son las circunstancias fisiopatold-
~gicas capaces de actuar como reguladores positivos o

negativos de su accibn.

Como se ha descrito en el apartado anterior, a Pesar de
la amplia distribucidn del ?éptido por teda la economia,
‘este se encuentra especialmehte relacionado con gléndulas
de secrecidn externa o interna, musculatura lisa y vasos
sanguineos. Va a ser sobre estas estructuras sobre las
gue actfia fundamentalmente, sin menoscabo de Que sea ca-
paz de realizar otras acciones en 6xganos y tejidos que,
en principio, no presentan inervaciones “vipérgicas"
como es el caso del higado y tejido adi?oso.

Ahora se pasa a describir Ordenaday sistem@ticamente los
efectos bioldgicos haciendo hincapié enllosbasﬁectos més

interesantes.
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a) Aparato digestivo

1.;Efecto sobre la musculatura lisa

A nivel esoffgico estd descrita una accién relajante
dei VIP sobre la musculatura lisa de la pared (UDDMAN
etla1,1978) y\del esfinter (RATTAN et al,1977; SIEGEL
ef al,1978; DOMSCHKE et al,1978), pero no en éondicio—
nes de réposo, sino tras la contraccidn producida por
carbamilcolina o pentagastrina.

‘Erfectos similares se observan en estémago (KONTUREK et
al,1975), intestino (SAID y MAKHLOUF,1974; KACHELOFFER

et al,1976) y vesicula biliar (PIPER et al,1970; SAID,

1974; VAGNE y TROITSKOJA,1976; RYAN y COHEN,1977; RYAN
y RIAVE,1978) donde, ademés, el VIP inhibe el efecto
estimulante de la contraccidn gque ejerce la colecisto-

quinina (VAGNE y TROITSKOJA,1976; RYAN y COHEN,1977).

g

2.- Efecto sobre la funcidén secretora

Quiz& sea este efecto el més éaracteristico e importante
del VIP a nivel del tubo digestivo por sus implicacio-
nes\desde un punto de vista fisiopatolbgico.
pentagastrinar(SCHORR et al,1974), ingestién de alimen-
tos (VILLAR et al,1976) o histamina (BARBEZAT y GROSSMAN,
1971) . Esta inhibicién se acompafia de una reduccidn del

flujo sanguineo mucoso como se aprecia mediante el acla-

LT
.l eny
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ramiento de aminopirina (KONTUREK et al,1976).

Sin embargo, el VIP estimula de forma dosis-dependiente
la secrecidn intestinal, aumentando el flujo de agua,
Nat, xt vy, en especial, de Cl~ hacia la luz del tubo
digestivo! (BARBEZAT y GROSSMAN,1971; BARBEZAT,1973;
SCHWARTZ et al,1974; MAILMAN,1978; WU et al,1979; GUEN—
TER et al,1980; BEUBLER,1980), siendo el efecto més cla-
¥ 2 nivel d=: yevuno que de ileon (BARBEZAT et al,1973).

A nivel de la mucocea célicq'eé también muy ostensible

(WALDMAN et al,i977; RACUSEN y BINDER,1977) y tiene es-
pecial interés sobre todo en los casos en que el VIP
plasmético se encuentra muy elevado (sindrome de Verner-
Morrison y otros tumores) ya que explica la presencia de
diarreas intratables (BLOOM et al,1973; SEIF et al,1975;
SAID y FALOONA,1975; SHIELD et al,1976; COOPERMAN et al,
1978; MODLIN et al,1978a; HANSEN et al,1980).

Con respecto al péncreas la inyeccidn intravenosa de VIP
provoca un aumento de volumen de la secrecibn exocrina
con un  incremento en la concentracién de bicarbonato
(SATD y MUTT,1972; KONTUREK et al,1975 y1976; DIMALINE

y DOCKRAY,1979). Este efecto es dosis-dependiente obte-’
niéndose uh maximo de respuesta del orden de un 20% al
que se obtiene utilizando secretina (DOCKRAY,1973} KON~
TUREK et al,1975 y 1975a; TOURNUT et al,1977; DOMSCHKE

et al,1977). Los resultados se han obtenideo utilizando
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utilizando mamiferos en los que la secretina es el fac-
tor humoral m&s importante qgue controla la secrecién del
péncreas exocrino. Hay que hacer notar que esto no ocu-

rre/asi en las aves, en la que el VIP es méAs potente que
la;secretina,para estimular la secrecidn de jugo pancre-
dtico (DOCKRAY,1973 y 1975; DIMALINE y DOCKRAY,1979).

Por otro lado, la secrecidbn enzimdtica no parece modifi-

carse por efecto del VIP en el gato y en el perro (XON-

" TUREK et al,1975; ROBBERECHT et al,1977), pero si en el

cobaya y la rata (ROBBERECHT et al,1977) donde se estimu-
la la secrecidn de amilasa y lipasa.

Sobre la vesicula biliar el VIP tambié&n es capaz de pro-

ducir un efecto inversor del flujo de absorcidén, de for-
ma gue provoca un aumento de la secrecidn de agua y elec-
trolitos (KONTUREK et al,1975; MAKHLOUF y SAID,1975;

MAKHLOUF et al,1978; JANSSON et al,1978).

3.- Efecto sobre el flujo sanguineo

El VIP es un potente vasodilatador de la circulacidn

mesentérica, siendo este uno de los primeros efectos

que se conocieron del péptido (SAID y MUTT,1970a y b)
y que ha sido confirmado posteriormente (THULIN y OLSSON,
1973; KACHELOFFER et al,1974; MAILMAM,1978; EKLUND et
al,1979) . Este efecto es debido a la accién relajante

que ejerce sobre la musculatura lisa de la pared vascular.
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Un efecto muy similar se ha descrito también para los
vasos sanguineos que irrigan las glé&ndulas salivales

(SHIMIZU y TAIRA,1978).

/

b) Sistema nervioso central
J

Es tal vez en el sistema nervioso central donde sea més

dificil sistematizar los efectos biolbgicos del VIP. Por

un lado parece estar relacionado con la regulacifin lecal

del flujo sanguineo, ya que el efecto relajante y vasodi-

latador se vuelve a repetir en este sistema (LARSSON-et
al,1976a; LINDVALL et al,1978). Por otro lado parece ejer-
cer cierta funcién reguladora sobre la liberacién de otras
substancias témbién localizadas en el sistema nervioso

central. Asf, el VIP inhibe la liberacién de somatostati-

na existente en el hipotdlamo medio basal, mientras que
no la altera en el hipotilamo anterior, amigdala y cdrtex
(EPELBAUN et al,1979). Por el contrario, estd descrito

que estimula la liberacidn de hormona luteinizante (LH),

hormona del crecimiento (GH) y prolactina (PRL) (VIJAYAN

et al,1979) . Este fendmeno podria deberse a la accidn di-
recta del VIP liberado de’neurohipéfisis y que se encuen-
tra en concentraciones especialmente elevadas en la san-

gre del sistema portal hipofisiario (SAID y PORTER,1979).

Efectivamente, el VIP estimula "in vitro" la liberacién
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de prolactina en estirpes celulares de hip6fisis de rata
mantenidas en cultivo (GOURDJI et al,1979; ENJALBERT et
al,1980). En el caso de la hormoné del crecimiento no se
ha podido obtener ningln resultado similar por lo que se
sugiere que el aumento en su liberacibn provocado por VIP
"in vivo" se deba, indirectamente, a la inhibicidn que

- previamente ejerce sobre la liberacién de somatostatina
(hormona cue regula negativamente a la GH) (EPELBAUM et
al,1979) . Para explicap‘$;mmecanismo de la liberacibén de
hormona luteinizanta se postula gque el VIP provocaria la
liberacién de LH-RH y que seria esta la que, en fltima
instancia, disparase la liberacibén de LH (BAMSON et al,
1979).

- Poco mé&s puede decirse del papel que el VIP juega en el
sistema nervioso. Como puede apreciarse, lb que se conoce
de: su funcidn a este nivel parece exiguo y confuso en re-
lacibén con la amplia distribucibén del péptido en este
sistema. No obstante,es presumible gque en poco tiempo se
vayan desvelando otras acciones que, junto con las ya
descritas, den una estructura m&s coherente a la funcién

biolbégica del VIP en el sistema nervioso central.

c) Aparato genito-urinario

En el sistema genito-urinario de la mujer se han descrito

dos acciones claras del VIP. Por un lado el aumento del
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flujo sanguineo del miometrio (OTTESEN et al,1980) y, por

otro, un efecto relajante tanto sobre los esfinteres

(WALLES et al,1980) como sobre la masa muscular del mio-

metrio (OTTESEN et al,1980, 1980a y 1981). Ademés, de una
forma indirecta, se ha estudiado el efecto del VIP sobre

las células epiteliales del endometrio. Para ello se ha

- utilizado células en cultivo de una estirpe maligna de

carcinoma ce =2érvix (HeLa) en la que el VIP estimula la
produccidén de AMPc {(PRIETC.ct al,1981).
En el hombre, ei finico efecto comprobado consiste en la

contraccidn de los vasos deferentes (KASTIN et al,1978).

d) Aparato respiratorio

- Hasta el momento s6lo se conoce gque el VIP produce aumen-

to del flujo vascular que irriga la mucosa nasal (MALM

et al,1980) y relajacién de la musculatura lisa de la

pared traqueobronquial (SAID et al,1974; MATSUZAKI et al,

1980) .

e) Mlisculo esquelético

A nivel de la musculatura esquelética, las terminaciones
"vipérgicas" se relacionan sobre todo con los vasos que
la irrigan, produciendo potente accién dilatadora que per-

mite un aumento del fluvjo vascular (JARHULT et al,1980).

No obstante, se ha descrito una activacidén de la adenil-
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ciclasa de mGsculo cardiaco por VIP (CHATELAIN et al,
1980 y 1980a), por lo que parece que, a este nivel, el
péptido puede jugar un papel singular todavia no muy

claro.

f) Secrecidn endocrina

A nivel de los islotes de Langerhans es bien conocido

que el VIP estimula la secrecibén de insulina y glucagbn

(SCHEBALIN ei al,1274 y 1977; MAKHLOUF y SAID,1975; BLOOM
e IVERSEN,1976; KANETC et al,1977; OHNEDA et al,1977;
JENSEN et al,1978; ARILLA e£ al,1981). Sb6lo en presencia
de glucosa a concentraciones fisiolbdgicas puede potenciar-
se la secrecidn de insulina (SCHEBALIN et al,1977; JENSEN
et al,1978; ARILLA et al,1981) mientras que la secrecidn
de glucagdn se potencia a céncentraciones relativamente
bajas de glucosa (JENSEN et al,1978). Recientemente se ha
descrito también un efecto estimulante de la secrecidn de
somatostatina por el islote (IPP et al,1978).

A nivel de corteza de las glandulas suprarrenales parece

que ei péptido estimula la produccién de 20«<-dihidropro-

gesterona al igual que la ACTH. Esto s6lo se ha constata-
do, por el momento, en cultivos de una linea adrenal como
la Y-1 (MORERA et al,1979).

Mucho m&s recientemente se ha podido comprobar el efecto

estimulador sobre la secrecidn de hormonas tiroideas (AH-
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REN et al,1980).

Estos efectos junto con el papel que el VIP juega en la
sintesis y liberacién de determinados neuropéptidos (pro-
lactina, etc.) conforman, por el momento, el espectro de

acciones del péptido sobre el sistema endocrino.

g) Metabolismo

Es precisamente a nivel de dos Organos o tejidos en los
que hasta el momento no se han descrito terminaciones
"vipérgicas", como son higado y tejido adiposo,»dédde se
han descrito dos efectos metabSlicos claros del VIP segfin
una actividad similar a la del glucagbn. Por un lado esti-

mula la glucogenolisis en higado (KERINS g SAID,1973) con

~una potencia del420-30% la del glucagbn, provocando hiper-
~glucemia..Por otro, estimula la lipolisis en adipocitos
deérata (DESBUQUOIS et al,1973; FRANDSEN y MOODY,1973;
SAITO et al,1978). |

La»glucolisié la puede también estimular en células en i

cultivo (HT~-29) de carcinoma de colon (ROUSSET et al,1981). °

~

~En resumen, las acciones biclégicas del VIP son muy varia- =
das y cada dia mas numerosas. Es pues necesario, aungue

hoy por hoy parece lejano, establecer un orden de priori—‘
dades con respecto al valor fisiolbgico y real de cada

uno de estos fendmenos, asi como llegar a integrarlos se-

gGn un modelo funcional coherente.
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1.4. MECANISMO DE ACCION

Se podria definir el mecanismo de accibén de una hormona
a la forma particular en que interacciona con una deter-
minada célula diana sobre la que induce una serie de cam=-
bioé«metabélicos (activacidén de enzimas) que van a dar
como resultado final un efecto biolégico. En este senti-
do, hasta lo que se conoce, para‘eI*VIP se pueden dife-

renciar tres etapas:.

a) Interaccibén del péptido con receptores espcstificos
situados en la membrana plasmética de la célula

diana.

b) Activacidén de un sistema adenilciclasa que se en-

cuentra acoplado funcionalmente al receptor.

c). Activacidén de un sistema de quinasas que depende

de la presencia de AMPc.

Adem&s de estas tres etapas, expuestas seglin los esquenas
clésicos del mecanismo de accién hormonal (figura 5),
hay que valbrar el paéel que lcs guanilnucledtidos jue-
gan en este procesé utilizando como referncia el modelo
propuesto por RODBELL (1980) para el glucagbén y que puede

hacerse extensivo en gran medida para el VIP.
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Fig.5 Esquema general de accifn de hormonas poli-

peptidicas (FREYCHET, 1976).
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a) Receptores para VIP

Comggotras hormonas peptidicas, el VIP se une a recepto-
res situados en la membrana plasmética de las células
diaéa. Esta interaccién hormona-receptor cumple las pro-
pie@adeskdescritas por FREYCHET (1976) en cuanta a‘afini—
dad, reversibilidad, saturabilidad, especificidadAy aco-
plamiento a un efecto bioldgico.

El afmero de estirpes celulares en los Que se ha caracte-
rizado este receptor es muy amplio, utilizando como mode-
lo experimental membranas plasmiticas purificadas o célu-
las intactas. Asf se han estudiado a todo lo largo del

epitelio del tubo digestivo (PRIETO et al,1979; LABURTHE

et al,1977 y 1979; AMIRANOFF et al,1980; BINDER et al,
1980; BROYART et al,1981), higado (DESBUQUOIS et al,1974;
BATAILLE et al,1974,1975 y 1977; GUERRERO et al,1981),

pancreas exocrino (CHRISTOPHE et al,1976; GARDNER et al,

1977), epitelio de la vesicula biliar (DUPONT et al,1981) v

tejido adiposo (BATAILLE et al,1974 y 1975).

También se han caracterizado en membranas cerebrales de
dreas conocidas por ser ricas en el péptido, incluyendo

corteza cerebral, hipotdlamo, hipocampo, cuerpo estriado

y talamo (TAYLOR y PERT,1979; ROBBERECHT et al,1978 y 1979;

BATAILLE et al,1979), en células de una linea adrenal

(¥-1) de ratén (MORERA et al,1979) .y en células tumorales
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cultivadas de carcinoma de cérvix uterino (HelLa) (PRIETO

et al,1981) y de colon (HT-29 y HRT-18) (LABURTHE et al,
1978).

Salyo en contadas ocasiones (TAYLOR y PERT,1979; BINDER
et{al,l980; DESBUQUOIS et al,1974) siempre se describe
para todas las estirpes celulares estudiadas la existen-
cia de dos tipos de receptores para VIP en la membrana

celular. Uno es de alta afinidad (Kda 0'5-4.0 nM} v otro

voode baja afinidad (KA 50-200 nM) (CHRISTOPHE et al,1976;

GARDNER et al,1977; ROBBERECHT et al,1978 y 1979; PRIETO
et al,1979 y 1981; AMIRANOFF et al,1980; BROYART et al,
1981; GUERRERO et al,1981). Como se verd mids adelante,
posiblemente s6lo los receptores de alta afinidad esta-
rian acoplados al sistema adenilciclasa.

Debido a la analogia estructural del VIP con la secreti-
né; el primero puede unirse también al receptor de se-
cretina y, a la inversa, la secretina al réceptcr de VIP,
aunque con una afinidad‘del orden de 100 veces menor que
cuando se une cada hormona a su receptor especifico
(CHRISTOPHE et al,1976; GARDNER et al,1977; PRIETO et al,
1979 y 1981; GUERRERO et al,1981).

También es de interés valorar en el estudio de receptores
si estos se modifican, bien en su ntmero, bien en cuanto

a su afinidad, en determinadas condiciones fisiopatold-
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gicas. Aparentemente los receptores de VIP en la rata
van aumentando progresivamente desde el nacimiento has-
ta estabilizarse a las dos semanas de edad (ROBBERECHT

et al,1979). A partir de ahi no se ha encontradb circuns-
tancia algunabque los modifique aunque se ha buscado al-
gun estado fisiolbgicoipropicio como es el ayuno (PRIETO
et al,1980). Incluso en lineas tumorales en cultivo
{HT-29) 1oz .ecCcrtores permanecen con las mismas carac-

teristicas estequiométrica9>(LABURTHE et al,1978 y 1980).

b) Activacidbn del sistema adenil ciclasa

El acoplamiento del VIP a. su receptor activa el complejo
enzimdtico de la adenil ciclasa, de forma que se produce
ﬁn aumento de la concentracidén intracelular de AMPc. El
AMPc se puede considerar, por lo tanto, como el segundo
mensajero de este sistema peptidérgico.

El aumento de AMPc por accibén del VIP estd descrito en
muchos sistemas éelulares, incluso en algunos para

los gque no se han caracterizado todavia los receptores.
Asi podemos citar el epitelio del tﬁbo digestivo (SCHWARTZ
et al,1974; LABURTHE et al,1977 y 1979%9a; WALDMAN et al,

1977; AMIRANOFF et al,1978; SIMON y KATHER,1978; DUPONT

et al,1980 y 1980a; BEUBLER et al,1980) y las fibras mus-
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culares lisas del yeyuno-ileon (COHEN et al,1980), higa-

do (DESBUQUOIS et al,1973; BATAILLE et al,1974; RAMIREZ-

CARDENAS et al,1981), tejido adiposo (BATAILLE et al,

1974; DESBUQUOIS et al,1973), células acinares pancreé-

ticas (GARDNER et al,1974; ROBBERECHT et al,1976), epi-

telio de vesicula biliar (DUPONT et al,1981), musculatu-

ra lisa de la tr&quea (FRANDSEN et al,1978), m@sculo car-
dfaco (CHATELAIN étal 1979,1980 y 1¢¢0a) . retina (SCHOR-

DERET et al,1981), sistema nervioso central (DESCHQDT—

LANCKMAN et al,1977; BATAILLE et al,1979%; CALKER et al,
1980; KANEKO et al,1980) y lineas celulares en cultivo

de carcinomas de colon (LABURTHE et al,1978 y 1980) y

de cérvix uterino (PRIETO et al,1981).

En la mayor parte de los casos estudiados el efecto del
VIP es dosis-dependiente, obteniéndose la mitad de la es-
timulaéién méxima (Km) a una concentracidn del péptido
entre 0'2 y 5'0 nM, seglin las estirpes celulares. Estos
valores son muy similares a los de la constante de diso-
ciacion (Kd) de los receptores de alta afinidad para las
mismas cé&lulas por lo que se postula que sblo estos re-
ceptores estén acoplados al sistema adenil ciclasa y por
consiguiente son capaces’de continuar la cascada de reac-
ciones que culmina con el efecto biolégico (LABURTHE et

al,1979%9a; PRIETO et al,1981; RAMIREZ-CARDENAS et al,1981).
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c) Activacidn de quinasas

El(AMPc producido bajo el estimulo del péptido intesti-
nal vasoactivo es capaz de activar a determinadas pro-
teﬁhas guinasas que presumiblemente catalizarén la fos-
foFilizacién.de otras proteinas intracelulares.

La caracterizacibn de estas proteinas quinasas se ha
llevado a cabo, hasta el momento, en células aisladas

de epitelio intestinal de rata (LABURTHE et al,l19273Dh)

”§Menlaslineaé tumorales en cultivo (HT-29 y HRT-18) que
defivan de carcinomas de colon y recto (LABURTHE et al,
1979b; MANGEAT et al,1981).

El rango de concentraciones de VIP qué provoca esta ac-
tivacién (Km 0'1-1 nM) es en todos los casos similar a
la que permite la produccidn de AMPc (Km 0'2-5'0 nM)

y a la constante de disociacidn de los receptores de al-
t;‘afinidad (KA 0'5-4'0 nM). Esto parece indicar que
ciertamente las tres etapas estdn acopladas en cadena
seglin el postulado clésico para el mecanismo de acciéh
~general de hormonas peptidicas.

Tanto la continuidad de esta cadena, como de otras posi-
bles vias alternativas, que permita" enlazar la unidn
del péptido al receptor con su efecto biolégico final
permanece todavia en la obscuridad, de forma similar a

lo que ocurre con otras hormonas peptidicas.
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d) Acoplamiento receptor-efector.

Ya eh 1971 RODBELL et al. observaron la implicacién de
los guanil nuclebtidos (fundamentalmente GTP) en el
acopiamiento de\receptores hormonales con la adenilato
ciclpsa, utilizando un sistema de glucagbn y membranas
plasméticas aisladas de higado de rata. Después de una
serie numerosa de trabajos sobre este tema, se ha podido
.llegar a la conclusién (ABRAMOWITZ et al., 1979; ROUBELL,
19£0) de que existen proteinas reguladoras en la membra-
na celular gque se unen especificamente a GTP y dan

lugar al acoplamiento entre los receptores y la adenila
to ciclasa, origindndose una estimulacién (glucagdn,
ACTH, catecolaminas cia receptores R -adrenérgicos, etc.)
0 una inhibicién (catecolaminas via receptores A ~adre-
nérgicos, opidceos, agentes colinérgicos via receptores

muscarinicos, etc.) de la produccidn de AMPcC.

En la cara externa de la membrana esta localizado el
receptor (R) gque se une especificamente'a hormonas o
neurotransmisores. En ia cara interna de la membrana
estd la unidad catalitica (C) y el componente regulador
(N) , conteniendo este Gltimo un sitio de unibn para el
GTP (fig. 6 ). Se han logrado distinguir funcionalmente
dos tipos de proteinas reguladoras N: unas que actan
activando la adenilato ciclasa (Ns) y otras que la
inhiben (Ni), siempre con intervencidén del GTP. Cada

tipo parece estar unida a clases separadas de receptores
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HORMONA
—7 —
// MEMBRANA
\ ' PLASMATICA
N
ZaaN

GTP

Fig. 6 Esquema del modelo del sistema receptor-

efector propuesto por RODBELL (1980).
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para hormonas y neurotransmisores.

En éstado de repose, los receptores de membranas (R) se
encontrarian formando complejos oligémeros con dichas
protéinas GTP-dependientes (N), impidiendo a éstas que
se qnieran a GTP; al unirse la hormona a su receptor

se provocaria una disociacién del oligbmero en mond-
meros, lo que permitiria la unibén del GTP a las citadas

proteinas reguladoras, gue interaccionarfan posterici-

~omente con la adenil ciclasa (C) para quedar formado el

holoenzima activo (fig. 7 ). Dependiendo del tipo de
protefna reguladora unida a C, el holoenzima dari lugar

a un aumento o disminucién de la produccibén de AMPc.

»Previamente a la hipbtesis de conjunto planteada por
RODBELL (1980), existia confusién en la literatura en
cugpto a la posibilidad de qgue hubiera dos tipos de
subunidades reguladoras N, ambas dependienfes de GTP,
una (Nl) unida al receptor y la otra (NZ) a la adenila-

to ciclasa.

La existencia de estas dos unidades, N, ¥y N,, se pos—
tulé a partir de estudios sobre preparaciones de membra
nas solubilizadas‘con detérgentes, con posterior sepa—
racién por filtracidbn del complejo hormona—receptor y
del enzima (WELTON et al. 1977). Ambas formas separadas
(receptor y enzima) permanecian sensibles a los efectos

de loslguanil—nucleétidos, lo que parece indicar que el



Fig. 7 Fases de la interaccidén hormona-receptor-efector
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receptor estaria asociado a un regulador N, distinto

del unido a la unidad catalitica”Nz.

Otros trabajos (LAD et al. 1977) han demostrado diferen
cias en las propiedades funcionales de N, ¥ N,. Estas

'son las siguientes:

1.~ Las afinidades aparentes de los andlogos del GTP

para Nl eran mucho mas bajas que para NZ'

2.- Los quelantes inhiben la accién de los guanil nucleb

tidos en N2 pero no en-Nl.

3.- La fosfolipasa C suprime la accibén del GTP sobre N2
pero no sobre Nl'
Estos descubrimientos indican diferencias estructurales
’én los sitios de unidén del GTP, pero no prueban que N1
y Nzisean proteinas diferentes. Por ejemplo, es posible
que?N1 y N, sean proteinas idénticas que presentan pro-
piedades funcionales y estructurales diferentes cuando
se unen a receptor y enzima respectivamente. Las dife-
rencias podrian explicérse proponiendo la existencia de
formas heterogéneas de N asociadas con los restantes
cbmponentes del sistema (RN, NC, RNC) que tuvieran dife
rentes propiedades en cuanto a la afinidad y accidén de

los guanil nuclebtidos.
El modelo clésico de mecanismo de accién hormonal acep
tado durante afios propone que la hormona (H) se une a

'su receptor especifico“(R) formdndose el complejo
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hormona-receptor (HR), siendo éste el responsable de 1la
activacidén de la adenil ciclasa (E) con la consiguiente

produccibn de AMPc:

/

H+ R <«<——>» HR

HR + E €&——> HR E

y

ATP —> AMPc + PPi

ug 2

Sin embargo, el modelo general, propuesto por RODBELL,
de las acciones de hormonas y GTP sobre efectores tales
como adenil ciclasa (u otros) se puede esquematizar del

siguiente modo:

H + RN €«—> HRN*
HRN* + GTP <—> HRN'GTP <> H + RN*GTP

HRN:GTP + C ~—-= HRNC
L

GTP

(holoenzima activo)

ATP —> AMPc + PPi1

Mg2+

donde la unidén de la hormona al receptor da lugar a la
activacidén de N a una forﬁé N* capaz de unirse a GTP,
con la formacidn de un complejo HRN-GTP que se acopla,
con C para formar el holoenzima activo. Debido a efectos’
heterotrépicos negativos del GTP, disminuyefla afinidad

del receptor hacia la hormona cuando N se une al GTP.
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Aunque para el receptor-efector de VIP no se ha carac-
terizado la subunidad N, sin embargo, si se ha podido
comprobar que el GTP fundamentalmente, potencia la
accidén del VIP como estimulante de la produccidn de AMPc
asi como su efecto heterotrépico negativo sobré el
receptor, disminuyendo su afinidad hacia el péptido

(AMIRANOFF et al., 1980a; RAMIREZ-CARDENAS et al., 1981).

EL VIP COMO. NEUROTRANSMISOR.

El patrén de distribucién y de liberacidén del VIP sugie
re que no es una hormona en el sentido clésico de
BAYLISS y STARLING (1904) sino que actfia como un &gente
paracrino o un modulador de la actividad neuronal in-
trinseca. La idea de que un péptido pueda actuar como
neugotransmisor no es nueva. Ya en el ano 1931, VON

EULER y GADDUN identificaron un péptido activo fisiold

~gicamente, la substancia P , en sistema nervioso central

y periférico. Posteriormente se han encontrado otros
también activos como la angiotensina II, TRH, LHRH,
oxitocina, ACTH, somatostatina, etc. (BARKER, 1976;

HORFELT et al., 1978).

Ahora bien, para establecer el papel neurotransmisor o
neuromodulador del VIP, éste debe satisfacer una serie

de requisitos presentes en todos los neurotransmisores.

La evidencia experimental demuestra que los cumple
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en gran medida (SAID et al,1980; GAGINELLA y O'DORISIO,

1979; FAHRENKRUG, 1980). Son los siguientes:

a) Distribucidn selectiva en el sistema nervioso

Como se ha expuesto en los capitulos anteriores, la dis-
trﬁbucién del péptido intestinal vasoactivo en el orga-
nismo se restringe basicamente al sistema nervioso cen-
tral o terminaciones nerviosas en la periferia. En el

sistema nervioso central se localiza preferentemente en

“‘unas zonas bien delimitadas (corteza cerebral, nficleos

del hipotdlamo, etc.) mientras que, perifericamente, se
encuentra en términaciones nerviosas y plexos que iner-
van al tubo digestivo, péncreas, vesicula biliar, siste-
ma urogenital, &rbol traqueobronguial, etc., asi como

en ganglios simpdticos y nervios vago y cidtico.

b) Acumulacibdn en la terminacién presindptica

El fraccionamiento subcelular de homogenados de corteza
cerebral, hipot&lamo y cuerpo estriado de rata demues-

’tra que el VIP se concentra fundamentalmente en la frac-
cidn rica en sinaptosomas (GIACHTTI.et al,1977; BESSCN |

et al,1979).

c) Transporte axonal

Recientemente se ha demostrado que el VIP se acumula en

el nervio ciético de forma proximal a la ligadura gque
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se efectfie.spbre.él (GIACHETTI y SAID, 1979). El aumento
continuaba progresando hasta 72 horas después de la li-

gadura.

d) Liberacidn por estimulos fisiol6gicos

1. La despolarizacibn conseguida con K+ (55 nM), en
presencia de Ca2+, provoca la liberacibén del VIP de si-
‘naptosomas (GIACHETTI at al,1977)

2. El1 péptido es también liherado por estimulacién eléc-
trica del nervio vago (FAHRENKRUG et al,1978), disten-
sibn del "fundus" géstrico (CHAYVIALLE et al,1980), es-
timulacién mecé&nica de la mucosa intestinal y por infu-
siones de agentes colinérgicos (BITAR et al,1980) y oxi-
tocina (BITAR et a2i,1980).

3. Adémés estd el interesante hecho de que la concen-
tracién de VIP en la sangre portal hipofisiaria es con-
siaerablemente mayor que la sangre periférica (SAID y
PORTER,1979), lo cual induce a pensar que el hipotdlamo

libera el péptido a dicha circulacibn.

e) Efecto sobre el cerebro y la funcibn neuroendocrina

1. Excitacién de neuronas en la corteza cerebral de la
rata (PHILLIS et al,1978).

2. Despertar de perros anesteSiados monitorizados con
electroencefalograma (SAID et al,1980).

3. Estimulacién dosis—deﬁendiente de la actividad ade-

-nil ciclasa en la glédndula pineal (ROBBERECHT et al,1978;



KANEKO et al,1980).

4. Estimulacién de la actividad adenil ciclasa de ho-
mogenados de corteza cerebral, hipotédlamo, hipocampo y
corteza cerebelar (DESDOCHT-LANCKMAN et al,1977; BATAI-
LLE et al,1979; KANEKO et al,1980).

5. Liberacién de prolactina por la hip6fisis (GOURDJI

et al,1979; VIJAYAN et al,1979; ENJALBERT et al,1980).

6 .Aumento del flujo sanguineo en la materia gris cere-
bral (HEISTAD et al,l19R0)..
7. A grandes dcsis, inYéctado en el sistema ventricular,

produce hipertermia (CLARK et al,1978).

f) Presencia de receptores especificos en membranas de

cerebro
El VIP se une especificamente y con alta afinidad a re-
ceptores de membrana cerebrales (TAYLOR y PERT,1979; RO-
BBERECHT et al,1978 y 1979; BATAILLE et al,1979). Gene-
ralmente hay una buena correlacidén entre la distribuciébn

del receptor yla localizacién del péptido.

g) Degradacién

El VIP una vez liberado es degradado con una velocidad
directamente proporcional a su concentracibén. Eso sugie-
re la existencia de un sistema enzimdtico que lo degrada

especificamente (FAHRENKRUG, 1980).
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h) Antagonistas

Quizds la finica propiedad que le falta por cumplir al
VIP para ser un verdadero neurotransmisor sea el que
se encuentre un antagonista fisiol6gico. No obstante,
aunque no estéd definitivamente comprobado, pudiera ser
la somatostatina la que cumpla esa funcibén (FAHRENKRUG,

1980) .

En resumen, por todo lo expuesto parece bastante prcba—
ble la hipbtesis de que el VIP sea un neurotrancmisor
tanto en sistema nervioso central como periférico. Pero
todavia queda mucho trabajo experimental que lo confirme
Y. sobre todo, que le de un sentido coherente a lo que
quizds sea el aspecto mds importante del problema: el

papel fisiolbgico que el péptido juega en la economia.
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2. CELULAS MONONUCLEARES SANGUINEAS

2.1. CONCEPTO Y CLASIFICACION

Frente al concepto de eritrocito, hematie o glébulo ro-
jo, que es el elemento forme de la sangre encargado del
transporte de oxigeno y anhidrido carbdnico, y que es
de color rojo debido a su contenido en hemoglobina, se
opone el concepto de leucocito o glébulo blanco. Bajo
esta denominacibén se engloba una gran cantidad de tipos
celulares con diferente significacidn fisiolégidé;aunque
de una forma u otra, orientada hacia la defensa del or-
ganismo contra un agente externo fisico, quimico o bio-
1l6gico que penetre al interior del mismo.

Los leucocitoé se dividen atendiendo a sus peculiarida-

des citomorfoldgicas en:

1) Polimorfos nucleares: Comprende tres tipos fundamen-
tales que son los neutréfilos, bas6filos y eosinbfilos.
Tienen su origen en la médula 6sea y su funcibdn fundamen-
tal ponsiste en acudir a zonas donde se produce una reac-
cibén inflamatoria (quimiotaxis). Mediante el proceso de
fagocitosis, de una forma muy inespecifica, elimina al

agente causal de la inflamacibn.

2) Mononucleares: Comprende dos estirpes celulares dis-

tintas pero que tienen propiedades citomorfolégicas afi-
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nes.

a. Linfocitos: Que tienen su origen en ganglios lin-
faticos, bazo, timo, placas de Peyer, etc., y estén en-
cargados de una forma de defensa del organismo mucho més

especifica como es la inmunidad.

b. Monocitos: Tienen su origen en médula 6sea y su

actividad principal es de tipo fagocitario.

LINFOCITOS

El linfocito es definido por los hematbélogos como una
célula redonda (7—12/p de diémetro) con escaso citoplas-
ma. El nficleo es redondc, algunas veces mellado, con la
cromatina dispuesia en burdos gr@nulos y sin que se a-
precié el nucleolo. Existen muchos tipos de linfocitos
en cuanto a tamafo, funciones, propiedades citoquimicas,
m;tabélicas, capacidad de migracibn, vida media, poten—
cial inmunolbégico, etc. Pero es muy dificil hacer una
clasificacién clara de los mismos, ya que un mismo lin-
focito puede modificar tanto su tamafio como su actividad
metabdlica y el resto de las caracteristicas antes men-
cionadas. -

a) Propiedades

1. Capacidad de migracifén: Una gran cantidad de linfo-

citos estd continuamente circulando entre médula 6sea,
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bazo, nbédulos linfoides, placas de Peyer, eﬁc., utili-
zando como vias la circulacibn sanguinea y linf&tica.
Después de la inyeccibn intravenosa de linfocitos marca-
dos con timidina tritiada, GOWANS y KNIGHT (1964) encon-
traron en ratas que, 24 horas después, précticamente
todos los n6dulos linfoides contenian células marcadas.
Se encontraban en la zona media y parte profunda de la
corteza sin penetrar en los centros germinales. En el
bazo, la localizacidn de los linfocitos narcados era al-
rededor de la arteriola central. No sz enconiraron en
timo de ratas adultas pero si en recién nacidas. También
se encontraron en placés de Peyer y médula Osea.

Otras experiencias similares las llevaron a cabo HALL y
‘ﬁORRIS (1965) en nédulos linfoides popliteos intactos
de oveja. Cuando los nddulos se perfundian con timidina
tritiada en forma continua se @odia democtrar que, es-
tando el nédulo sin estimular, no mas del 4% de los lin-
focitos que salian por el conducto eferente estaban pro-
ducidos en el nédulof Eso quiere decir que el 96% restan- )
te éon células que van circulando de un nédulo a otro.
Por todo esto se pudo afirmar que los linfocitos viajan
de unos nddulos a otros, permanecen un tiempo en ellos

y continfian circulando. Ahora se sabe que la mayoria de

la poblacidn recirculante estd compuesta por linfocitos
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derivados del timo (T) (LING y KAY,1975). Los linfocitos
no-T tambi&n recirculan pero su modelo de migracién to-

davia no esti bien definido.

2. Vida media: Es tan diffcil mantener linfocitos vivos
"in vitro" que parece sorprendente que estos tengan‘una
vida media tan larga en el organismo. Utilizando también
timidina tritiada como marcador, se ha podido conocer
12 7ida media aproximada de los linfocitos. Hay que de-
cir gue en este casn son muy variadas las posibilidades.
Mientras que por término medio los linfocitos tienen
una vida media de 2-3 meses (LITTLE et al,1962) , hay
linfocitos de vida méds corta (1-2 semanas) y, otros, que

pueden durar incluso afios (KOSTER y MAC GREGOR, 1970).

b) Subpoblaciones

Los linfocitos se dividen fundamentalmente en dos tipos

celulares:

1. Linfocitos B: que derivan de la "bursa" de Fabricio
en las aves y que tienen la capacidad de transformarse
en células plasmiticas después de un estimulo antigénico
y producir posteriormente antiéuerpos. En los mamiferos
derivan de un precursor en la médula Ssea que migra a

tejidos linfoides periféricos sin pasar a través del

timo.
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2. Linfocitos T: Son linfocitos timo-dependientes. No
tienen la capacidad de transformarse en células produc-
toras de anticuerpos, sino que estén especializadas en
lo que se denomina inmunidad celular. Posiblemente de-
riven de una célula precursora de la médula Ssea que
pogterormenté migra al timo donde madura y se transforma
sufriendo un répido proceso de divisibn celular, gquedan-
do convertido en una célula pequeha que va a desarrollar
su actividad en la inmunidad celular y; al mismo tiempo,
“por un mecanismo todavia desconocido, permite o facilita
que las células B sean capaces de producir anticuerpos.
Esto quiere decir gue es necesaria la presencia de lin-

focitos T para que pueda expresarse la inmunidad humoral

(MILLER et al,1971; CLAMAN et al,1972).

c) Marcadores de linfocitos B y T

Desde que se conoce la existencia de los dos tipos de
linfocitos se han buscado muchos medios para Permitir
diferenciar a unos de‘los otros. Asi»pues, los linfoci-
tos B tienen altas concentraciones de inmunoglobulinas
en la superficie externa de su membrana, pudiendo ser
detectadas con fluoresceina conjugada com un anticuérpo
anti-inmunoglobulina, haciéndolos f&cilmente distingui-

bles de los linfocitos T. (LING y RAY,1975). Otros mar-
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cadores especificos para las células B son el antigeno
MBLA de linfocito de ratén y un receptor para el comple-

jo antigeno-anticuerpo-complemento (EDEN et al,1971).

Lo? linfocitos T se pueden también diferenciar fécilmen—
te;debido a'la capacidad que tienen de formar rosetas
con hematies de carnero (JONDAL et al;l972). Ademé&s hay
en la superficie celular antfigenos como el © (RAFF y
CANTOR, 1971) también especificos para las células T.
‘Los linfocitos T humanos han sido también clasificados
en distintas subpoblaciones atendiendo a la presencia en
su superficie de receptores para IgM (células ?p), IgG
Fc (células TY¥), IgA (células Tx) (MORETTA et al,1978;
LUM et al,1979; GUPTA et al,1979). Todos ellos tienen
distintas caracteristicas morfolbgicas, contenido en RNA,
respuesta a mitégenos,4migracién y‘propiedades inmuno-

reguladoras y citotdxicas.

Por fltimo, hay determinadas células que carecen tanto
de marcadores para T y para B (STOBO et al,1973) cuyo

significado fisioinmunolégico todavia no es conocido.

d) Receptores para hormonas peptidicas

El primer intento de caracterizar receptores para hor-
monas peptidicas en linfocitos fue llevado a cabo con
insulina (GAVIN et al,1972). Sin embargo, posteriormente,

se comprobd que el receptor se encontraba exclusivamente

“-en monocitos (SCHWARTZ et al,1975). =~ === o =
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Desde entonces, los intentos de encontrar receptores en
linfocitos circulantes ha fracasado. Sin embargo, en
lineas en cultivo de células linfoides tumorales si se
hav encontrado receptores para insulina (GAVIN et al,
1973), hormona del crecimiento (LESNIAK et al,1974),
sohatomedina (ROSENFELD et al,1980) y éalcitonina (MARX
et al,1974).

S6lo en el presente afio, BHATHENA et al (1981) han ca-
iracterizado el receptor de somatostatina en linfocitos
circulantes. Este dato es de interés para el presente
trabajo ya que la somatostatina, al igual que el VIP,
se ha aislado en sistema nervioso, y su funcidén en la =
circulacidén general todévia no estd clara.

En general, estos resultados describen un fendmeno
aislado ya que el papel fisiolbgico debestos receptores
en los linfocitos es desconocido; a menos que se consiga
relacionar con su capacidad de alterar los niveles de
AMPc u otro nuclebtido, y de la importancia que esta

alteracibén tenga en le metabolismo linfocitario.

e)  AMPc y linfocitos

La accibn de algunas, pero no todas, hormonas peptidicas
en sus células diana est& mediada por un "segundo mensa-
jero", el AMPc (ROBINSON et al,l1968). Este componente

se sintetiza a partir de ATP por el enzima adenil cicla-
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sa, localizado en la membrana plasmitica. La degrada-
cién de AMPc a AMP estd catalizada por una fosfodieste-
rasa localizada, al menos en linfocitos, en la membrana
nuflear (COULSON y KENNEDY,1971).

Muchos han investigado el papel que el AMPC juega en

la activacidn linfocftica y en su proiiferacién celular.
Utilizando AMPc, dibutiril AMPc, teofilina y otros agen-
tes que aumentan las concentraciones intracelulares de
-AMPc (isoproterenol, catecolaminas, etc.) se ha compro-
bado que el nucledtido tiene un efeéto inhibidor sobre
la estimulacién linfocitica por PHA (fitohemaglutinina),
no ejerciendo ningfin efecto sobre linfocitos en reposo
(SMITH et al,1971; HIRSCHHORN et al,1970). Esta inhibi-
- cibén no parece ser especifica para el AMPc sino que se
extiende también a AMP, ADP, ATP y adenosina (SMITH et
al,1971a). |

Sin embargo, la actividad adenil ciclasa en linfocitos
estimulados por PHA estd aumentada al principio (SMITH
et §1,1971; KRISHNARAJ y TALWAR,1973), aungue otros
autores defienden que estd inhibida (MAKMAN,1971) o que
no la afecta (NOVOGRODSKY y KATCHALSKY,1970).

La conclusibn que quizéé se puede extraer de estos datos
" es que si el AMPc estimula la activécién linfocitaria,

no lo hace "per se", sino que requiere la presencia de
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otros factores hasta ahora no conocidos.

Mds recientemente la controversia ha continuado ya que
BOYNTON y WHITFIELD (1979) defienden que el Ca2+ y el
AMFC producen un fuerte aumento de la actividad mitbtica
envlinfoblastos timicos, mientras que FOKER et al (1979)
cgncluyen qﬁe el AMPc se puede comporﬁar como un regula-
dor positivo o negativo de la mitosis. Al comienzo de

la estimulacibn se produciria un aumento rapido y breve
.de los niveles de AMPc (fase Go—Gl). Posteriormenterse
produciria una nueva elevacidn de AMPc intracelular
(fase Gl—s) de duracién algo mayor y que podria acompa-
harse de una fosforilizacién de proteinas que permiti-
ria la progresidn de la mitosis. Durante la sintesis de
DNA (fase S) el AMPc estaria disminuido de nuevo. Asi
pues, el nuclebtido puede actuar pérmitiendo en determi-
nados momentos el proceso mitético pero, cuando aumenta
su concentracidén en un momento no conveniente para la
célula, por el contrario, podria comportarse como un
potente inhibidor. (figura 8 ).

Sobfe otro tipo de actividad inmunitaria, el AMPc es ca-
paz de inhibir la citolisis y 1la liberacién de factores
humorales (interferdn) eh el linfociﬁo T y la sensibili-
zacidn frente a un antigeno en células plasmiticas (BOUR-

NE et al,1974).
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Fig. 8 Oscilaciones de los niveles intracelulares de
AMPc durante las diferentes fases de la mitosis

(FOKER et al,1979)
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2.3. MONOCITOS

Son células grandes mononucleares que se producen en la
médula 8sea, pasan a la circulacidén general y, por Gl-
timo, a los tejidos, donde sufren una serie de transfor-
maciones por ias que aumentan considerablemente su tama-
no y se convierten en macréfagos. Los monocitos estén
encargados fundamentalmente de un sistema defensivo

Lastante inczpecifico como =s la fagocitosis.

La poblacidén monocitica no es homogénea sino que esté
formada por células metabdlica, fisica y funcionalmente
diferentes (WALKER,1976). De hecho, incluso se ha hecho
un intento de divisidn en cuanto a su tamafio (ARENSON
et al,1980) coincidiendo que los mayores (Mj) tienen
‘una dapacidad migratoria (quimiotaxis) muy superior a

la de los més pequefios (Ml y MZ).
La identificacibén de los monocitos en extensiones san-
~guineas o de mononucleares es dificil, debido a la gran
variedad de tamafios y formas que pueden adoptar, del mis- )
mo modo que los linfocitos. Es por ello que se requieren
 técnicas citoguimicas que aprovechen la actividad enzi-
mética especifica de los lisosomas. De esta forma se uti-
liza la técnica de las esterasasno especificas. Al mismo
tiempo suelen emigrar con los linfocitos en las técnicas

mis utilizadas para su aislamiento (BOYUM et al,1968) co-

mo la utilizacién de un gradiente de ficoll.
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Existen, sin embargo, varios métodos para purificarlos
atendiendo a su capacidad de adherencia al vidrio o su-
perficie pléstica (ARENSON et al,1980; BHATHENA et al,
1981) o su densidad (elutriacibn) (BHATHENA et al,1981;

WEINER y SHAH,1980).

a) Receptores para hormonas peptidicas

Hasta el momento se hanr descrito receptoies para tres
hormonas peptidicas en el monocito. En primcrﬂlﬁgar el

‘ receptor de insulina (SCﬁWARTZ et al,1975) que se ha
utlizado ampliamente en el hombre debido a su accesibi-
lidad, al estar alterado en diversos estados patoldgicos
como la obesidad (BAR et al,1976; OLEFSKY, 1976).
También estd descrito el receptor para glucagén (GOLDS-
TEIN et al, 1975; BHATHENA et al,1981) y para somatos-
tatina (BHATHENA et al,1981). Aungue la unién de la hor-
mona al receptor es el primer paso de la accibén hormonal,
lo bien cierto es que en estos casos descritos todavia
no se conoce el significado fisiolSgico de estas hormo-

. nas en el monocito.

-
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3. OBJETIVOS

El péptido intestinal vasoactivé (VIP) estéd considerado
como un neuratransmisor de accidén local. Es por esto que
al VIP que se encuentra circulando libremente ?or el |
plasma, no se le ha dado m&s valor que el de ser un res-
to que ha:"rebosado" del espacio sinéptico.

Por otro 1ado,’e1 mecanismo de accifn del.péptido sblo
se ha.estudiado en diversas espeCies animales, s%a;do
muy dificil extender su estudio al hombre debi&o‘a la

complejidad que representa la obtencibén del material de

trabajo.

Con estas ideas bésicas, se plantea el objetivo del

- presente trabajo desde una doble vertiente:

s 1. Estudiar un modelo celular no inervado
capaz de reconocer al péptido y dar de,este
modo,una posible explicacién fisiolbgica

a la presencia de VIP circulante en plasma

2. Utilizar, al mismo tiempo, un modelo celular

- humano y que sea de muy f&cil acceso.

Para ello se utiliza como modelo célutas mononucleares
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de sangre periférica humana. El medio de estudiar

el mecanismo de accidén del VIP es a través de una

bateria de experiencias que incluye:

a) Estudio del receptor de membrana
b) Activacién del sistema adenil ciclasa

c) Activacidn de proteinas quinasas



MATERIAL Y METODOS
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1. DISENO EXPERIMENTAL

En el presente trabajo se realizan dos grandes grupos

de/experiencias orientadas a dos objetivos diferentes:

1\£Caracterizaci6n del sistema receptor-efector para
VIP en células mononucleares sanguineas humanas. Esta
poblacidn celular incluye a linfocitos B y T asi como

a monocitos.

~La caracterizacién'del sistema receﬁtof—efector se lle-

va a cabo a tres niveles diferentes:

a. Caracterizacibn cinética y estequiométrica

de la unién del VIP a su receptor de membrana.

b. Estudio de la activacidn del sistema adenil

ciclasa por accidn del péptido.

c. Activacién final de una protefina quinasa

L

dependiente de AMPc.

2. Diferenciar cuil esrla estirpe celular (linfocitos
B, T o monocitos) responsable de la presencia del com-
piejo receptor efector para VIP.

La diferenciacibén de la estirpe celular se lleva a ca-
bo testando en prebaraciones purificadas de cada uno
de los componentes la presencia de receptores y la ac-

tivacidén del sistema adenil ciclasa.
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" Esquema de trabajo

Primera fase

Modelo celular....C&lulas mononucleares sanguineas

Objetivo..........Caracterizar el sistema receptor-

efector para VIP

MEtOdO. v e eeenon. ..Estudio a nivel de receptor
Estudio a nivel adenil ciclasa

Estudio a nivel proteina quinasa

Segunda fase

Modelo celular....Linfocitos T
Linfocitos B
Monocitos

Contaminantes (hematfies)

Objetivo..........Identificacidn del responsable de
la existencia del complejo recep-

tor-efector

Método......cun.. .Testar la existencia de receptores
Testar la activacién del sistema

adenil ciclasa
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PREPARACIONES CELULARES

Las diferentes preparaciones celulares utilizadas en

este trabajo son:
1. Células mononucleares de sangre periférica humana
2. Linfocitos T purificados
3. C&lulas mononucleares con baja contaminacidn de
monocitos
4. Hematies
Seguidamente se pasard a describir el método de aisla-
miento utilizado para obtener cada poblacidn celular.
Al final del capitulo, ademis, se hari una descripcidn

detallada de las técnicas de identificacidn de cada una

de las estirpes estudiadas.

CELULAS MONONUCLEARES SANGUINEAS

El proceso de aislamiento se llevd a cabo segfin la téc-

nica descrita por BOYﬁM (1968) con ligeras modificaciones.

a) Reactivos
- Sangre venosa obtenida de donantes adultos = voluntarios

~ Tubos desechables de'ﬁléstico ébn;heparina litica

- Solucidbn salina fisiolbgica (ClNa 0'9%)
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- Ficoll (d=1077 g/1): 90 g de Ficoll 400 (Pharmacia
Fine Chemicals) se disuelven en 1 1 de agua bidestilada.
Se ajusta la solucién a una densidad de 1077 g/1 ana-
diqhdo Plenigraf (Juste S.A.). El Plenigraf es una so-
lu?ién que cohtiene diatrizatos s6dico (19'2%), de me-

glumina (9'1%) y célcico (1'36%).

- Azul de tripan (1% en agua)

b} Mé&todo

Se extraen 10 ml de sangre venosa de un donante y se
colocan en un tubo heparinizado. Se agita suavemente
para conseguir una buena anticoagulacifn de la sangre.
Al volumen de sangre se le afiade un volumen igual de
ClNa 0'9% y se agita suavemente. De esta preparacidn

se toman 6 ml y se pasan a un tubo que contiene 3 ml

dé la solucidn de Ficoll, teniendb cuidado de gue no

se mezclen. Se centrifuga a 1000xg durante 20 min y se
recoge la interfase celular (banda blanquecina) con una
pipeta Pasteur, depositédndola en un tubo cbnico de vi-
drio. Se lava 3 veces con ClNa 0'9% centrifugando 5 min
a 800 xg. Tras el ﬁltimo'lavado, se resuspende el pre~
cipitado en ClNa 0'9% y se cuentan las células en una
cémara de Malassez. |

A una alicuota de 1a7preparacién celular (SOIpl) se le
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anade 100/}1 de la solucibn de azul de tripan y 350,Pl

de solucién salina con albfimina al 1'5%. Después de 2 6
3 min se observa la preparacidén al microscopio para de-
terminar la viabilidad celular. Las células viables no

permiten que el tripan penetreren su interior mientras

que ias no viables se colorean intensamente de azul.

En todas las preparaciones celulares utilizadas la via-

- bilidad fue siempre superior al 90%.

Con la preparacidn de mononucleares se realiza la carac-
terizacién completa de los receptores para V1P, de la
activacién del sistema adenil ciclasa y de la activacién
de las proteinas quinasas.

Mediante la formacién de rosetas con hematies de carnero,
la inmunofluorescencia directa (IFD) y una técnica his-
togquimica de esterasas no especificas se pudo conocer

la composicidn en linfocitos B, T y monocitos de las pre-
paraciones celulares. Los resultados obtenidos , muy simi-
lares en todas las preparaciones, muestran los siguientes

porcentajes con respecto a las subpoblaciones:

Linfocitos T...e... 60%
Linfocitos Bieeeweon 25%
Monocito0s..... ee.-a 15%°

Estos resultados son similares a los obtenidos por BOYUM

(1968).
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2.2. LINFOCITOS T

La purificacidn de linfocitos T se realiza mediante la

formacién de rosetas con hematies de carnero.

/

a) Reactivos :
,/ | C
- Preparacién de mononucleares (1'5 x 106cel/ml)
- AET. (2-amino ethylisothio-uronium bromide hydrobromide,

Sicma): 1 g en 25 ml de agua, ajustando el pH a 9 con

NzOH 5N.
- Medio de cultivo RPMI-1640

- Hematies de carnero: Lavar la preﬁaracién de hematies
3 veces con ClNa 0'9% (800xg, 5 min) hasta que‘el sobre-
nadante quede transparente. Afadir 3 ml de suspensién
de hematies a cada 25 ml de la solucién de AET. Incubar
15 min a 37°C agitando cada 5 min.Centrifugar 5 min a
2500xg y lavar con ClNa 0'9% hasta que el sobrenadante

quede claro. Reconstituir con medio RPMI hasta 20 ml.

i

b) Método

Se mezclan en cantidades equivolumétricas los linfocitos
con la preparacién de hematies. Incubar 15 min a 37°C,
centrifugar a 1000xg 5 min y el preCipitado se resuspen-

de en 6 ml de medio RPMI y se deja reposar 2 h en hielo.

®
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Lavar 2 veces con salino y terminar resuspendiéndolo

en 6 ml. Pasarlo a un tubo que contiene 3 ml de solu-
cién de Ficoll y centrifugar lo min a 2500xg. En el pre-
cipitado se encuentran los hematfes, que han arrastrado
a los linfocitos T. Mediante chogues hipotbénicos se eli-
minan los hematies,y la concentracién de linfocitos se

ajusta con ClNa 0'9% hasta la deseada para su uso.

CELULAS MONONUCLEARES CON BAJA CONTAMINACION DE MONOCITOS

Segfin la técnica de ARENSON et al (198Q) con ligefas
modificaciones.

Se parte de una preparacién de células mononucleares
aisladas segfin el método antes descrito. Las cé&lulas

se resuspendeﬁ en medio RPMI-1640 de forma que queden

a una concentracidén de 2-4 x 106cel/ml. 5 ml de esta
suspensidn se pasanvauna placa Petri y se incuban 60 min
a 37°C. Después de este tiempo se retira el volumen 1i-
quido y se coloca en un tubo cbnico. La placa se lava
ligeramente con medio RPMI-1640 y el volumen liquido se
reﬁné con el anterior. Centrifugar a 800xg 5 min y el
precipitado se lava 2 veces con ClNa 0'9%. Las células
se cuentan y se preparan para su uso. La viabilidad fue
siempre superior-al 85%.

Durante el proceso descrito, los mondcitbs se han que-

dado adheridos a la suberficie de la placa. De esta for-
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ma, la preparacibdn obtenida contiene menos de 2% de

monocitos (esterasas no especificas) siendo casi en

su totalidad linfocitos T (80%) y linfocitos B (18%).

MONOCITOS

En la técnica anteriormente descrita, los monocitos se
quedan adheridos a la superficie de la placa Petri.

Lo ésta, g2 ;ued:n separar sencillamente haciendo un.
barrido cuidadoso ccon una&tétina de goma y con unos 3

ml de ClNa 0‘9%; Las cflulas asivseparadas se Centrifugan
5 min a 800xg y se lavan dos veces mis con ClNa 0'0%.

Se cuenta su nfimero y se prepara a la concentracidn de-
seada para su uso. La viabilidad de las células fue siem-
pre superior al 75%, cbnteniendo la preparacién monocitos

(50%), linfocitos T (45%) y linfocitos B (5%).

HEMATIES

La preparacién de hematies se obtiene a partir del pre—
cipitado de la centrifugacién del gradiente de Ficoll.
Tras la centrifugacidén, la interfase blaﬁquecina contiene
las células mohdnucleares, mientras que en el fondo apa-
recen los hematieswcdn'polimorfos ﬁhclearés. El precipi_
tado se reSﬁspende'y se lava dos veces con salino fisio-
16gico, dejandolo a la concentracidn necesaria para las-

experiencias a realizar.
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TECNICAS DE IDENTIFICACION CELULAR

La identificacién de cada tipo celular se puede hacer
con microscopia 6p£ica simple y con una tincién del
tipo Giemsa. No obstante, 165 datos morfolégicos que

de este tipo de técnicas se obtiene son muy equivocbs
en cuanto a poder identificar a un monocito y a un lin-
focito. Asi, aunque los monocitos suelen ser grandes y
con el nteles berndido (en forma de tres), esto no siem-
pre apareCe asi. A veces;un‘monocito es pequeio y un
linfocito es muy grandzs siendo complicada su diferen-
ciacidn.

Es por ello que es necesario utilizar otro tipo de téc-
nicas que atienda propiedades citoguimicas més especi-
ficas para cada estirpe. Los linfocitos T se pueden iden-
tificar mediante la formacién de rosetas con hematies
de carnero; para los linfocitos B se utiliza la inmuno-
fluorescencia directa (IFD); y para los monocitos, el

método de esterasas no especificas.

a) Formacibén de rosetas

La formacidn de rosetas ha sido descrita anteriormente.

-Para utilizar la técnica como método de calcular la pro-

porcidén de linfocitos T de una preparacidén celular, la

inica diferencia es que, después de la incubacién.de los

hematies y mononucleares en hielo, directamente se pasa

a su - lectura- en. el MiCroSCOPIO. oo it



67

b) Inmunofluorescencia directa (IFD)

Se basa en la propiedad de los linfocitos B de tener

inmunoglobulinas en la superficie de la membrana.

/
Reactivos:

- Qreparacién de mononucleares (2 x 106cel/ml)
- Fluoresceina marcada con anti-IgA-M-G

- ClNa 0'9%

Método:

Resusﬁender la ambolla con fluoresceina en 150/p1 de
agua. Pasar SO,PI a un tubo cbnico con 150lpl de agua
y este se le anaden 200;Pl de la preparacién de mono-
nucleares. Incubar 45 min a 4°C con agitacién. Centri-
fugar 5 min a 1500 rpm y eliminar el sobrenadante.

Lavar con ClNa 0'9%. Hacer una extensidn en portacbhjetos

y mirar al microscopio.

c) Esterasas no especificas (naftol AS-D acetato)

El fundamento tefrico consiste eh que el monocito con-
tiene una esterasa capande hidrolizar el compuesto
naftol AS-D acetato. Se libera naftoi; el cual se acopla
a una sal de diazonium de forma qué apareCe’un Precipi—
tado fuertemente'coloréado cerca del sitio donde tiene

lugar la actividad enzimitica.
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Reactivos:
- Tampdn fosfato (NazHPO4) 0'15 M, pH 7'5

- Fijador: Se prepara afiadiendo a un vaso de precipitado

los siguientes reactivos
Na, HPO,

KH2PO4...... .......

.--.........20 mg

Acetona...... e eaenn 45 ml
Formaldehido 37/%...25 ml

Conservar a 4°C hasta su uso.

-~ Substrato: Se prepara ahadiendo por este orden a un

tubo de ensayo

Naftol AS-D acetato (Sigma)...1l6 mg
ACEtONE + v et e evesusenennsonconn 3 ml

Propilenglicol........... eeeee2 ml

- Colorante "Fast Blue B® Salt" (Sigma)

Método:

Extender una preparacidn celular en un portaobjetos.
Fijar la preparacidén durante 30 s a 4°C. Lavar con tres
cambios de agua destilada agitando suavemente las pre-
paraciones y secar al aire;

La mezcla de incubacién consta de 100 ml de tam?én fos-

fato, 5 ml de 1la preparacién de substrato y 200 mg de
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Fast Blue BB Salt. Agitar fuertemente durante 5 min y
filtrar a través de papel Whatman 1.

La s6lucidn se pasa a un frasco de coplin. Se coloca

la preparacidn celular fijada y se incuba durane 70 min
a temperatura ambiente. Lavar con agua corriente y con-
tratefir con hematoxilina Mayer durante 10 min. Lavar

de nuevo y secar al aire. Leer en aceite de inmersidn.

Interpretacion:

Los monocitos aparecen con unos grédnulos azul intenso
en el nficleo y citoplasma,mientras que en el resto de

células’ , estos grénulos no aparecen.
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32 UNION DE I-VIP A SU RECEPTOR ESPECIFICO DE MEMBRANA

125

3.1. MARCAJE DE VIP CON I (LABURTHE et al,1977)

Reactivos

- VIP: 0'5 mg de VIP porcino (lote n°1008, Peninsula
Laboratories, code 7161) se disuelven en 0'5 ml de HCI
0'005 N, quedando a una concentracidén de 3x10 %M.

- Después de agitar durante 60 min se reparte en alicuotas

del siguierte modo:

# 12 aliciotas de S,Pl que se utilizan para
los sucesives marcajes.

# 6 alicuotas de 50,Pl como "stock" de VIP a

3%x10 4m.

# 125,Pl de la solucibn del péptido mé&s 3'625
ml de Tris 50 mM, BSA 2%, pH 7'5 hacen que
el VIP guede a una concentracidn de 10—5M.

Se reparte en alicuotas de So/pl.

Todas estas fracciones se congelan a -20°C hasta su uso.

- Tampbdn fosfato 0'3M, pH 7'5: 2'04 g de KPO,H, se di-
suelven en 40 ml de agua bidestilada y desionizada. Se

ajusta el pH con NaOH 1 N y se enrasa a 50 ml.

- 12SINa(AME‘RSHAM_IMS 30): con una actividad de 100 mCi/ml,

preparado en NaOH, pH 7-11, libre de reductores y 99'6%

de pureza radioquimica.
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= Cloramina T (1 mg/ml): 25 mg de cloramina T (C7H7C1

NaOZS'3H20, Merck) se disuelven en 10 ml del tampbdn fos-
fato antes descrito. Se prepara 10-15 min antes del mar-
caje y se mantiene en la obscuridad hasta su uso. Se

utiliza en el marcaje como oxidante débil.

- Metabisulfito s6dico (2mg/ml): 25 mg de metabisulfito
sbdico (Na28205,Merck) se disuelven en 5 ml de tampbn
fosfato. El metabisulfito se utiliza como reductor para

detener la reaccidén de oxidacién desencadenada po:i la

cloramina T.
- Tris 50 mM, BSA 2%, pH 7'5 (TB).
- Tris 50 mM, BSA 2%, bacitracina 2 mg/ml, pH 7'5 (TBB).

- Acido/alcohol: Mezcla al 50% (v/v) de &cido acético 1 N
con etanol absoluto. Preparar 50 ml y conservar a 4°C.
- Talco: Desleir un comprimido de 50 mg en 0'5 ml de

agua destilada.

Marcaje

El marcaje se realiza a temperatura ambiente en un tubo
de pléstico que contiene ya Slpl de VIP (5’pg). Con mi-
cropipeta se anade a este tubo:

- 20/p1 de tampbn fosfato

125

- 15/p1 de INa (1'5 mCi)

- Slpl de la solucibn de cloramina T
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Agitar 30 segundos exactos. Aﬁadi; S/Pl aé la soluciﬁn
de metabisulfito s6dico y agitar. A continuacidn éﬁadir
400,P1 de TBB y agitar. Tomar una alicuota de S,Pl de
la mezcla de marcaje y pasarlos a un tubo que contiene
5 ml de TB. Estos Gltimos se utilizarén para determihar’

125

el porcentaje de incorporacibn del I al péﬁtido.

Purificacidn

A la mezcla de marcoeie se ie anade 0'1l ml de la suspen-
sién de talco. Agitar y centrifugar 10 min a 3,000 rpm
(Beckman TJ~6). Aspirar el sobrenadante que contiene
iodo libre. Afiadir 1 ml de la mezcla acético/etanol al
sedimentc de talco. Agitar y volver a centrifugar 10 min
a 3,000 rpm. El sobrenadante, que contiene el 125I—VIP,
se reparte en élicuotas de SO/pl y se conserva a -20°C

hasta su uso.

Antes de utilizar la hormona marcada se vuelve a puri-

ficar anadiendo 350/pl de TB y 100/pl de la suspensibn

de talco procesando de idéntica manera a la descrita.

Célculo del porcentaje de incorporacidn

Tomay 4001yl de la mezcla de marcaje diluida en 5 ml de
TB y ahadirle 100,P1 de la suspensibn de talco. Agitar

y centrifugar 10 min a 3,000 rpm. Contar la radiactivi-
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dad del precipitado y del sobrenadante y calcular la
el porcentaje de radiactividad del primero con respec-

to a la radiactividad total:

'épm ppdo.

31 = X 100

cpm ppdo. + cpm sbte.

En los marcajes realizados (n=7) el porcentaje de in-

corporacidn alcanza un valor medio de 791 + 2'4,

Actividad especifica

La actividad especifica del 125I—VIP, o cantidad de

radiactividad 9pCi) incorporada porlpg de péptido du-
rante el marcaje, se calcula aplicando la siguiente

férmula:

nci 1291 x a1

/
)1g VIP x 100

C A.e. =

En los marcajes realizados (n=7) la actividad especifi-

125

ca alcanza un valor medio de 236 + 5/pCi Iépg VIP.
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3.2. AISLAMIENTO DE VIP PORCINO

Seglin el método de LABURTHE et al (1977a) con algunas

modificaciones.

a- Pesar 1 Kg de intestino delgado de cerdo y lavar su
interior con agua a presidn. Trocear con tijeras y her-
vir durante unos 10 min. Triturar con tijeras o pica-

dora.

b- Homogenizar con un sisicma de aspas (1 Kg de tejido
en 4 1 de &cido acético 0'5 M). Sonicar durante 10 s

y centrifugar a 3,000 rpm durante 1 h. Eliminar la capa
de grasa superior con una espétula, tomar el sobrena-
dante y filtrarlo a través de papel Whatman 541 dos’

veces. Ajustar el pH del filtrado a 7'5 con NH4OH.

c- Afiadir 80 g de talco y agitar. Centrifugar 20 min a
3,000 rpm. Desechar el sobrenadante y resuspender el
precipitado en 2,400 ml de &cido acético 1 N/ etanol
absoluto al 50% (v/v). Centrifugar 50 min a 3,000 rpm.
Congelar el sobrenadante y liofilizar. En este paso se

obtuvo 1'64 g de material liofilizado.

d- Reconstituir en 15 ml de &cido acético 0'2 M. Centri-
fugar 10 min a 4,000 rpm. Tomar el sobrenadante y ha-
cerlo pasar a tfavés de una columna de Sephadex-G 25

(2'4x60 cm) eluyendo con &cido acético 0'2 M y calibran-
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do con 125I—VIP (500,000 cpm). Recoger 120 alicuotas

de 2 ml y contar la radiactividad (fig. 9 ). Unir las
fracciones correspondientes al pico de radiactividad
y liofilizarlas. En este paso se obtuvo 32 mg de mate-

rial liofilizado.

e- Parte del liofilizado se resuspende en TB a diver-
sas diluciones y se determina la concentracidén de VIP

125I—VIP de su unidn

testande la cape2cidad de desplazar
a receptores de membrana piasmitica de higado de rata

(GUERRERO et al,1981).

f- Una vez determinada su concentracidén, este VIP par-
cialmente purificado se utiliza en las experiencias de
unidén 1ZSI—VIP—receptor para que, afadiéndolo al medio

de incubacién (lO—SM final) , se pueda calcular la unibn

inespecifica.
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Fig, 9 Patrbn de elucibn cromatogri&fico del VIP a través de Sephadex-G 25
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UNION DEL VIP A SUS RECEPTORES ESPECIFICOS DE MEMBRANA

EN CELULAS MONONUCLEARES

Reactivos

de incubacién de 10

TB: Tris 50 mM, BSA 2%, pH 7'5.

TBB: Tris 50 mM, BSA 2%, bacitracina 2 mg/ml, pH 7'5.
Tris sacarosa: Tris 35 mM, pH 7'5, sacarosa 10%(w/w).
VIP fric: Una alicuota de VIP del "stock" a concentra-
cidn 10_5M se diluye;en\TbAy se utiliza en las experien-
cias de dosis-efecto de forma que en el medio de incu?

bacibn alcance concentraciones finales entre 10_11 y

-7

10 M.

1251_yIP: Una alicuota delVIP marcado se repurifica con
talco y se diluye en TB de forma que en el medio de in-
cubacién quede a una concentracidén final de 45 pM. (75
Pg de VIP en SOOIyl de volumen de incubacidn).

VIP para la unién no especifica: Una alicuota de VIP
porcino parcialmente purificado se diluye en TB de for-
ﬁa‘que quede a una concentracién final en el volumen

5

M. Con esto se puede calcular la

unién inespecifica o unidn del VIP marcado a cé&lulas

mononucleares en presencia de una concentracién de VIP

frio que tebdricamente desplazaria totalmente al VIP
marcado de su unién al receptor especifico. El1 valor

asi obtenido se resta al de la uni6n total para obtener
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el enlace especifico.

- Preparacidn celular: Cualquiera de los diversos tipos
de preparaciones celulares se prepara en ClNa 0'9% de
forma que en el medio de incubacidén quede a una con-

centracién final de 1'5x10°

cel./ml. Se utilizan célu-
las mononucleares sanguineas humanas, poblaciones enri-
quecidas en linfocitos B y T y poblaciones empobrecidas

en monocitos, ademds de hematies humnanos.

b) Método general

Se realiza la incubacidn en tubos de pléastico (3 ml) en

‘un volumen final de SOO,Pl’ Se ahade por este orden:

- 250 )11 de TBB
- 50/pl de TB, de VIP frfo o VIP para la unidn
inespecifica.

e - SO‘Pl de 125I—VIP

La reaccidn se inicia ahadiendo lSO,Pl de la preparacién
celular. De esta forma en el volumen final de incubacién
los diversos reactivos aparecen con las siguiehtes con-
centraciones:

- Tris 35 mM, ph 7'5

- BSA 1'5%

- Bacitracina lmg/ml

- ClNa 50 mM

- 1257 y1p 45 pm
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11

- Cuando es necesario, VIP frio (10 -10_7M)

O VIP para la unién inespecifica (10_5M).

Se incuba a 15 6 30°C y por periodos de tiempo entre 5 min
y 3 h. En las condiciones 6ptimas se incuba a 15°C duran-
te %O min. Se,détiene la reaccibn tomando alicuotas de
200;p1 del medio y paséndolas a tubos de microfuga que

contienen 200/p1 de TB frio. Se centrifuga 5 min (micro-

fuga Beckman-B), se aspira el sobrenadante y se lavz con

c)

sacarosa al 10% el precipitado. Se corta el fondo del tu-
bo y se cuenta la radiactividad.

Todas las experiencias realizadas se acompanan de tubos
de actividad total (alicuotas:defZOO'Pl del volumen de
incubacidn que se cuentan sin centrifugar) y de tubos
para la unidén inespecifica en cada variable de las condi-
ciones del ensayo. Los resultados se expresaﬁ como el

porcentaje de 125;

-VIP unido especificamente (%B esp.=
%B total - $B inesp.) con respecto a la radiactividad

total.

Cinética de asociacidn

Con las condiciones b&sicas previamente descritas se
estudia la interaccién VIP-receptor a 15 y 30°C durante
periodos de tiempo que oscilan entre 5 min y 3 h, para

determinar la velocidad de asociacifn, tiempo al que se

‘alcanza el equilibrio y la estabilidad de la unidn.



d) Efecto de la concentracidén celular

Se realizan incubaciones con diferentes concentraciones

de células mononucleares sanguineas humanas en un rango
. 6

de 0'5 - 8x10  cel/ml.

e) Degradacibn del 125I—VIP

125I—VIP durante la incu-

‘Se estudia la degradacién del
baridn, en relaciér al tiempe y la temperatura del ensa-
yo, asi como a diferentes#Qpncentraciones de células mo-
nonucleares.
Se determina midiendo la capacidad del 125I—VIP qué que-
da en el sobrenadante de la incubacién de unirse a memF
branas hepéaticas de rata parcialmente purificadas (NEVI-
‘LLE, 1968). Para ello, una alicuota del sobrenadante
(250/pl) se incuba con Solpl de membranas hepéticas (SO‘Pg)
Y_200’pl de TB durante 30 min a 30°C. Las membranas con
el 125I—VIP se separan por microcentrifugacidén y se cuen-
ta la radiactividad del precipitado. Los valores se com-
125

paran con los obtenidos al incubar I-VIP en las mis-—

condiciones experimentales pero en ausencia de células.

" f) Efecto del pH

Se realizan incubaciones ajustando el tampén de incuba-
cidén a un pH final entre 6'5 y 9, para determinar cual
es el Optimo en la interaccién del VIP con las células

mononucleares sanguineas.

i P NN i i S WIR I
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Cinética de disociacibn

Para estudiar la disociacidén del complejo hormona-recep-
tor en células mononucleares sanguineas se lleva a cabo

unJ incubacién a 15°C durante 90 min en las condiciones

“standard". Posterirmente se aiade a todos los tubos

5

Solpl de VIP (10 °M final) y se prosigue la incubacién

tomando alficuotas de 200 pl a los 0, 5, 15, 30, 60, 90,

- 12) y 180 min. Estas alicuotas se centrifugan en micro-

“wofuga seglin método ya descrito. Los resultados se expre-

h)

san como porcentaje de unién especifica con respecto al

tiempo 0, después de anadir VIP.

Estequiometria de la unibén VIP-receptor

Para estudiar la estequiometria de la unién VIP-receptor
se realizan incubaciones en las condiciones "standard",
eh presencia de VIP marcado y concentraciones crecientes

de vIP frio (10" +t-1077

M) . Este tipo de ensayo se lleva
a cabo tanto en células.mononucleares, como en poblacio-
nes enriquecidas de linfocitos B o T, ademds de con mo-
nonﬁcleares empobrecidos de monocitos y hematies humanos
y de carnero.

El procesamiento de los resﬁltados obtenidos segfin el
andlisis de SCATCHARD (1949) permite diferenciar los dis-

tintos tipos de receptores existentes asi como estimar

su afinidad y nfimero.
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Especificidad del receptor para VIP

Para estudiar la especificidad del receptor de VIP en
células mononucleares, se realizan incubaciones de las

células en presencia de VIP marcado y diversas concen-

traciones de secretina (10_9—10_7M), somatostatina (10—8

7

10~7M),vglucag6n (10_7M) e insulina (10 '). Asi se puede

comprobar si existe algln tipo de competicidn entre el
123 . e . . .
I-VIP y los péptidos descritos en cuanto a su unidn

al receptor. Los resultados se expresan como porcentaje

de unidén especifica con respecto al valor obtenido en

ausencia de los péptidos frios.



83

4 . DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ADENIL CICLASA

La determinacién de la actividad adenil ciclasa se rea-

lizF en dos etapas:

/ * Produccibén de AMPc por accibén de la estimulacidn
de la adenil ciclasa por VIP.
* Determinacidn cuantitativa del AMPc producido

por una técnica de proteina enlazante.

4.1. PRODUCCION DE AMPc

a) Reactivos

- TBB/IBMX: Tris 50mM, BSA 2%, bacitracina 2 mg/ml, iso-

butil-metil-xantina 0'4 mM, pH 7'5.
- TB: Tris 50 mM, BSA 2%, pH 7'5.

-°VIP: Una alfcuota de VIP del "stock" a concentracién

5

10" °M se diluye en TB de forma que quede en el ensayo

8

a una concentracién final de 10 M. En las experiencias

de dosis-efecto las concentraciones del péptido cubren

11 7

un rango entre 10 "~ y 10 ‘M.

- Metanol

- Preparacidn celular: Cualquiera de las diferentes po-
‘blaciones celulares utilizadas se prepara en ClNa 0'9%

de forma que en el medio de incubacibén quede a una



b) Método general

concentracién final de 0'5x10

84 -

6c61./ml. Se utilizan

células mononucleares sanguineas, poblaciones enri-

quecidas en

linfocitos B o T y otras empobrecidas en

monocitos, ademds de hematies humanos y de carnero.

Se realiza la

en un volumen

incubacidén en tubos de pléstico (3 ml) en

final de SOO/pl. Se anade por este orden:

250 fl de TBB/IBMX

50.)11 de TB

Solpl de VIP (10_7M) para estudiar la pro-
duccién de AMPc en presencia del péptido

6 Solpl de TB,como basal, para determinar

la produccibén de AMPc en ausencia de VIP.

La reaccidn se inicia afiadiendo lSO/pl de la preparacibn

celular. De esta forma en el volumen final de incubacién

los diversos reactivos aparecen con las siguientes con-

centraciones:

Tris ~ mM, pH 7'5

BSA 1'5%

Bacitracina 1 mg/ml (inhibe la degradacién
del VIP.

IBMX 0'2 mM (inhibidor'de fosfodiesterasa)

ClNa 50 mM
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- VIP, 1078

M o ausente, bien se trate de
estudiar la produccibn de AMPc estimula-

. da por el péptido o en condiciones basales.
En las experiencias de dosis-efecto ei VIP
estd presente a diferentes concentraciones
entre 10711 y 10 m.

Se incuba a 15 6 30°C por periodos de tiempo entre 5 y
90 min. Se detiene la reaccién anadiendo 2'5 ml de metanol,
gie precipits ia fraccibn proteica, y se centrifuga 10
min a 3,000 rpm. Aifcuotas*ae 400/yl del sobrenadante

se pasan a tubos de vidrio (2 ml) en los que se deja eva-
porar el metanol (60°C), quedando la fraccibn soluble ,
con el AMPc producido, adherida a la pared del tubo. En
este residuo se determina posterirmente el AMPc existente.
En todos los ensayos realizados, y para cada variable
experimental, la incubacidn tiene lugar tanto en presen-
cia como en ausencia de VIP a fin de determinar los va-
lores basales de AMPc y compararlos con los obtenidos

al estimular el sistema adenilato ciclasa con el péptido.

Efecto del tiempo y la temperatura

Con las condiciones bésicas previamente descritas se

estudia la produccién de AMPc estimulada pér VIP a 15 y
30°C durante periodos de tiempovque oscilan entre 5 yon
30 min. La preparacién celular utilizada son las células

mononucleares sanguineas.
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d) Efecto del IBMX

. @)

£)

El IBMX inhibe la actividad fosfodiesterésica impidiendo
que el AMPc producido durante ia incubacibn sea degra-
dado. Se realiza una incubacibdn del las cé&lulas mononu-
cleares sanguineas a 15°C, durante periodos de tiempo
entre 5 y 90 min en presencia y ausencia de IBMX para
comprobar que el VIP en ausencia del inhibidor puede

también estimular la prcduccién de AMPc.

Se realizan incubaciones con diferentes concentraciones

de c&lulas mononucleares sanguineas humanas en un rango

6

de 0'25-6 x 10 cél./ml.

Efecto del pH
Se realizan incubaciones ajustando el pH del medio de
incubacidn a diferentes valores entre 6'5 y 9'0. De esta

forma se determina cuidl es el valor 6ptimo de pH pafa

que el VIP estimule el sistema adenilato ciclasa.

- Ensayos tipo dosis-efecto

Se realizan incubaciones en las condiciones previamente

descritas (15°C y 45 min) en ausencia y presencia de con-

centraciones crecientes de VIP (10nll—10-7M). Este tipo

de ensayo se lleva a cabo con células mononucleares,
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poblaciones enriquecidas en linfocitos B o T, poblacio-
neé empobrecidas en monbcitos y con hematfies humanos y
de carnero; Con estas experiencias se puedeAcalcular

la #oncentracién de VIP a la que la produccién de AMPc
es/méxima asi como la que ‘consigue la mitad del efecto

méXimo (Xm) .

Especificidad

?éra estudiar en las células mononucleares si la estimu-
lacién de la produccién de AMPc es especifica para el
VIP se realizah incubaciones de las células en presencia
de diversas concentraciones de secretina (10—9-10_7M),

7

somatostatina (10_8—10— M), glucagén (10"7M) e insulina

(10" 'm) .
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DETERMINACION CUANTITATIVA DE AMPcC

La determinacidn cuantitativa de AMPc se realizaApor

una técnica de proteina enlazante basada en la descrita
por GILMAN (1970) y con las modificaciones introducidas
por SOBRINO et‘al (1979). Este método recibe el nombre

de "proteina enlazante" por referncia a la protefina
p

'quinasa, dependiente de AMPc, o bien "radioandlisis a

saturacidn” por ilas condicicres en que transcurre la re-
accidn. La reaccibén éonsisteren una competicibn entre

el AMPc no radiactivo y el 3H—AMPc por enlazaf la subuni-
dad reguladora (R) dé la proteina quinasa. Es una reaccidn
a saturacién, lo que quiere decir que la concentracibn

de la proteina quinasa es inferior a la necesaria para

"enlazar el AMPc total presente en la reaccibn.

La separacién del complejo proteina quinasa-AMPc se rea-
liza utilizando carbén activo segfin la té&cnica de BROWN

y EKINS (1971).

a) Reactivos

- Taméén fosfato (KH2P04) 0'2 M, pH 6'5 (TP 0'2)

- Tampén fosfato (KH,PO,) 0'05 M, pH 6'5 (TP 0'05)

- AMPc: Se parte de una pfeparacién comercial monohidra-
tada (3!5" adenosin monofosfato ciclico.Hzo, Boheringer) .
Se disolvid en un tampdén fosfato potédsico 0'005 M, pH 6'5

hasta que quedd a una concentracibén de 100 pmol/ml
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ml que se reparte en alicuotas y se conserva a -20°C
hasta su uso. En cada ensayo se utiliza una alicuota
para preparar diluciones de AMPc que se utilicen en
lé curva standard seglin el siguiente esquema:

|

500 ! (100 pmol/ml) + 500 PL TP 0'2 M = 50 pmol/ml
SOO‘Pl (50 pmol/ml) + SOO‘Pl ™ 0'2 M % © 25 pmol/ml
500 p1 (25 pmol/ml) + 750 pl TP 0'2 M = 10 pmol/ml
‘¢~250/pl (10 pmol/ml) + 250/pl TP 0'2 M = 5 pmol/ml
ZOO‘Pl (10 pmol/ml) + GOO/pl TP 0'2 M = 2'5pmol/ml
1001p1 (10 pmol/ml) + 900,Pl TP 0'2 M = 1 pmol/ml
BOO‘Pl (1 pmol/ml) + 3001pl ™ 0'2 M = 0'Spmol/ml

H-AMPc: Comercialmente suministrado como (2'8—3H)—3'—
5'-adenosin monofosfato (sal ambénica) en solucibn de
:alcohol etilico (50:50). Se diluyé en TP 0'05 para
obtener una concentracién final aproximada de 0'1 pmolépl.
Se reparte en alicuotas de 0'5S ml y se congelan a -20°C
hasta su uso. En el ensayo se descongela una alicuota
y se diluye de nuevo en TP 0'05 hasta que en 40,Pl

haya 1 pmol de 3H-—AMPc.

- Proteina quinasa dependiente de AMPc, aislada de ms-
culo de conejo y diluida 1/12 en TP 0'05 que contiene,

ademis:
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4 Teofilina 8 mM: Inhibidor de una posible
fosfodiesterasa del AMPc, que pudiera
encontrarse en la preparacién de la pro-

teina o en las muestras.

# Mercaptdetanol 6 mM: actfia como reductor
de los enlaces disulfuro de la proteina -

quinasa.
\ 2+
# EDTA 5 mM: qua2lante de Mg™ .
# Albfimina sérica bovina (BSA)

- Carbdn 2'6%, BSA 2% preparado en TP 0'05 M.

b) Preparacién de la curva standard

En un vaso de precipitado se anaden por este orden:

1

TBB/IBMX...000e...1 ml

ClNa 0'9%........ .0'6 ml

f

Metanol.....eca...10 ml

Centrifugar 5 min a 3000 r?m y tomar alfcuotas de Q'4 ml
del sobrenadante y pasarlos a tubos de vidrio. Evaporar
(60-70°C) y utilizar estos tubos para la.curva standard

de AMPc frio.
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c) Método

Anadir a los tubos de vidrio problema lOOlPl de TP 0'2 M,
mientras que a los preparados especialmente para la cur-

va standard se le anaden lOO'Pl de las diferentes dilu-

ciones de AMPc frio (50-0'5 pmol/ml). Se incluye, ademés,

un tubo al que sb6lo se anade 100/p1 de TP 0'2 M sin AMPc

frio (cero) y otro al que se anade lOOlpl de TP 0'2 My
no se afade gcrcitelina quinasa (blanco).

Agitar los tubos y cejar 307min a temperatura ambiente
hasta conseguir una perfecta redisolucidn del residuo del
evaporado. Anadir 40,Pl de la solucidn de proteina qui-
nasa a todos los tubos excepto al blanco. Incubar 60 min
a 4°C y anadir 40[pl de la preparacién de 3H—AMPC. Incu-
bar 90 min a 4°C. Afnadir lBO/pl de la suspensién de car-
b6én 2'6%, BSA 2%; agitar y centrifugar 15 min a 3000 rpm.
Sé toman alicuotas de lSO‘Pl del sobrenadante y se pasan
a viales con liquido de centelleo (5 ml) y se cuenta la
radioactividad en contador §.

En la figura 10 se representa una curva standard del
método explicado en la que en la abscisa estén los pmoles
de AMPc por tubo, y en la ordenada, el porcentaje de unibén
del 3H--AMPc a la proteina quinasa con respecto a la ra-

diocactividad total.
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SH-AMP
( % total)
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Fig. 10 Curva standard de AMPc
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4.3, OBTENCION DE PROTEINA QUINASA

a) Preparacién de la columna de DEAE-celulosa

1. Pesar, al menos, 100 g de DEAE-celulosa. Anadir 5
volfimenes de NaOH 0'5 N y agitar durante 15 min. Dejar
reposar y aspirar el sobrenadante alcalino en el que se
encuentran particulas coloidales.

2. Lavar la resina con agu2 bidestitnda todas las veces
que sea preciso hasta que el PH descienda & La,dguﬁ:aliéh’
dad. Se puede utilizar para el lavado un kitasato.

3. Resuspender la resina en tampdn Tris-ClH 5 mM, EDTA‘

2 mM, pH 7'5. Agitar durante 15 min a temperatura ambien-
te y decantar o aspirar el sobrenadante. Esta operacién
se realiza 2 veces. Comprobar que pH final es de 7'5.

4. Verter la resina sobre una columna (2 cm de didmetro)
a‘la gue previamente se ha colocado lana de vidrio para
evitar que el DEAE-celulosa se’escape'. Llenar hasta 10
cm de altura con el tampdn para que el empaquetamiento

de las particulas sea homogéneo.

5. Lavar la columna con 200 ml de tampén. Seguidamente
aspirar el volumen liquido que se enéﬁentralsobrekla re-"
sina y afladir 1 ml de una solucidn de BSA'Z%,(brepara—
da en el tampén’ para saturar el vidrio de la columna

e impedir que se adhiera al mismo la proteina quinasa.

Dejar que empape la resina y pasarle'més tampbn. Guardar

;»;a”qplumna,enugémara fria hasta su uso. A e



94

b) preparacién de extracto de misculo

1. Desangrar 2 conejos (2-3 kg). Cortar los mlisculos de
éxtremidades y dorso. Trocear con tijeras y triturar
con‘un homogenizador comercial. Todas las operaciones
deben realizafse en c8mara fria. Resuspender el tritu-
rado en 2'5 vol{imenes de una solucidn EDTA 4 mM, pH 7.
Agitar 15 min y filtrar a través de gasa para eliminar
~grandes actimulos.

2.,Cehtrifugar el filtrado a 10,000xg durante 30 min.
Recoger el sobrenadante y desechar el precipitado. El
sobrenadante se lleva a pH 6'1l por adicibn de &dcido acé-
tico. Se forma lentamente un precipitado (fosforilasa
quinasa b y glucégeno sistetasa) el cual se separa por-
centrifugacién a 10,000xg durante 30 min.

3. Se recoge el sobrenadante y se le ajusta el PH_a 5'5
pSf adicidn de éciao acético. Centrifugar a 10;0003g du-
rante 30 min.

4. E]1 sobrenadante se ajusta a pH 6'8 pcr adicibén de una
1 M; pH 7'2. Conseguido

solucibn tampdn de KH‘PO4/K2HPO

2 4
esto, se anade sulfato ambnico (32'5 g/100 ml). Se agita
durante 2 h y sé centrifuga durante 60 min a 10,000xg.

5. Desechar el sobrenadante y resuspender el precipitado

en el menor volumen posible de tampdén Tris-ClH 5 mM, pH

7'5 y se dializa durante 48 h en 20 volfimenes del mismo,
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con 4 6 5 cambios de tampdn durante ese tiempo.
6. La solucidn proteica se centrifuga a 40,000xg durante
1 h, desenchéndose el precipitado y sometiendo el sobre-

nadante a la cromatografia.

c) Cromatografia en DEAE-celulosa

1. Aspirar el volumer ligquido que se encuentra por en-
c;ma de la resine. Afadir cnidadosamente la solucidn
proteica; esperar e queippnétre y lavar con tampén Tris-
C1H 5 mM, pH 7'5.

2. Conectar un gradiente continuo de Tris-ClH desde 5 mM
hasta 500 mM. Para ello se preparan 500 ml de Tris-ClH

5 mM, pH 7'5 yv 500 ml de Tris-ClH 1000 mM, pH 7'5 que

se colocan en un sistema de vasos comunicantes; de tal
forma que se conecta a la columna el vaso de menor con-
centracién.

3. Recoger en colector de fracciones alicuotas de 10 ml
hasta que pasertoda la solucibn tampén. Tomar alicuotas
de 20‘Pl de cada tubo para determinar la capacidad en-
lazante de 3H—AMPc. Se mezclan todos los tubos de‘mayor
actividad y se reparte el volumen resultante en alicuo-

tas que se conservan a -20°C hasta su uso.
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5. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE PROTEINA QUINASA

Tras caracterizar la unidn del VIP a sus receptores es-
pecificos y estudiar el acoplamiento del complejo hormo-
na-receptor al sistema adenil ciclasa, se puede pasar a
comprobar si él siguiente eslabén de la cadena se en-
cuentra presente. Este es una proteina guinasa dependien-
te de AMPc.

El mecanismo de activacilu de la proteina quinasa fue
propuesto por BROSTROM et al (1971). La proteinééénac—
tiva (RC) se compone de una subunidad reguladora (R) y
una subunidad catalitica (C). El enlace del AMPc a la
subunidad reguladora produce la separacidn de la subuni-
dad catalitica activa, que cataliza la fosforilacidn de

proteinas.

RC + AMPC ———» R-AMPC + C
C
Mg 2

ATP + proteina i P-proteina + ADP

La técnica utilizada para medir la actividad de la pro-
teina se basa precisamente en la capacidad que tiene’
de catalizar la transferencia del_grupo ¥-fosfato de un

32,

ATP (marcado en posicién & con P) a una proteina (his-

tona) en presencia de Mg2+.
La descripcidn de la técnica se puede dividir en dos

fases :
1. Incubacibén de las células mononucleares

2. Determinacidn de la actividad de la protei-
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5.1, INCUBACION DE LAS CELULAS MONONUCLEARES SANGUINEAS

a) Reactivos

- TBB/IBMX:

Tris-ClH 50 mM, BSA 2%, bacitracina 2 mg/ml,

/
IBMX 0'4 mM, pH 7'5

| : ‘
- TB/Mg: Tris-ClH 50 mM, BSA 2%, Mg 50 mM, pH 7'5

- Tris/Tritén: Tris-ClH 35 mM, pH 7'5, Tritén X-100

0'4%, teofilina 20 mM

Wi Mte="VIP: Una alicuota del"stock" se diluye en TB hasta

una concentracién tal que luego en el ensayo quede a

8

10" °M. En las experiencias dosis-efecto se cubre un

rango de concentraciones de 10~

11 7

-10" ' M.

- Preparacidén celular: En este tipo de experiencias

s6lo se ha utilizado cé&lulas mononucleares sanguineas

humanas. Estas se preparan en ClNa 0'9% de forma dque

en el ensayo estén a una concentracidén final de 2 x 10~

células por

b) Método

En tubos de

6

ml.

microfuga (1'5 ml) se anade por este orden:

125/Pl de TBB/IBMX

1

25 )11 de TB/Mg
- 25/pl de VIP o TB seglin se quiera estimu-
lacidn .o basales

- 75,P1 de células mononucleares sanguineas
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De esta forma los reactivos quedan en el volumen final-

de incubacién a las siguientes concentraciones:

- Tris-ClH 35 mM, pH 7'5
~ BSA 1'5%

- bacitracina 1 mg/ml

- IBMX 0'2 mM

- Mg 5 mM

- VIP 10_8M 6 0 en las basales

6

- célulaz moronucleares, 2 x 10 cel/ml

- ClNa 50 mM
Se incuba 45 min a 15°C. La reaccidén se detiene anadien-
do 1001pl de Tris/Tritbén. Sonicar 5 s y centrifugar en
microfuga 5 min. El sobrenadante se utiliza para determi-

nar la actividad de la proteina quinasa.

c) Efecto del tiemgoby del IBMX

Se realizan incubaciones a 15°C durante periodos de
tiempo entre 2'5 y 60 min, en presencia de IBMX y VIP,
s6lo con VIP, sb6lo con IBMX y sin ninguno de los dos

componentes.

d) Ensayos tipo dosis-efecto

Se realizan incubaciones a 15°C durante 45 min en ausen-

cia y presencia de concentraciones crecientes de VIP

+ M final). e
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e) Especificidad

. . . . . -9
Se realizan incubaciones en presencla de secretina (10 “-

10~7M), insulina (107%M) y glucagén (10" %m) .

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

a)'geactiggg

- Tampén fosfato (KH2P04), 25 mM, pH 6'8. Se utiliza

para preparar 1o0S siguientes reactivos:

$ Histona K+ (histona de timo de ternera, tipo
II A- Sigma), 15'6 mg/ml
# AMPc (A-3:5-MP ciclico.H,0 , Boehringer) , 88)ﬂ4

# FNa, 400 mM

- ATP—32P Se prepara ahadiendo a 250/pl de ATP frio

2'5 mM en acetato magn631co (20 mM) , 25,P1 de ATP—32
LK—32P]—adenosin trlfosfato, Amersham) y 225,P1 de

agua. De esta forma el trazador queda a una concentra-

cién de 1 mM, Esta preparacién se congela hasta su uso.

Filtros Whatman (2'5 cm 6F/C)

Acido tricloroacético iO%_(TCA)

Etanol absoluto

Eter sulfGrico saturado con agua

Liguido de centelleo (Merit)
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b) Método

Hay que preparar 4 tipo diferentes de tubos:

l.

Problemas: - SOIpl de histona
- 10 }11 de agua
-5 )ﬂ.de FNa
32
-10 )Jl de ATP-""P

—'40?pl de los sobrenadantes

Tubos con AMPc frio que activan completaménteia la
proteina quinasa: Igual que el anterior, anadiendo

10'yl de AMPc en vez de agua.

Tubos blanco: Sirven para determdinar la incorpora-
cibn de 32P a la histohai en ausencia de proteina
quinasa. Igual al primero, pero ahadiendo 401pl de

agua en vez de sobrenadante.

Actividad total: Tubos que se procesan de la misma
manera que el primero, hasta el momento de la' sepa-

racién en papel Whatman. Mientras que los del apar-

tado 1,2 y 3 se separan en el filtro, los de acti-

vidad total se pasan directamente al vial con liqui-

do de centelleo.

Incubar 10 min a 30°C. Pipetar lOG}Pl de la mezcla a fil-

tros Whatman. Precipitar en TCA 10% (15 min) y lavar dos

veces méds (5 + 5 min). Lavar con etanol (5 min) y . con
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éter saturado con agua (5 min). Dejar secar los filtros
y contar la radioactividad en viales con 5 ml de liquido

de centelleo.
A los valores obtenidos se les resta el blanco y, después,

se ‘expresan como el cociente -AMPc/+AMPc.

o -



RESULTADOS
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Las experiencias llevadas a cabo para caracterizar

el sistema receptor-efector para VIP en las células

mononucleares sanguineas humanas siguen un orden muy

preciso que se puede se puede dividir en 4 etapas:

Caracterizacidén de la interaccidn del 125I--VIP

con el receptor de membrana.

Caracterizacibén de la produccidn de AMPC. &n .

la célula por efecto del VIP.

Caracterizacién de actividad proteina quinasa

dependiente de AMPc.

Estudio de la interaccibn del”lZSI-VIP al recep-

tor y de la produccién de AMPc en las diversas
subpoblaciones de células mononucleares: Linfo-
citos B, linfocitos T, monocitos y contaminacidn

de hematies.
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1. UNION DE 12SI—VIP'A'CELULAS MONONUCLEARES

Utilizando como trazador 125I—VIP y como modelo celular

células mononucleares sanguineas humanas se realizan

diversas experiencias de unibn del péptido al receptor
para determinar las condiciones idbéneas de esta inter-
accién y, posteriormente, determinar los parémetros ci-

néticos y estequiométricos especificos:

1. Efecto de la concentracidén celular
2, Cinética de asociacién

3. Degradacidn de receptores

4. Efecto del pH

5. Cinética &e disociacidn

6. Estudio estequiométrico

7. Especificidad

1.1. EFECTO DE LA CONCENTRACION CELULAR

Se realizan incubaciones del trazador (45 pM) con di-
ferentes concentraciones celulares en un rango de 0'5-
8 x 106cél/ml, a 15°C y durante 90 min. Estas condicio-
nes experimentales se toman de trabajos previos de la
literatura para otros modelos de receptores de VIP

(PRIETO et al, 1979 y 1981; GUERRERO et al, 1981).
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Al terminar la incubacidén se centrifugan las muestras,
se cuenta la radioactividad del precipitado y el sobre-
nadante se utiliza para determinar la degradacidn del‘
125I—VIP a cada concentracidén celular (ver material y
métodos) .

En la figura 11 y tabla 1 se muestra que la unién

especifica de125

I-VIP a las células es proporcional a

la concentracién de estas hasta 2 x 136 cel/ml, perdién—
dose dicha proporcionalidad‘a concentraciones mayor2s.

Asimismo, la degradacién~de1 péptido depende'témbién de
la concentracibn celulaf siendo superior al 40% por en-
cima de 2 x 106 cel/ml (figura 12 y tabla 2 ). |
Es por ello que para las siguientes experiencias se to-
man 1'5 x 106 cel/ml en la que la unidn especifica esté
en el rango de proporcionalidad y es lo suficientemente
alta como para poder trabajar con los valores obtenidos.

Ademés,la degradacibén del péptido se mantiene en unos

valores de un 30% aproximadamente.
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Tabla 1

12SI—VIP unido especificamente a células

Porcentaje de
mononucleares sanguineas en funcibén de la concentracidn

celular (X de triplicados).

Concentracibn
| ] ) 1 1 ¥ .
celular(xlO(cel/ml) ,0.5. lAQ _1,5 2 0_ v4 Q. .3 01

125

$1%°1-vIP unido 2'6" 310 4'6 5'2 8'0 8'9
Tabla 2
125

I-VIP degradado en funcién de la concentracibén celu-
iar, expresado como porcentaje de VIP indemne con res-
pecto a un control en ausencia de células (X de tripli-

cados) .

Concentracidn
celular (x10%cel/m1)| 0'5 1'0 1's 2'0 4'0 8'0

$VIP indemne
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Fig.11 Porcentaje de unidn especifica de 125

funcidén de la concentracidn celular.

)

I-VIP en
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N _2,40 i
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Celulas/ml (x10"6)

Fig. 12 Porcentaje de 125I--VI_P indemne después de su

incubacibn con diferentes concentraciones de

" células.
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CINETICA DE ASOCIACION

6 cel/ml, se

Con una concentracién celular de 1'5 x 10
estudia la unibén del péptido al receptor en funcidén del
tiempo y la temperatura. En la figura 13 se observa como
a 15 y 30°C el porcentaje de unibén especifica aumenta
conforme transcurre el tiempo de incubacidén. Se alcanza
un estado de equilibric aparente a 60 min para 15°C,
mientras que a 30°C lo que se obtiene es un pico de

unibén méxima a los 30 min-para que luego esta descienda

rdpidamente (tabla 3 ).

Estudiando la degradacién del péptido en funcidn del
tiempo y temperatura (figura 14) puede observarse que
esta es mucho mayor a 30 que a 15°C. Esta degradacidn
tan alta a 30°C puede explicar el hecho de que no se
consiga obtener una unibén estable del VIP al receptor,
ya que el péptido desaparece répidamente del medio de
incubacidén (tabla 4). A 15°C la degradacidn es sensif
blemente menor, por lo que para el resto de las experien
cias éé utilizaréd siempre esta temperatura y un tiempo

de incubacidn de 90 min.
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Tabla 3

125I--VIP unido especificamente a células

Porcentaje de
mononucleares sanguineas en funcibén del tiempo y tempe-
ratuda de incubacidén (X de dos experiencias por tripli-

cado?.

f

tiempo (min)

% VIP unido 5 15 30 60 90 _120 180

‘“ﬁ'ﬁ¢515°c 2'2 3'6 4'6 5'9 6'3 6'1l 5'6
30°C 3'8 5'7 6'1L 6'3 5'6 3f5 1'7
Tabla 4
125

I-VIP degradado en funcién del tiempo y temperatura
expresado, como porcentaje de VIP indemne con respecto

a un control en ausencia de células. (X de triplicados).

tiempo (min)

% VIP indemne 5 15 30 6Q 90 120 180

15°C 100 100 90 70 65 58 45

30°C - 81 73 49 29 21 12
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N
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{

(°% TOTAL)™

51VIP unido

o
|

] | | l
O 1 2 3
Tiempo (horas)

125I-VIP unido especificamente a

Fig. 13 Porcentaje de
- células mononucleares en funcidn del tiempo y

la temperatura (15°C, 6—; 30°C, 0—O0).
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100 |

"251_VIP unido
(°% CONTROL)
O
(]
|

0 1 2 3
Tiempo (horas)

Fig.14 Porcentaje de VIP indemne después de su incubacidn
a diferentes tiempos y temperaturas (15°C, e;—a;

30°C, 0—o0).
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1.3. DEGRADACION DE RECEPTORES

Otra’variable que hay que valorar es la degradacibén de
los receptores durante la incubacién. Realizando prein-
cubaéiones de las células en ausencia del trazador, se
muesFra en la figura 15que con una de preincubacidn
apenas se afectan los receptores, aumentando algo la
degradacién a los 90min y mucho mas tfas 120 min.
.No obstante, a los 90 min, que es el tiempo seleccionado
‘wopatra realizar las siguientes experiencias, la degrada-

cidén es inferior al 20%. (tabla 5)

Tabla 5

VIP unido a células mononucleares sanguineas tras dife-
rentes periodos de preincubacibén sin trazador, expresado
como porcentaje de unidn méxima en ausencia de preincu-

bacién (X de triplicados).

tiempb de preincubacibn (min)

0 30 .60 90 120

1251 _y1p unido lico 100 95 82 62

(% del méximo) g
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1251_VIP unido
(°/ mdximo)

é .

~

Fig.15

Qo
O
{

N
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O
J

o L~ l !
0 1 2

Tiempo de preincubacion
(horas)

125I—VIP unido a células tras diversos periodos

de preincubacién sin trazador, expresado como

porcentaje de la unién a tiempo Q0 de preincuba-

cibn.
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1.4. EFECTO DEL pH

La figura 16 representa el efecto que ejerce el pH del
medio de incubacidn sobre la unién del VIP al receptor
(tabla 6 ). E1l pH en el que se obtiene un porcentaje
mayor de unidn especifica es 7'5, mientras que por

‘debajo de 7 y por encima de 8 la unién disminuye drés-

ticamente.
Tabla 6
125

I-VIP unido especificamente a células mononucleares
sanguineas en funcibén del pH, expresado como porcen-

taje de la unidn méxima (X de triplicado).

pH

6'5 7'0 7'5 8'0 8'5 9'0

125I'-VIP unido

| } 48 88 100 53 37 29
(% del miximo)
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100

I-VIP unido
( °/o maximo)
o))
&

O T ! i 1 I L 1 T
65 70 75 80 85 90
. F)}ﬁ

Fig. 16 1251 vIP unido a células a diferentes pH, .

expresado como porcentaje de la unidn maxima.
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1.5. CINETICA DE DISOCIACION

La unién del'125

I-VIP a sus receptores de células mono-
nucleares sanguineas es un proceso reversible como se
comprueba en la figura 17, en la que se ha inducido la

separacibn del complejo trazador-receptor mediante la

adicién de un exceso de VIP frio ( 1/PM‘).

El perfil de la curva de disociacibén corresponde a una
cinética de segundo orden, indicando 1akpresencia de

‘ dos receptores de diferente afinidad. El1 de alta afini-
dad tiene un tiempo de disociacién medio de 90 min y el

de baja afinidad de 20 min (tabla 7 ).

Tabla 7

125I-VIP unido especificamente a cé&lulas mononucleares

sanguineas en funcién del tiempo, tras ahadir al comple-
jo trazador-receptor un exceso de VIP frio (l/PM). Los
Valores se expresan como porcentaje de la unidn inicial.

(X de triplicados).

tiempo (min)

0 5 15 30 60 90

125I—VIP unido

(2 del inicial)

100 85 8Q 69 55 43




118

100

oo
&

o}

T ~
5
o 2 60
Q<
> e
.-Lo
mv
o™
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Fig.1l7 Cinética de disociacién del complejo
hormona-receptor tras la adicidén de

una alta concentracién de VIP frio

(1 )IM) .
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ESTUDIO ESTEQUIOMETRICO

Para estudiar la estequiometria de la unién VIP-receptor

125

se incuban las cé&lulas con I-VIP (45 pM) y concentra-

ciones crecientes de VIP frio (10"11-10'—7

M). En la
figura 18 puede observarse como concentraciones creciéen-
tes de VIP frio van desplazando al trazador que se en-
cuentra unido a los receptores (tabla 8 ). De esta gré-
fica puede obtcenerse la afinidad global aparente de los
receptores, que es la conqentfacién de VIP frio capaz

de inhibir al 50% la unidn del trazador a la membrana.
Este valor es de 0'4 x 10—9 M. Se encuentra una disminu-
cibén significativa de la unibén a concentracién tan baja

como 3 X 10—11 M.

En la figura 19 se representan los resultados anteriores
seglin el método de SCATCHARD (1949), obteniéndose una
cur;a de concavidad superior. Esto‘sugiere la existencia
de dos poblaciones de receptores, una de alta afinidad

9 p

(Kd = 0'24 x 10 ° M) y una baja capacidad de unién

(8 fmol/10° c&1.) y, otra,de baja afinidad (Kd = 8x 107°
M) y.alta capacidad de unidn (800 fmol/lO6 cél.). De esta

forma los receptores de alta y baja afinidad representan

respectivamente un 1 y 99% del total (tabla 9 ).
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Tabla 8

Porcentaje de 125I--VIP unido especificamente a cé&lulas

mononucleares sanguineas en ausencia y presencia de

concentraciones crecientes de VIP frio (X + ESM, n = 5).

VIP (M) % 125I—VIP unido
0 4179 + 0'64
107 4119 + 0'36
3x 107 3163+ 0'34
10710 3104 + 0'41
1077 2102 + 0'40
1078 1131 + 0'40
1077 0'85 + 0'22

Tabla 9

Constante de disociacibén (Kd) y capacidad de unién del

receptor de VIP en células mononucleares sanguineas.

Kd (nM) fmol/10° cél.

Global 0'40 808
Alta afinidad 0'24 8.

Baja afinidad 80'00 800
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125I--VIP a células

Fig.18 Unién especifica de
mononucleares sanguineas en ausencia y
presencia de concentraciones crecientes

de VIP frio.
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Fig. 19 Representacién de SCATCHARD (1949).
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1.7. ESPECIFICIDAD

Para determinar si el receptor del VIP es especifico
para este péptido, se realizan incubaciones del traza-
dor]con las cé&lulas monucleares sanguineas en ausencia
Yy gresencia de‘concentraciones crecientes de otros
péétidos como son la secretina, glucagdn, insulina y
somatostatina.
En la figura 20 se observa que s6lo la secretina es
~~capaz de desplazar al trazador de su unidn al receptor,
aunque con una afinidad 400 veces menor a la del VIP

nativo. La somatostatina, glucagbn e insulina son prac-

ticamente inectivos a concentraciones tan altas como

10" 'M (tabla 10 ).
Tabla 10
125

I-VIP unido especificamente a éélulas mononucleares
sanguineas en presencia de VIP nativo, secretina, so-
matostatina, glucagdn e insulina. Los resultados se
expresan como porcentaje de la unidn méxima en auéencia

de péptidos frios (X de triplicados).

0 101 33161 1610 16%  3x16° 10° 1¢77
VIP 100 96 88 85 46 - 33 28
Secretina 100 - - - 91 81 79 57
Glucagén 100 - - - - - - 100
Insulina 100 - - - - - - 100
Somatostat.100 - - - - - 90 87

Péptidos frios (M)
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Fig. 20 Unidn especifica de 125I-—VIP a células

mononucleares en presencia de diferentes

péptidos.
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2. PRODUCCION DE AMPc EN CELULAS MONONUCLEARES POR ACCION

DEL VIP

Después de caiacterizar la interaccibén del VIP con sus
receptores especificos de membrana, el siguiente paso
consiste en encontrar el segundo mensajero o efector que
traduce la informacién que el péptido contiene. En el
presente trabajo se estudia el AMPc como efector de la
accibn del VIP én clulas moncnucleares sangufineas , de
forma sismilar a lo que iéggéurre al VIP en otros siste-

mas celulares (LABURTHE et al,1979a; PRIETO et al,1981).

Se estudia la produccibn de AMPc en las siguientes con-

diciones:

1. Efecto de 1la cohcentracién celular
2. Efecto del tiempo y la temperatura
3:~E£ecto del pH

4. Efecto de’'la concentracifn de VIP

5. Especificidad
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2.1. EFECTO DE LA CONCENTRACION CELULAR

En primer lugar se determina el AMPc producido a dife-
rentes concentraciones de células mononucleares sangui-
~neas en ausencia (basal) y presencia (estimulacidén) de
VIP nativo (10_8M). La incubacibn se realiza a 15°C y
durante 45 min. En la figura 21 se observa que la pro-
duccibén de AMPc es proporcional a las concentraciones
celulares estudiadas tanto en condiciones basales como
con VIP. Para las siguientes experiencias se utiliza la

6cel/ml en la cual los

concentracién celular de 0'5 x 10
valores obtenidos de AMPc son perfectamente medibles

{tabla 11 ).

Tabla 11

AMPc producido a diferentes concentraciones de células
mononucleares sanguineas en condiciones basales y en pre-

sencia de VIP (10—8M). (X de. triplicados).

AMPc (pmol/ml)

éélulas’(lo6/ml)  basal VIP (lO—SM)
0'25 ' 0'12 2'0
0'5 1'6 7'7
1'0 ’ 5'0 15
1's 91'25 26
3'0 17 48

6'0 : 35 95
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Fig. 21 Efecto de la concentracibén celular sobre
la produccién de AMPc en condiciones ba-

sales (0—o0) y con VIP (lO_SM)(OF—l)-
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2.2. EFECTO DEL TIEMPO Y LA TEMPERATURA

En la figura 22 se representa la produccién de AMPc

en células mononucleares sanguineas a aos temperaturas
(15 y 30°C) y diferentes tiempos de incubacibn, siempre
en condiciones basales y con VIP (10"%M) (tabla 12 ).
Los valores basales a 15 y 30°C son muy similiraes

(4-6 pmol AMPc/106cel) y permanecen constantes durante
todo el periodo de incubaciéin. En presencia de VIP, a
15°C la produccidén de AMPc aumenta répidamente?élcané
zando un miximo a los 30 min de incubacién, mantenién-
dose constante a partir de entonces en un hiﬁotético
equilibrio entre la produccién de AMPc y la actividad
fosfodiesterdsica celular. A 30°C, sin embhargo, la pro-
duccidn por VIP de AMPc alcanza un pico méximo a los

15 min y después disminuye répidamente, quizés debido
a‘una intensa actividad fosfodiesterdsica junto con la
fuerte degradacidén del péptido descrita anteriormente.
Hay que recordar (ver métodos) que en todas estas ex-
periencias se encuentra presente un inhibidor de fos-
fodiesterasa (IBMX 0'2 mM). En la figura 23 se mues-
tra la produccién de AMPc basal y estimulada ?or vIip
(10-8M) a 15°C en presencia y ausencia de IBMXg En
ausencia del inhibidor e} VIP es capaz de estimular la
produccién AMPc, si bien la actividad fosfodiesterésica,
no inhibida, acelera la desaparicidn del nuclebtido.

.- (tabla 13).
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Tabla 12

Produccibén de AMPc (pmol/loscel) en células mononuclea-
res sangufneas a 15 y 30°C, en funcién del tiempo y en
condiciones basales y de estimulacibén con VIP (10—8M).

(X de triplicados).

~tiempo (min) | AMPc (Pmol/lO?cel)
15°C ©.30°C
basal  VIP:(16°M) basal VIP(10 °m)
0 3'6 - 112 -
5 412 12 518 22'8
10 310 21'5 510 18'6
20 4's 27'6 6'6 13'8
30 3'6 22'8 6'0 12'6
45 4A'8‘ 2374 6'6 1012
60 4'8 234 814 9'6

90 4'2 20'4 6'6 9'Q



130

_{}%251! T T T
o
2 20 °
£ 15
&
C&f 1 () |
-0
S |
= 5 0
0 L | : y

0 30 60 90
tiempo (min)

Fig. 22  Produccién de AMPc en células mononucleares
sanguineas en funcidén del tiempo, en condi-=

ciones basales (O—~O,15°C;.d—43 :30°C) y en

8

preSencia de VIP (10 M) (e—e, 15°C; §-ﬂ ’

“30%¢) .
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Tabla 13

Produccidn de AMPc (pmol/loscel) a 15°C, en funcién del

8

tiempo, en:condiciones basales y con VIP (10"°M), en

presencia y ausencia de IBMX (X de triplicados).

tiempo (min) AMPc (pmol/106cel)

. =IBMX . +IBMX

basal ”VIP(ldBM) basal VIP(ldBM)

0 5'2 - 3'6 -

5 510 11's - 1210
10 710 20'5 310 215
30 4'8  22's 4'8 23'0
45 4'5 1810 418 2314
60 | 515 16'0 510 2314

90 5'0 15'0 4'2 20'4



Fig. 23
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tiempo (min)

Produccidén de AMPc en cé&lulas mononucleares
sanguineas en presencia '(_O-f—O, basal; 0¥—0,
VIP 10-8M) y ausencia { D——D ,basal; H .

VIP 10'8M)_ de IBMX.
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2.3. EFECTO DEL pH

En la figura 24 se muestra el efecto de diferentes
pH del medio de incubacidn sobre la diferencia entre
la produccién de AMPc por VIP (lO‘BM) y la basal
(tabla 14 ). Como puede observarse, entre pH 7'0

y 7'5 se encuentra el valor 6ptimo para conseguir la
activacidén del sistema adenil ciclasa. E1 pH por en-
cima y por debajo de estos valores hacen disminuir -
dristicamente la capacidad de estimulacién del VIP.

Tabla 14

Produccibén de AMPc en células mononucleares sanguineas
por efecto del VIP, expresado como porcentaje sobre
la estimulacién méxima (AMPc total - AMPc basal), a

diferentes pH (X de triplicados).

pH | 6's 7'0 7'5 8'0 8'5 9'0
AMPC _ 25 100 91 41 27 18
(% est.mixima) 4
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Fig. 24  Efecto del pH sobre la estimulacién de la pro-
duccibén de AMPc @or VIP en células mononuclea-

res sanguineas.
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EFECTO DE LA CONCENTRACION DE VIP

En la figura 25  se representa el efecto de concentra-
ciones crecientes de VIP sobre la produccién de AMPc

en células monbnucleares sanguineas. |

La produccién de AMPc se estimula, por encima de la
basal con una concentracidn de VIP tan baja como 3 x
18‘11M (tablgk 15 ). Conforme aumenta la concentracibn,
auménta el AMPc proéucidoghésta llegar a un méximo a

1072

M VIP, no incrementindose a concentraciones supe-—
riores. Con la m&xima estimulacibén se obtienen unos
valores 4 veces superiores a los basales. El 50% de 1la

loM de VIP;

estimulacién mixima (Km) se obtuvo a 10
este valor concuerda con la constante de disociacibn

(Kd) para los receptores de alta afinidad (Kd = 0'24 nM),
que indicaria que sblc este receptor es el que estarfa
acoplado al sistema adenil ciclasa, mientras que los =

de baja afinidad serian receptores mudos en cuanto a

la produccidén de AMPc.
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Tabla 15
AMPc producido (pmol/106cel) en células mononucleares

sanguineas en ausencia y presencia de concentraciones’

crecientes de VIP (X + ESM, n=7).

e a

vIe @  AMPc (pmo1/10%cel)
0 516 + 20
10711 718 + 2'4
3 x 10711 913 + 2'7
10710 15'6 + 3'7
1077 2415 + 3'7
1078 226 + 3'5
1077 22'1 4 4'1
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Fig. 25 Efecto de concentraciones crecientes de
VIP sobre la produccién de AMPc en célu-

las mononucleares sanguineas.
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2.5. ESPECIFICIDAD

La especificidad de activacién de la adenil ciclasa se
estudia con el uso de algunos péptidos estructuralmente
relacionados o no al VIP. En la figura 26 se observa

' como la secretina es capaz de estimular la produccién .
de AMPc pero con una potencia 7000 veces menor que la

8M + secretina 10_6M no

del VIP. La adicién de VIP 10
produce efectos aditivos, 1o cual quieve-decir que la
produccibén de AMPc por secretina se lleva a. cabe~artra-
vés de los receptores de VIP (tabla 16 ).

El glucagbn, somatostatina e insulina son totalmente
ineficaces a concentraciones tan altas como'lO—GM. Estos
resultados concuerdan perfectamente con los obtenidos

"en el estudio de receptores, donde también s6lo la se-

cretina podia interaccionarrcon el receptor de VIP,
=

" Tabla " 16

AMPc producido en cé&lulas mononucleares por accidn de -
VIP,‘secretina,’glucagén, somatostatina e insulina. Los

resultados se expresan como porcentaje de estimulacidn

méxina- 10 3x167M 1610 1670 168 1077 3x10’ 10®
VIP 8'8 30 69 100 96 79 - -
Secretina - - - 0 3 28 40 66
Glucagdn - - - - - 5 - 3
Insulina - - - - - 3 - 5
Somatost. - - - - -  0 - -
VIP(107°M) + secretina(107®M).................... 98%
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Efecto del VI?h(ié—G), secretina (Oé—o),‘gluca—

gbn ( &4—4A ), insulina ( tP_D ) v somatostatina

( if—l ) sobre la produccibén de AMPc en células

mononucleares sanguineas.
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ACTIVACION DE PROTEINA QUINASA DEPENDIENTE DE AMPc

Después de la produccibdn de AMPc, éste posiblemente ac-
tive una proteina quinasa que, a su vez, cataliza la
fosforilizacibn de proteinas intracelulares y de alguna
manera, poner én marcha el efecto biolégico correspon-

diente a la interaccibén del péptido con la célula.

" En el presente trabajo se esboza la activacidn por VIP

de una proteina cguinasa deperdiente de AMPc, para lo que

se realizan las siguientegsexperiencias:

1. Efecto del tiempo
2. Efecto de la concentracidén del péptido

3. Especificidad

EFECTO DEL TIEMPO

En la figura 27 se representa la activacibén de la
proteina quinasa en funcidn del tiempo de una incuba-
cibén a 15°C (2 x 106cél/ml). Los resultados se expre+r'
san seglin el cociente —AMPC/+AMPO;

La experiencia se realiza en presencia de VIP (10-'8

M) y
IBMX(0'2 mM), s6lo con VIP (10 °M), s6lo con IBMX (0'2 mM)
Y sin ninguno de los dos compuestos (tabla 17 ).

Como puede observarse, el cociente -AMPc/+AMPc permane-

ce constante durante toda la incubacibn en condiciones

"basales (0'20-0'24). Cuando la incubacién se realiza con

VIP y con IBMX, a los 5 min ya se produce un incremento
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del cociente, alcanzando el méximo a los 15 min (0'72)
y manteniéndose estable por lo menos hasta 45 min.
Cuando la incubacibén se realiza s6lo con VIP o sblo con

IBMX el aumento del cociente es sensiblemente menor.

Tabla 17

Activacidn de proteina‘qﬁiﬁasa en células mononucleares

sanguineas en funcibn del tiempo. Los resultados se ex-

presan como el cociente -AMPc/+AMPc en condiciones basa-
les, en presencia s6lo de IBMX (0'2 mM), $6lo de VIP

(lO—SM) o de VIP m&s IBMX (X de triplicados).

-AMPc/+2AMPC
tiempo (min) basal IBMX VIP VIP+IBMX
215 0'22 0'50 0'23 0'54
5 0'25 0'50 0'30 0'63
15 0'24 0'58 0'32 0'72
30 0'21 0'56 0'33 0'70
45 0'20 0'54 0'34 0'68

60 - 0'23 0'56 0'36 ~ 0'69
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Actividad de proteina quinasa en células
mononuéleares sanguineas en funcibn del

tiempo y en condiciones basales (.ﬂ—4j ),
s6lo con VIP(10_8M)(Oi:O), s6lo con IBMX

(0'2 mM) ( B—8 ) y con VIP mis IBMX(8—®@).
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3.2. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE VIP

De la misma forma que hemos descrito en casos anteriores,
la activacidn de la proteina quinasa es dependiente de _.
la concentracién de VIP. La activacibn se produce con

conéentraciones del péptido tan bajas como 3 x 10—11M,

9

alcanzdndose una actividad maxima a 10 °M (tabla 18).

El 50% de la activacidn méxima (Km) se consiguea a 0'6 x

10—10

M lo que es un valor dél mismo 5rden al obtenido
para la activacién de la adenil ciclasa y la ¥4 de los
receptores de alta afinidéd. Es por lo tanto presumible
gue estas tres etapas estén . imbricadas seglin la secuen-
cia descrita para este proéeso en otros sistemas hormo-
nales. (figura 28),

'Hay que resaltar que no se consigue una activacidn total
de la proteina quinasa ya que el cociente no llega a la
unidad. Quiz&s el "pool" de AMPc producido por VIP tenga
una "canalizacidn" especifica y sectorial hacia una pro-
teina quinasa, no pudiendo activar a la existente en . .=
otros sectores de la célula.

Las actividades especificas de la proteina quinasa en

unidades (1U = 1/pmol de Pi incorporado a histonas por

min). son:. ' 6
- basal............ 20'91pU/10 cel

9

- VIP (107°M)...... 39'3 }1U/106ce1

- - AMPc exbgeno..... 61‘2/yU/106¢e1
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Tabla 18

Activacidn de la proteina quinasa por efecto de concen-
traciones crecientes de VIP. Los resultados se expresan

~segflin el cociente -AMPc/+AMPc (X + ESM, n=3).

VIP (M) © ~AMPc/+AMPC
0 0132 +0'02"

107t 1 0'32 + 0'01
3x10” 11 0141 + 0'04
10710 0'50 + 0'02

-9 '
10 0'60 + 0'01

-8 '
10 0'57 + 0'02

- D S 0'57 + 0'04
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Fig. 28 Actividad de la proteina quinasa en células
mononucleares sanguineas en presencia de con-

centraciones crecientes de VIP.
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3.3. ESPECIFICIDAD

a fin de estudiar la especificidad del VIP en la acti-
vacidén de la protéina quinasa se realizan experiencias
en presencia de secretina, glucagbén e insulina. La se-
cretina era capaz de producir una activacién en el ran-
- go 10—9—10—7M, pero con una potencia 150 veces menor

gque el VIP nativo, alcanzando la mitad de la estimula-

8

c16n méxima a 10 M. El glucagdn y la insulina no tu-

vieron apenas efectc a concentraciones tan altas como

6

10" °M (tabla 19 ) {figura 29).

Tabla 19

Activacibdn de pro*teina gquinasa en células mononucleares
sanguineas por VIP(V),Vsecretina(S),vglucagén(G) e in-
sulina(I), expresado segfin el cociente -AMPc/+AMPc

(i.de triplicados)

péptidos (M)

0 1011 3%16 1 15710102 3x132 168 3x16°8 1677 167
v| 0'32 0'32 0'41 0'50 0'60 - 0'57 -  0'S7 -
sl 032 - - - 0'37 0'39 0'48 0'57 0'60 -
¢losz - - -~ - - 0'40 - — 0'40

1fo'32 - . .- - - - ou0 -, - 0'42
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Fig.29 Activacibén de la proteina gquinasa en célulés mo—
nonucleares sanguineas en presencia de VIP (jF—O),
secretina (OF—O),iglucagén ( E}-{H ) e insulina
(0—0).
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ESTUDIO CON SUBPOBLACIONES DE MONONUCLEARES

Después de la carecterizacibn completa y seriada de la
interaccidn VIP-recptor, su acoplamiento a un sistema
de ciclasas que produce AMPc y, por filtimo, la activa-
cidén de una proteina quinasa, se plantea el problema
de la peculiaridad del modelo celular utilizado.

La preparacidn celular con la que se han realizado las
experiencias anteriores se compone fundamentalmente de

de los siguientes tipuc celulares:
‘Linfocitos T......60%
Linfocitos B......25%
MonocitosS.........15%

Ademéé, la preﬁaracién contiené una cantidad variable
de hematies. Es por ello, que el siguiente paso del tra-
b;jo consiste en purificar cada una de estas lineas ce-
lulares y comprobar en cual de ellas se cumple las ca-=
racteristicas hasta ahora descritas ?ara la interaccidn
VIP-cé&lula.

Ahora bien, sea cual sea la subpoblacibén o subpoblacio-
nes que sean responsables de estas caracteristicas, las
probiedades cinéticas y estequimétricas, las condicio-
nes de pH, temperatura, etc., no van cambiar con res-
pecto a las expuestas anteriormente. Por eso, -en cada

subpoblacién, lo finico interesante consiste en saber

" si se encuentra presente el complejo receptor-efector
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Y eso se averigua realizando dos experiencias bésicas:

125

a) Desplazamiento del I-VIP por el péptido nativo.

b) Determinar la produccidn de AMPc en presencia

de concentraciones crecientes de VIP nativo.

Yy eso es precisamente lo que se lleva acabo a continua-

cidn.

HEMATIES HUMANOS

En primer lugar se realizan experiencias de uniéh del
trazador y produccidn de AMPc en hematies (5 x 106 cel/ml)
para descartar que sea esta contaminacidn celular la
responsable del efecto del VIP. Como se puede observar

125

en las figuras 30 y 3llos hematies no unen I-VIP ni

se produce AMPc en presencia del péptido.(tabla 20)

Deéaé un punto de vista técnico los valores obtenidos
tanto en las experiencias de unibn como en las de pro—
duccidn de AMPc, no eran significativamente diferentes

a la unidn inespecifica, en el primer caso, ni superiores

al limite inferior de deteccidén de AMPc en el segundo.
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Tabla 20

Unidén especifica de 125I-VIP y produccibdn de AMPc por el
el péptido intestinal vasoactivo (VIP) en hematies huma-

nos (5 x 1060e1/ml).

5
# 12‘E—VIP unido especificamente (n=4)...N.S.,

# AMPc croducido (n=2)........ seeeseseses N.S.
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Fig. 30 Unidén especifica de 125I—VIP a hematfes humanos

(5 x 106ce1/m1) en presencia de concentraciones

¢crecientes de.VIP nativo.
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Fig. 31 Produccién de AMPc en hematfes humanos (5 x 106
cel/ml) en presencia de concentraciones crecientes

de VIP nativo
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4.2, LINFOCITOS T

La purificacidén de linfocitos T es relativamente senci-
lla y, ademés, bastante eficiente. Mediante la forma-
ciép de rosetas con hematies de carnero se pueden ob-
tener poblciones muy purificadas (98% de linfocitos T).
En las figuras 32 y 33 puede obserQarse como tam-
poco los linfocitos T unen 125I—VIP ni producen un e-
fecto sensible sobre la estimulacién :de :la .= .. brd-
duccidn de AMPc en presencia del péptido nativo (tabla

21 ).

" Tabla 21

125 6

a) Unidn de I-VIP a linfocitos T (1%5 x 10 cel/ml)
en presencia y ausencia de concentraciones crecien-

2+~ tes de VIP nativo

- Resultado no significativo para n=3

b) Produccibén de AMPc en linfocitos (0'5 x‘loscel/ml)
en ausencia y presencia de concentraciones crecien-
tes de VIP nativo (X + ESM, n=3)

VIP (M)

o 10t 1010167 1% 167
1'3 1'6 1'7 2'6 2'5 2'4

+0'2 +0'9 +0'4 +0'8 +0'8 +0'9

AMPc(pmol/loscel)
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Fig. 33 Produccién de AMPc en linfocitos T (0'5 x
106 cel/ml) en ausencia y presencia de cons

centraciones crecientes de VIP nativo.
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4.3. POBLACION EMPOBRECIDA DE MONOCITOS

Después de haber conseguido una poblacidn pura de lin-
focitos T, el problema se presenta al intentar conseguir
poblaciones muy purificadas de linfocitos B y de mono-
citos. Una solucién indirecta se encontré al conseguir
eliminar los monocitos de una preparacibn completa de
mononucleares incubando esta en una placa Petri a 37°C
durante 30 min. Los monocitos se guedan adheridos a la
placa de forma que al recuperar la preparaciéﬁ'ldkﬁnico
que queda son linfocitos‘T (inactivos) y linfocitos B.
La contaminacidén con monocitos fue siempre inferior al
2% en todas las preparaciones utilizadas. En la figura
34 puede observarse como la preparacién empobrecida
de monocitos es capaz de unir especificamente 12'SI—VIP
seglin un patrdn similar a la preparacién mononuclear
completa. La constante de disociacién global es del or-
den de 0'9 x 107°M de VIP (tabla 22 ).

En la figura 35 se representa la produccién de AMPc
en presencia de VIP, la cual muestra también un patrdn
similar al obtenido en la preparacién de mononucleares.

10,

El 50% de la estimulacidén mé&xima se obtiene a 0'9 x 10 M

de VIP, y ya se produce estimulaciédn a concentraciones

tan bajas como 3 x l()_11

M (tabla 23 ).
De estos resultados se infiere que los linfocitos B, por
exclusidn, contienen el complejo receptor-efector para

- VIP.
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Tabla 22

Unidn especifica de 125I—-VIP a preparaciones pobres de

monocitos (1'5 x 106cel) en ausencia y presencia de con-
ten&raciones crecientes de VIP nativo (X + ESM, n=3).
/

VIP nativo (M)

~11

0 10 11 .10 =9 -8 =7

3x10 ~~ 10 10 10 °, 10

[ =
1251-vIP unido 3'2 2'8 2'5 2'1 1'8 1'4 Q's

(5 del total)  +0'3 40'2 +0'8 40'1 #0'1 #0'l #0'1

Tabla 23

Produccibén de AMPc en preparaciones pobres de monocitos

6

(0'5 x 10 cel/ml) en ausencia y presencia de concentra-

ciones crecientes:.de VIP nativo (X + ESM, n=4).

VIP (M)

0 10113510711 16720 15?1678 1677

AMPc producido 2'3  2'4 5'8 9'6 12'1 15'7 14'7
(pmol/10°%cel)  +0'8 +0'5 +0'5 +0'8 +1'1 +2'7 +1'6
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POBLACION ENRIQUECIDA DE MONOCITOS

Por el método de purificacién de monocitos se puede
obtener una poblacidn bastante enriquecida de los mis-
mos (mayor del 50%), siendo el resto linfocitos T (40%)
y algunos linfocitos B (menos del 5%) . |
No obstante, la cantidad total celular obtenida es tan
baja, que no se pueden realizar experiencias completas
de dosis—-efecto,; ianto de receptores como de AMPc.‘Por
eso, para el estudio dg&recéptores, s6lo se ha calcula-
do la unidn total y la inespeCIfica, no dando valores
significativos de unién especifica (n=3). En los estu-

dios de produccidn de AMPc, sblo se ha calculado el

valor basal y la méxima estimulacidén por VIP (10—8M),

no obteniéndose estimulacién en su produccién en todos -

los .casos estudiados (n=4) (tabla 24 ).

Tabla = 24

Unibn especifica de l?SI-VIP y produccién de AMPc por

el péptido en poblaciones enriquecidas de monocitos

125
I-VIP unido (n=3)....... ceeenn No significativo

(% del total)

AMPc producido (n=4) para VIPOM = 3'5 + 0'3

(pmol/106cel) para VIP 15854= 2'8 + 0'4
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De todo este apartado se puede concluir que el complejo.
efector-receptor para VIP parece encontrarse exclusiva-
mente en los linfocitos B, mientras que en los linfocitos
T,Vmonocitos y hematies no se detecta su presencia. En
la-discusién se abundaré mds en este: resultado: 'y en
las posibles implicaciones fisiolbgicas que de €l puedan

derivarse.
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En el presente trabajo se describe, por véz primera, el
sistema receptor-efector para el péptido intestinal va-
soactico (VIP) en un modelo celular humano de f&8cil acce-
so como son las células monucleares de sangre periféri-
ca . El desarrbllo de los experimentos pasa necesaria-
mente por comenzar el trabajo con esta poblacidn celular
 tan heterogénea, ya que se compone de linfocitos T, lin-
focitos B y wonccitos, para luego estudiar detenidamente

cada subpoblacidn en vartdicular.

A nivel de las células mononucleares la caracterizacidn
del sistema receptor-efector se llevd a cabo en tres

etapas y a tres niveles diferentes:

1. Nivel de receptor
2. Nivél de adenil ciclasa

3. Nivel de proteina quinasa

Receptores pafa VIP se han caracterizado en una dgran
variedad de 6rganos compactos de diversas especies ani-
males (PRIETO et al,1979 y 1981; LABURTHE et al,1977,
1978 y 1970; GUERRERO et al,1981; GARDNER et al,1977;
DUPONT et al,1981; BATAILLE et al,1974 y 1975; TAYLOR

y PERT,1979; ROBBERECHT et al,1978 y 1979; MORERA et al,

1979). Los modelos celulares humanos no han sido utiliza-
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dos previamente debido a la dificultad que entrana la
toma de muestras. S6lo a nivel de lineas celulares

en cultivo de carcinomas de colon (LABURTHE et al,1978)
y de cervix uterino (PRIETO et al,1981) hay estudios

previos.

El estudio completo de los receptores incluye la veri-
ficacibn de una serie de propiedades que debe cumplir

en su unibén al péptido (FREYCHET,lQ?G);\En este sentido,
la unidén del VIP a las células mononucleares es”ﬁfopor—
cional a la concentraciéﬂ celular en un rango entre
0'25-2 x 106:células por ml, perdiéndose la proporcio-
nalidad a concentraciones mayores (figura 11 y tabla 1).
La unidn, ademds, es un proceso que depende.del tiempo

y la temperatura, siendo la velocidad de asociacidn
mayor a 30 que a 15°C; sin embargo, sb6lo a 15°C se ob-
ti;ne un equilibrio estable lo suficientemente duradero
como para permitir llevar a cabo otro tipo de experien-
cias. La degradacién del péptido a 30°C es considerable-
mente mayor que a 15°C (figuras 12 y 14 ).lo cual ex-
plicaria, en parte, el hecho de que no se pueda conseguir
una unidn estable a la temperatura superior. Esta fuerte
degradacidén por un sistema celular ocurre también en
otros,como los enterocitos (PRIETO et al,1979), membra-

nas hepé&ticas (GUERRERO et al,1981), células acinares
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pancredticas (CHRISTOPHE et al,1976) y en homogenados

de higado, rindén y cerebro (KELTZ et al,1980). Sin embar-
go, las células HeLa de carcinoma de cervix uterino no
degrédan apenas el VIP ni a 15 ni a 30°C (PRIETO et al,
198£). En el presente trabajo se realizan las experien-
cias de receptores a 15°C por las razones antes expues-
tas y, ademds, para poder comparar los datos obtenidos
con otros previos en que se utilizan éohdiciones simila-

-.:res (PRIETO et al,1979 y 1981; GUERRERO et al,1981).

La unién del VIP al receptor se realiza en condiciones
6ptimas a pH 7'5 (figura 16 y tabla ¢ ) y la degra-
dacidn de los receptores no sobrepasa de un 20% después
de 90 min de incubacién (figura 15y tabla 5 ).

La unidn del VIP al receptor es un proceso reversible

y gigue una cinética de segundo orden, lo que indica

la existencia de dos boblaciones de receptores , una de
alta afinidad (tiempo medio de disociacién-= 90 min) y
otra de baja afinidad (tiempo de semidisociacién = 20 min)
(figura 17 y tabla 7 5. Estos resultados son similares

a los obtenidos en epitelio intestinal (PRIETO et al,1979;
BROYART et al,1981), pé&ncreas (CHRISTOPHE et al,1976;
GARDNER et al,1977), higado (DESBUQUOIS ;-1974 "’;; GUE-
RRERO et al,1981) y carcinoma de cervix uterino (PRIETO

et al,1981).



S i

166

En los estudios estequiométricos el VIP nativo compite

con el trazado:(lzsI—VIP) a concentraciones tan bajas

como 3 .x 10-11M, obteniéndose una constante de disocia-

%M (figura 18 y tabla 8 ). La

ciéﬁ'global de 0'4 x 16~
regresentacién\de Scatchard (figura 19 ) permite con-
firmar la existencia de dos poblaciones de receptores,
una de alta afinidad (0'24 x 10—9M) y baja capacidad de
unidn (8 fmol/lOGcel) y, otra, de baja afinidad (80 x
9M) y mayor capacidad de unidn (800 fmol/loscel)
(tabla 9 ). La existencia de dos poblaciones de recep-
tores también esta descrita en enterocitos y colonocitos
(PRIETO et al,1979; AMIRANOFF et al,1980; BROYART et al,
1981}, células acinares pancreiticas (CHRISTOPHE et al,
1976; GARDNER et al,1977), membranas hepiticas (GUERRE-
RO et al,1981) .y membranas de cerebro (ROBBERECHT et al,
1978 y 1980). Sin embargo, en algunos casos estos dos
,receptores no :se han encontrado (DESBUQUOIS, 1974; TAY-
IOR y PERT,1979; BINDER et al,1980).

Hay que hacer notar que los paré@metros obtenidos de la
representacidn de Scatchard en cuanto a constantes de
disociacibn son sensiblemente menores a los obtenidos

en otros modelos celulares (Tabla 25 ), lo que indica . -

que el receptor de VIP en las células mononucleares

podria reconocer concentraciones menores .del péptido,
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Tabla 25

Constantes de disociacién de los receptores de VIP en

diversas estirpes celulares.

Kd (x 10" 7m)

Kd global Kd alta af. Kd baja af.

Aparato digestivo

PRIETO et al,1979..........3'1 1'6 74

AMIRANOFF et 21,1980.......3'0 0'3 150
BINDER et al,1980.........1G'0 - -
BROYART et al,1981.......% 2'0 1'4 46
Higado

BATAILLE et al,1974....... 2'2 - -
DESBUQUOIS, 1974.......... 0'2 - -
GUERRERO et al,1981....... 0'5 0'4 170

Pancreas exocrino

CHRISTOPHE et a&al,1976..... 1'0 7'4 82
GARDNER et al, i277....... 1'0 0'7 80

" Sistema nérvioso central

ROBBERECHT et al,1978..... - 3'6 285
TAYLOR y PERT,1979........ - 1'0 -

" Lineas tumorales en cultivo

LABURTHE et al,1978....... 2'0 - -
MORERA et al1,1979......... 210 - -
PRIETO et al,1981......... 6'0 . S 2'4 100

. CELULAS MONONUCLEARES..... . 0'4 0'2 .80
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del orden a las gue se encuentran en plasma (20-40 pM).
Curiosamente los valores son similares a los obtenidos
en higado, lo cual tiene su interés debido a que en este
6rgano no se han descrito terminaciones "vipérgicas".

De esta forma el receptor de VIP en higado también tiene
que reconocer al péptido circulante.

En cuanto a la especificidad, s6lo la secretina es capaz

de desplazar al 125

I-VIP aungue con una afinidad 400 ve-.
ces menor. Esto estd descritb ampliamente en otros sis-
temas celulares (CHRISTOPHE et al,1976; GARDNER et al,
1977; PRIETO et al,1979 y 1981; GUERRERO et al,1981;
AMIRANOFF et al,1980; BINDER et al,1980; BROYART et al,

1981) . La insulina. glucagbn y somatostatina no produje-

ron ningln efecto (figura 20 y tabla 10 ).

A un nivel posterior, el VIP es también capaz de estimular
el sistema adenil ciclasa de las células mononucleares.
Esto ha sido descrito igualmente en otros modelos celula-:
res (DESBUQUOIS et al,1973; SCHWARTZ et al,1974; BATAILLE
et al;l974 y 1979; ROBBERECHT et al,1976; LABURTHE et al,
1977, 1978, 1979a y 1980; WALDMAN et al,1977; DESCHODT-
LANCKMAN et al,1977; AMIRANOFF et al,1978; SIMON y KATER,
1978; FRANDSEN et al,1978; CHATELAIN et al,1979,1980 y
1980a; DUPONT et al,1980; 1980a y 1981; BEUBLER et al,

1980; COHEN et al,1980; CALKER et al,1980; RAMIREZ-CARDE-
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NAS et al,1981; SCHORDERET et al,1981; PRIETO et al,1981).
La produccibdn de AMPc por VIP depende de la concentra-
cibén celular (figura 231 y tabla 11 ) en el rango estu-
diado. Depende también del tiempo y la temperatura dev
incubacidn; asi, a 30°C la produccién de AMPcC es més
réapida que a 15°C, pero decae rapidamente debido, quizas,
a la degradacibén del péptido y la actividad de las fosfo-
diesterasas (figura 22 y tabla 12 ). A 15°C, sin em—
bargo, 1la prdduccién defAMPé alcanza una meseta en la

que existe un equilibrio entre sintesis y degradacidn

por fosfodiesterasas. Es por ello que el resto de las
experiencias se realicen a 15°C. En ausencia de IBMX el
VIP también estimula la produccién de AMPc, pero la ac-
tividad de las fosfodiesterasas impide que se alcance

un nivel ‘'estable (figura 23 y tabla 13 ). El pH &ptimo
para la activacién de la ciclasa estd en el rango de

7'0 - 7'5 (figura 24 y tabla 14 ).

El efecto del VIP también es dependiente de su concentra-

11

cidén. Asi, desde 3 x 10 "M del péptido se produce un

aumento significativo en la produccién de AMPc sobre los

niveles basales, y a medida que se va aumentando, la es-

timulacién es mayor hasta alcanzar un méximo a 10—9M

(4 veces sobre la basal). El1 50% de estimulacién (Km)

se consigue a 0'l x 10 °M de VIP (figura 25y tabla15).

-~
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Hay que destacar que la Km tiene un valor similar al de
la constante de disociacidén de los receptores de alta
afinidad (0'2 x 10—9M). Esto indica que s6lo son estos
recéptores los que se encuentran acoplados al sistema

adenil ciclasa, mientras que los de baja afinidad serian

"mudos". Este planteamiento concuerda con el mantenido . ¢

por LABURTHE et al (1979a), PRIETO et al (1981) y RAMI-

REZ-CARDENAS et al(1981).

*"Tgual que en el caso de los receptores, la Km de acti-

vacibén de la adenil ciclasa por VIP tiene un valor sen-
siblemente inferior al obtenido en otros modelos celula-
res (tabla 26 ), corroborando la gran sensibilidad del
sistema recebtor—efector para ponerse en marcha con muy
' bajas concentraciones del péptido. |

En cuanto a la especificidad, aparte del VIP, sblo la
secretina es ca@az de estimular la produccién de AMPc
con una potencia 7000 veces menor, y a través del mismo

gbd)

receptor que el de VIP, ya que la adicién de VIP(18
y secretina (10_7ﬁ) no tienen efecto aditiVo. Este re-
sultado es del mismo orden al obtenido en otros modelos
celulares (ROBBERECHT et al,1976; LABURTHE et al,1979%a;
DUPONT et al,1980; PRIETO et al,1981). El hecho de que
la secretina sélo es 400 veces menos potente que el VIP

12

nativo para inhibir la accién de 5I-—VIP, induce a pen-
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“Tabla 26

Constantes de Michaelis (Km) para la activacibén del sis=

tema adenil ciclasa por VIP en diferentes modelos celu-

larﬁs.
Aparato digestivo ' Km_(nM)
AMIRANOFF et al,1978....c.cu0v... ceeeee.. 41
DUPONT et al,1979. . .ccviecacencacsonccns . 1'2
LABURTHE et al,1979%a....... ceeeeieeee.. 2'3
BEUBLER, 1980..ccueececenn. DR B I

~ DULONT et al, 1980............ ceiieena. 0'3
Higado
DESBUQUOIS et al,1973...... feeceianaannas 0'2
BATAILLE et al,1974 ... e censccens eeseans 0'25

RAMIREZ-CARDENAS et al,1981............ Q'3

" Tejido adiposo

DESBUQUOIS et al,1973.......... ceeeeen. 1%0
BATAILLE et al,1974...cuueecesncnasacca 2'D
KATHER v SIMON,1979. .ccr e icacann ..400'0

Células acinares pancre&ticas

ROBBERECHT et al, 1976.c.cevneennecns ... 0'4
GARDNER et al,1977.c.cuerrnencnnns e

Epitélio vesicula biliar

DUPONT €t al,1981 . cuuseencncenncnnconns 0'2

Lineas en cultivo
LABURTHE et al,1978..cccvee. e s e sae ... 0'3
PRIETO et al,1981...ccevenvesinaann ceess 170

Sistema nervioso céntral
DESDOCHDT-LANCKMAN et al,1977........ 500'0
KANEKO et al,1980...0c0eeunen. teesese. 30'0

CELULAS MONONUCLEARES....... N (A §
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sar que la gran mayoria de los complejos secretina-recep-

tor formados son incapaces de activar el sistema de cicla-

sass (figura 26, tabla 16).

La activacidbn de proteinas quinasas por accibén de VIP
estda muy escasamente descrita en la literatura. S6lo
existen datos referentes a células del epitelio intesti~-
nal de larata (LABURTHE et al,1979b) y lineas éelﬁlares,
en cultivo de adenocarcinomas de colon y recto (MANGEAT
‘et al,1981; MARVALDI et al,1979).
En el presente trabajo, el VIP activa a proteinas gquinasas
de las célulaslmononucleares, alcanzando un maximo de ac-
tividad a los 5 min de comenzado el ensayo y mantenién- |
dose constante durante, al menos, 45 min,(figura 27 Y
tabla 17 ). En ausencia de IBMX el VIP también es capaz
de producir activacidn aunque menor en presencia del
inﬁibidor de fosfodiesterasa (figura 27 );
La activacién depende de la concentracidén del péptido,

% de VIP. El 50% de la ac-

9

alcanzéndose el méximo a 10
tivacibén méxima se conSigue a 0'06 x 10 M. Este valor
es muy similar a la Km de actividad de la adenil ciclasa
con le cual puede inferirse que existe un acoplamiento
total desde la unién del VIP al receptor, pasando por la

activacién de la adenil ciclasa,y:terminando en la acti-

vacidn de las quinasas.(figuras 28 y 29; tablas 18 y 19)
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Caracterizado ya este triple nivel de interaccién
VIiP-efector, el siguiente paso consiste en averiguar
cuél es la subpoblacién celular responsable de este
fendmeno. para ello se obtienen poblaciones purifica—'
das de cada uné de los componentes.

Para empezar, los eritrocitos contaminantes de la pre-
paracién no ligan %ZSI-VIP asi como sﬁ adenil ciclasa
nc es activable por el péptido (figura 30 y 31).
Poblaciones muy puras en:linfocitos T (98%) tampoco
ligan el trazador ni producen AMPc (figura32 y tabla2l ).
Sin embargo, una preparacién de mononucleares de la que
se han eliminado los monocitos 'si ligan 125I—VIP Yy pro-
ducen AMPc con unos patrones muy similares a los obte-
nidos con la poblacibén de mononucleares al completo.
(figura 34 y tabla 22 ). Para terminar, las poblaciones
ricas en monocitos y pobres en linfocitos B tampoco

ligan 125

I-VIP ni producen AMPc por accidén del péptido.
La conclusién de este rompecabezas es que s6lo los linfo-
citos B son los responsables de la presencia del sistema

receptor-efector para VIP. (tabla 24)

Hasta la fecha, los receptores descritos para hormonas
peptidicas en células mononucleares son escasos. Recep-
tores para insulina (SCHWARTZ et al,1975), glucagbn
(GOLDSTEIN et al,1975; BHATHENA et al,1981) se encuentran

presentes s6lo en monocitos. Mientras que para somatosta-
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tina se han descrito tanto en monocitos como en linfo-
citos (BHATHENA et al,1981).

'En lineas de cultivo de células tumorales linfoides

se £an descrito, ademds, receptores para hormona del
crecimiento (LESNIAK et al,1974), insulina (GAVIN et
al,1973), somatostatina (ROSENFELD et al,1980) y cal-
citonina (MARX et al,1974).

Esta es por lo tanto la primera vez que se describe un

““receptor para una hormona peptidica que es especifico

de los linfocitos B, excluyendo tanto a linfocitos T

como a monocitos.

Ahora bien, ¢qué interé&s tienen estos resultados desde
el punto de vista fisiolbgico y experimental?. La res-

puesta se puede enfocar desde varios puntos de vista:

a) En primer lugar se describe un sistema receptor-
efector muy sensible al VIP en un tipo celular que se
encuentra libre en la sangre, sin ninguna clase de iner-
Vacién. Esto no basta para afirmar que el pé&ptido jue-
~ga un papel fiéiolégico;én el metabolismo del linfocito,
ni permite vislumbrar cudl podria ser ese papel. Sin
embargo, varios datos apuntan a que si sea mis que pro-

bable esta posibilidad:
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- El complejo VIP-receptor esté acoplado al sistema
adenil ciclasa y a la activacibén de proteinas quinasas,
lo cual permite en principio confirmar gque, al menos,
de/una forma farmacolégica el péptido es capaz de de-
schadenar el‘comienzo de una cascada de reacciones
ambliamente descrita para otras hormonas peptidicas y
para el VIP en otros modelos celulares en los que exis-

te una clara funcidn bioldgica.

- La sensibilidad del complejo receptor-efector para
VIP es muy alta. Como puede observarse en las tablas

25 y 26, las constantes de disociacién de la interaccidn
12SI-VIP—receptor y las constantes de Michaelis (Km)
para la produccibén de AMPc son ostensiblemente inferio-
res a las correspondientes a otros modelos celulares
inervados. S6lo en el tejido hep&tico (DESBUQUOIS et
a1,1973; BATAILLE et al,1974; RAMIREZ-CARDENAS et al,
1981; GUERRERO et al,1981) los valores obtenidos son
similares. Esto es interesante ya que tanto el tejido
hepético como las células mononucleares no tienen ter-
minaciones "vipérgicas", sino que reconocen al péptido
circulante, cuya concentracién en plasma (0'02-0'04 nM)

debe ser inferior a la que presumiblemente se encuentre

en el espacio sindptico. Hay que recordar, ademés, dque



176

concentraciones tan bajas de VIP como 0'Q3 nM son ca-
paces de inhibir significativamente la unibn del traza-
doi al receptor, y de estimular, también significativa-
mente, la produccién de AMPc (figuras 18 y 25).

Pd} lo tanto, el sistema receptor-efector para VIP en
células mononucleares sanguineas es capaz de reconocer

concentraciones fisiolégicas, Yy no farmacolégicas, del

péptido.

b) En segundo lugar, el hecho de que el sistema recep-
tor-efector sé encuentre en el linfocito B hace plantear
cuédl es la posible funcidn del péptido a ese nivel. Lo
primero que se ocurre es gue deberia estar intimamente
relacionada con la produccidén de AMPc, y del papel que
este juega en el metabolismo del linfocito.

Hasta el momento, la mayoria de los autores concuerdan
en que tanto el AMPc, como otros agentes gue aumentan
las concentraciones intracelulares del nucleétido (ai-
butiril AMPc, teofilina, isoproterenol, catacolaminas,
etc.) inhiben la estimulacibn sobre la proliferacidn

celular que ejerce la fitohemaglutinina (PHA) y otros

mit6égenos, no produciendo efecto alguno sobre linfoci-

tos en re?oso (HIRSCHHORN et al,1970; SMITH et al,1971).
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Esta inhibici6én, adem8s, no parece ser especifica para
el AMPc sino que se extiende también a AMP, ADP y ATP
(SMITH et al,1971a).

Esto contradice el hecho de que la adenil ciclasa‘en
linfocitos estimulados por PHA esté muy activada alr
principio (SMITH et al,1971; KRISHNARAJ y TALWAR,1973)
de la estimulacién.

Intentando coumpacinar estos dos hechos contradictorios,
FOKER et al (1979) propone,gue el AMPc se puede compor-
tar como un regulador positivo o negativo de la mitosis.
Al comienzo de la estimulacibn por un mitégeno se produ-
ciria un aumento répido y breve de los niveles de AMPc
(fase GO—Gl), mientras que posteriormente (fase Gl—s)
se pfoduciria otra elevacibn sostenida de los niveles
del nuclebtido que se acompafia de la fosforilizacidn

de proteinas que permiten la progresién de labmitosis.
Durante la sintesis de DNA (fase S) el AMPc disminui-
ria nuevamente (figura 8).

‘Asi pues, el nucleb6tido puede actuar permitiendo en
determinados momentos el proceso mitbtico; pero cuando
aumenta su concentracifén en un momento no conveniente
para la célula, por el contrario, puede comportarse

como un potente inhibidor.
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Tal vez el VIP intervenga de alguna manera en este
proceso de estimulacidn de la proliferacién y diferen-
ciacidén celular actuando como un regulador positivo o
negativo, dependiendo de si incrementa la produccibn
de‘AMPc en un momento conveniente o no a la célula.

Por lo tanto, es en esta direcciébn hacia donde habria
que apuntar en primer lugar a fin de encontrar el papel
fisiolbgico concreto del péptido en este sistema celu-
lar.

Para hacer més complejo'el panorama, en 1980, O'DORISIO
et al han encontrado VIP en células polimorfonucleares,
Yy sugieren que este se podria liberar en las zonas in-
flamadas para incrementar el flujo sanguineo local. Con
los resultados del presente trabajo quizéds se podria
insinuar algo més, como es que fuese este VIP liberado
éér polimorfonucleares el que interviniese en la inter-
accidén con el receptor localizado en el linfocito B.
Sin embargo, la realidad o fantasia de estas posibili-
dades t;ene que compfobarse todavia, teniéndose que

.dilucidar un efecto biolbgico claro en el linfocito.

c) En tercer lugar, la presencia del sistema receptor
efector exclusivamente en el linfocito B parece indicar

que el receptor de VIP es un marcador especifico para

S
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dichos linfocitos. Como se ha visto anteriormente, los
niveles de AMPc en las células mononucleares varian con-
siderablemente dependiendo del estado metabblico de la
célula, de la fase de la mitosis, etc. Por eso, aungue
esta descrito‘que los niveles de AMPc en los linfocitos
B son del oreden de 6 veces superiores a los que se
encuentran en los linfocitos T (MENDELSOHN y NORDBERG,
1879), no se puede utilizar este nucledtido como mar-
cador debido a las Fluctuaéiones antes descritas y a
las considerables modificaciones que se observan en el
caso de leucemias linfociticas (MENDELSOHN y NORDBERG,
1979).

Sin embargo, puede que estas fluctuaciones no ocurran
con el receptor. Normalmente los receptores para hor-
monas peptidices permanecen constantes sin tener en
cuenta el estado metabdlico de la célula. S6lo se modi-
fican en respuesta a variaciones crbnicas de la concen-=
tracién plasmdtica del peptido correspondiente (OLEFS-
KY,1976) . AGn més, para el caso del VIP, los estudios
realizados con lineas tumorales en cultivo de carci-
nomas de cuello uterino (PRIETO et al,1981) y de colon
y recto (LABURTHE et al,1978 y 1980) demuestran que la
interaccién con el receptor conserva las propiedades

cinéticas y estequimétricas de las células no tumorales.
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Es por ello que podria ser de interés el profundizar
en la posibilidad de que este receptor pueda ser un
mércador especifico para el linfocito B. Los presentes
regultados asi parecen insinuarlo, quedando s6lo por
c¢mprobar si existe una correlacidn entre la concen-
tracién de linfocitos B de una preparacibén de mononu-
cleares y la capacidad de unir el péptido marcado, asi
como que esta correlacidn se mantenga‘en diferentes
““condiciones de "stress" para el organismo (infecciones,

leucemias, etc.).

d) Por {iltimo, el hecho de conseguir un modelo de
receptor-efector para VIP en una célula humana tan acce-
sible permitird en el futuro estudiar sus caracteris-
ticas en diversos estados patoldgicos. Asi por ejemplo,
ios receptores de insulina se han estudiado en el caso
de la obesidad (OLEFSKY et al,1976), en la que debido
al hiperinsulinismo existente, y por un mecanismo to-
davia no bien conocido, se produce una disminucién de
los receptores que conlleva a una resistencia perifé-
rica a la accidén de la hormona. |
De igual forma, en determinados procesos patolbgicos
como el sindrome de Verner-Morrison y la cirrosis, los

niveles plasmiticos de VIP estén muy elevados (BLOOM
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et al,1973; SAID y FALOONA,1975; HUNT et al,1979) sobre
los normales debido a la produccibn excesiva por un
tumor en el primer caso, o a una disminucién en la
degradacibn en el segundo caso. En estas circunstan-
cias, la utilizacidén de un modelo celular tan f&cilmen-
te accesible, puede permitir estudiar las posibles mo-
dificaciones del receptor de VIP, asi como su posible

implicacién en la fisicpatclogia de estos dos procesos.



CONCLUSIONES
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1. La unién del 123

I-VIP a células mononucleares de sangre
periférica humana dépende de la concentracién celular,
temperatura, tiempo y pH de incubacidn. En el presente
trabajo las condiciones 6ptimas de incubacidn se consi-
‘guen-a 15°C, pH 7'5 y concentracién celular de 1'5 x

10°

cél/ml, en las que la degradacidn del trazador y
del receptor se minimizan, consiguiendo una unifén esta-

ble y duradera.

2. La unidn del trazador al receptor es reversib}e;;ﬁenien—
do lugar la disociacibn seéﬁn una cinética de segundo
orden, que indica la existencia de las poblaciones de
receptores, que tienen respectivamente 20 y 90 min de

tiempo de media disociacidn.

3. E1 VIP nativo compite con el trazador a concentraciones
del mismo orden de las fisioldgicas (3 x 10711y, siendo
la ;onstante de disociacibn global de 0'4 x 10-9 M VIP.
La representacidn de Scatchard permite distinguir dos
tipos de receptores: uno de alta afinidad.(Kd=:0'14x10—9M)
y baja capacidad de unién (8 fmol/lo6 cel) y, otro, de

baja afinidad (80x10_9 M) y mayor capacidad de unién

(800 £mol/10° cel).

4, El receptor de VIP es especifico para él. De otros pép-
tidos utilizados solo la secretina compite con el tra-

zador, pero con una afinidad 400 veces menor.



184

El VIP también estimula la produccién de AMPc en célu-
las mononucleares, proporcionalmente a la concentracidn
celular y dependiendo del tiempo, temperatura y pH de
1ncuba01on. En el presente trabajo las condiciones &p-
t1ma§ se consiguen a una concentracibén celular de

0'5 x 106 cel/ml, a 15°C y pH 7'5, en las dque se consi-

~gue una produccién de AMPc estable y duradera.

La produccién de AMPc depende de la concentracidn de

YIP. Se produce un aumento significativo sobre los ni-

veles basales a concentraciones de VIP tan bajas como
3 x 10_11 M. La activacidén méxima se produce a 10--9 M
de un péptido, y el 50% de activacibén se consigue a

0'1 x 1072 M.

La produccidn de AMPc a través del receptor de VIP es
especifica para este péptido. S6lo la secretina podia
aumentar la produccidén de AMPc pero con una potencia

7.000 veces menor.

El VIP produce una activacidn de proteinas gquinasas en
células mononucleares que depende del tiempo de incu-

bacién, obteniéndose una actividad méxima a los 15 min.

La activacidn de proteinas quinasas depende de la con-

centracidn del péptido, obteniéndose una activacién

significativa a concentracién tan baja como 3 x 10“11 M.

La maxima activacibn se consigue a 10—9M, y el 50% a
9

-0'06 x 10 °M.
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En el estudio de las diferentes subpoblaciones celula-
res presentes en la preparacién de mononucleares, sbélo
los enriquecidos en linfocitos B ligaban 125I—VIP y
aumenéaban la produccidn de AMPc en presencia del pép-
tido.{Las preparaciones enriquecidas en linfocitos T,

monocitos y los hematies eran completamente incapaces

de realizar ninguna de las dos posibilidades.

En resumen, existe un sistema receptor efector que reco-
noce concentraciones plasmiticas fisiolbgicas de VIP en
una de las estirpes celulares de la preparacibn de

mononucleares sanguineas, como son los linfocitos B.
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