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INTRODUCCION 2

La glindula Harderiana de la rata y de otros mamiferos contiene, ademds de
fibras nerviosas adrenérgicas y colinérgicas, un considerable mimero de fibras
VIPérgicas localizadas en las proximidades de los acinos y rodeadas por vasos
sanguineos (TSUKARA y JACOBIWITZ,1987) lo cual sugiere un papel del VIP en la
fisiologfa de la gldndula.

Sin embargo, atn no se ha caracterizado el receptor para el VIP en la gldndula
ni se conocen los efectos fisiolégicos que ejerce sobre ésta. El objetivo de este trabajo
es la caracterizacién del receptor de VIP y el estudio in vivo de la accién del péptido
sobre la actividad del enzima tiroxina 5’-desyodasa tipo II y sobre los niveles de

porfirinas.
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1. LA GLANDULA HARDERITANA.

La gldndula Harderiana fue descrita por primera vez en 1694 por Johann Jacob
Harder (1656-1711) en el ciervo. Posteriormente, se ha comprobado que estd presente
en la gran mayoria de los vertebrados terrestres (BROWNSCHEIDLE vy
NIEWENHUIS, 1978; SAKAI, 1981; SHIRAMA et al., 1982) estando ausente en
ciertos mamiferos como murciélagos, vacas, caballos, carnivoros y primates superiores,
siendo rudimentaria en monos y no existiendo en el hombre, aunque se han encontrado
vestigios en fetos humanos de 11 a 30 semanas y en adultos con anormalidades
(KENNEDY, 1970). Para el estudio de esta gldndula nos centraremos sobre todo en la

de mamiferos y en concreto en el grupo de los roedores.
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1.1 LOCALIZACION Y MORFOLOGIA.

En mamiferos, la gldndula Harderiana se halla localizada en la zona
medioposterior de la cavidad ocular, abriendo su conducto generalmente a la superficie
de la membrana nictitante. Es una gldndula tibuloalveolar exocrina cuyo nimero de
16bulos es variable segiin la especie. En ratas, la gldndula Harderiana es alargada,
irregular y cubre gran parte de la superficie posterior del globo ocular y el borde orbital
(VENERABLE y GRAFFIN, 1940) mide de 10 a 12 mm de longitud por unos 7 de

ancho y de 3 a 4 mm de grosor aproximadamente.

Fig.1. Gldndula Harderiana de rata y estructuras anexas. II,nervio éptico; LPS, LR,
MR, SR, IO, SO, diversos musculos de la zona; T,misculo temporal. (Tomado de
PAYNE, 1994 con modificaciones).

1.2 HISTOLOGIA.

La histologia de esta gldndula es la tipica de las gldndulas exocrinas. Los tibulos
se encuentran rodeados por una red de células epiteliales, poseyendo depésitos de
porfirinas intraluminales. El tejido intersticial es generalmente escaso, pudiendo
contener grandes agregaciones de tejido linfoide, los vasos sanguineos son capilares
fenestrados y sinusoides y se encuentra envuelta por una cdpsula de coldgeno y una capa
externa de células endoteliales del seno venoso orbital (DJERIDANE, 1992).
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1.2.1 Células epiteliales.

En mamiferos, se han descrito hasta tres tipos distintos de estas células. Segin
la especie, y a veces el sexo, se pueden encontrar desde uno hasta los tres tipos. En
roedores, existe normalmente dos tipos: el A y el B, cuyas diferencias celulares son
apreciables incluso desde los primeros estadios del desarrollo. Ambas coexisten en el
mismo alvéolo (BROWNSCHEILLE y NIEWENHUIS, 1978). Generalmente, las
células tipo A poseen grandes vacuolas secretoras (de mds de 2.5 um de didmetro) que
contienen lipidos y material granular filamentoso. En el tipo B se encuentran numerosas
vacuolas secretoras mas pequefias que las anteriores (1.7 pm de didmetro como
méximo), asi como gran mimero de mitocondrias, un extenso reticulo endopldsmico y
aparato de Golgi (WATANABE, 1980; BROWNSCHEIDLE y NIEWENHUIS, 1978).
Las células tipo A se encuentran en mayor proporcién que las B (BROWNSCHEIDLE
y NIEWENHUIS, 1978). En ratas, tanto las células tipo A como las B se caracterizan
por poseer un reticulo endopldsmico bien desarrollado y se diferencian en cuanto a
tamaiio, nimero (las A suelen ser mas numerosas que las B) y contenido en vacuolas
lipidicas, ya que el A tiene grandes vacuolas lipidicas, mientras que en el B son
pequefias, (DJERIDANE, 1992). En el hdmster, aparece un marcado dimorfismo sexual
en cuanto al tipo de célula. Asi, en hembras sélo se ha encontrado el tipo celular B,
mientras que en machos existen ambos (HOFFMAN, 1971) (Fig.2a y 2b). Este
dimorfismo parece estar regulado por hormonas sexuales, en concreto por andrégenos,
ya que la castracién de machos lleva a que las gldndulas sélo presenten el tipo B,
desapareciendo el A y presentando asi una estructura tipica de gléndula femenina (LIN
y NADAKAVUKAREN, 1979). Si a los machos castrados administramos andrdgenos,
aparecen de nuevo las células tipo A (PAYNE et al., 1977). Dando andrégenos a
hembras, aparece el tipo celular A (SUN y NADAKAVUKAREN, 1980).
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Fig.2a. Morfologia de las células tipo B en glindula Harderiana de hdmster
hembra. Obsérvense ademds las células cebadas (MC) y los acimulos luminales de

porfirinas (POR). (Tomado de PAYNE, 1994 con modificaciones).

Fig.2b. Células tipo A (II) y B (I) en glindula Harderiana de hamster macho. PTC:
complejo politubular (la barra equivale a 25 um). (Tomado de PAYNE, 1994 con

modificaciones).
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Fig.3. Célula tipo A (izquierda) y tipo B (derecha) de glindula Harderiana de rata.
Lv: vesiculas lipidicas; Bl: ldmina basal. (Tomado de PAYNE, 1994 con

modificaciones).
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1.2.2 Células mioepiteliales.

Son una constante en estas glandulas. Est4n interpuestas entre la superficie basal
de las células epiteliares y la membrana que rodea al tibulo. Normalmente, tienen
forma estrellada con una porci6n central que contiene un niicleo elongado y la mayoria
de los orgénulos. Posee extensiones citoplasméticas que contienen fibrillas contréctiles
de 6-7 nm de anchas. Por analogia con las células del miisculo liso, se cree que estas
fibrillas son de actina (STRUM y SHEAR, 1982).

Las células mioepiteliales forman una red contréctil alrededor del sistema tubular
de la gldndula, ayudando asf a la secrecién del producto de ésta. Del CACHO et al.,
1991, proponen que estas células pueden transformarse a miofibroblastos, los cuales
pueden formar coldgeno (ODA et al., 1990) y secretar moléculas presentadoras de
antigenos como la fibronectina (Del CACHO et al., 1993).

1.2.3 El tejido intersticial.

Constituye un tejido relativamente escaso en glindula Harderiana. Presenta fibras
de col4dgeno, fibroblastos, células cebadas, macréfagos, melanocitos y células
inmunocompetentes.

Los fibroblastos se caracterizan por poseer un reticulo endopldsmico granular
muy desarrollado, ademds de complejo de Golgi, mitocondrias y ribosomas.

Las células cebadas o mastocitos se encuentran localizados en el hdmster cerca
de los vasos sanguineos, nervios y macréfagos (PAYNE et al., 1982). Son esféricas u
ovoides y entre 10-14 um de didmetro aproximadamente (excluyendo los micropili y
pliegues). En el citoplasma aparecen numerosos granulos secretorios que muestran un
amplio rango de tamafios. Normalmente, los grdnulos mas grandes se unen con los de
al lado, dando lugar a la formacién de un canal intracelular implicado en el mecanismo
de secrecién (LAGUNOFF, 1972).

En el ratén, los macréfagos son grandes células poligonales, con nicleo
generalmente irregular y citoplasma con numerosos ribosomas y membranas ligadas a
fagosomas. A veces los macréfagos contienen grdnulos de melanina, lo que sugiere que

éstos fagocitan a melanocitos (SHIRAMA et al., 1988).
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Se han descrito dos tipos distintos de melanocitos en el ratén. El primero, de
forma irregular, con citoplasma denso, un basto reticulo endopldsmico y aparato de
Golgi, mitocondrias y granos de melanina. El segundo es mds regular, con grénulos de
melanina maduros unidos a la membrana y citoplasma poco denso. Parece ser que
ambos tipos de células pertenecen a un mismo tipo celular, ya que se han encontrado
formas intermedias entre ambas.

Las gldndulas Harderianas de muchas especies contienen gran nimero de células
inmunocompetentes. Son generalmente células plasmdticas, aunque también se han
encontrado otros tipos tales como linfocitos, células dendriticas y granulocitos

eosindfilos (SCHRAMM, 1980).

1.3 INERVACION.

Se han encontrado fibras nerviosas auténomas en gldndula Harderiana de himster
(BUCANA y NADAKVUKAREN, 1972a; 1972b) y de ratas (HUHTALA et al., 1977)
entre otras especies. Los alvéolos de la gldndula parecen recibir inervacién de tipo
colinérgico (GARDINER et al., 1962; BROWNSCHEIDLE y NIEWENHUIS, 1978),
localizdndose estas fibras entre el tejido conectivo alrededor de la gldndula y en el
interior de los canales de ésta (NORWELL y CLABOUGH, 1972). En ratas, la
inervacién colinérgica deriva del ganglio pteridopalatino (HUHTALA et al., 1977), el
cual inerva de igual modo la gldndula lacrimal (RUSKELL, 1971). En las terminaciones
nerviosas se encuentran una serie de vesiculas claras localizadas en rata cerca de la
ldmina basal de las células secretoras. Se ha encontrado también una inervacion de
tipo adrenérgica tanto en ratas (HUHTALA et al., 1977) como en hdmster (NORWELL
y CLABOUCH, 1972) que llega hasta los vasos sanguineos de la gldndula Harderiana.
En las terminaciones nerviosas de dichas fibras se hallan numerosas vesiculas con un
nicleo denso electrénicamente. Se ha demostrado recientemente que en rata existe
ademds de las inervaciones anteriores otra de tipo peptidérgica. Usando técnicas
inmunohistoquimicas, se han observado inervaciones peptidérgicas en su mayoria tipo
VIP y colecistoquinina y otras pocas que contienen neurotensina, neuropéptido Y y
péptido relacionado con el gen de la calcitonina (TSUKARA y JACOBOWITZ, 1987).
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Parece ser que el VIP estd presente en neuronas parasimpdticas sin mielina y
posiblemente actde como un vasodilatador, tanto en la gldndula Harderiana como en la
lacrimal, siendo probablemente ademds un estimulador de la secrecién proteica
(BUTLER et al., 1984). Tanto en ratas como en hdmsters se ha encontrado ademds
somatostatina, variando en el hamster los niveles con el sexo y con manipulaciones
hormonales (PUIG-DOMINGO et al., 1988).

La oxitocina, arginina, vasopresina y la neurofisina también se encuentran en
la glindula Harderiana, sufriendo ademds un ritmo dfa-noche (GAUQUELIN et
al.,1988). No se conoce mucho sobre el papel que estos péptidos realizan en la

glandula Harderiana.

1.4 VASCULARIZACION.

En roedores, la gldandula Harderiana se encuentra muy vascularizada. En rat6n,
los capilares son fenestrados y localizados cerca de las células secretoras (STRUM vy
SHEAR, 1982). En hdmster y rata son largos, variables y sinusoidales (MENENDEZ-
PELAEZ et al., 1990).

En ratas, el suministro arterial se realiza por la bifurcacién anterior de la vena
oftdlmica y los vasos se extienden a través del tejido conectivo asociado a células
secretoras (GREENE, 1935). El drenaje venoso de la gldndula es via vena oftdlmica
(SLONAKER, 1918) o en el interior del seno venoso retroorbital en las especies que
lo posean.

El sistema linfitico de la gldndula Harderiana es extenso, aunque no se han

realizado muchos estudios sobre él.

1.5 PRODUCTOS DE LA GLANDULA.
La gldndula Harderiana de roedores se comporta como una gldndula mixta,

segregando principalmente lipidos, porfirinas e indoles.

1.5.1 Lipidos.

Constituyen el producto mayoritario de secrecién exocrina en la gran mayoria
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de los mamiferos, siendo mds del 35% del peso seco de la glindula (WATANABE,
1980).

Algunos autores han mantenido que el mecanismo de liberacién de lipidos es tipo
apocrino (TSUTSUMI et al., 1966) aunque actualmente se acepta que se excretan
mayoritariamente por exocitosis (WOODING, 1980). Como consecuencia de esto, se
observan actimulos de lipidos en las vacuolas secretorias de las células tipo A y B. En
hdmster, existe un dimorfismo sexual en cuanto a la composicién lipidica y en concreto
respecto a la longitud de la cadena de los 4cidos grasos (LIN y NADAKAVUKAREN,
1981). Tanto en hdmster como en ratén, se ha encontrado como lipido mayoritario de
secrecién el 1-alquil-2,3-diacilglicerol (LIN y NADAKAVUKAREN, 1981) mientras

que en rata son lipidos tipo céridos.

1.5.2 Porfirinas.

Constituyen el producto mayoritario de secrecién de la gldndula Harderiana de
roedores.

Las porfirinas son moléculas formadas por un anillo tetrapirrélico con distintos
sustituyentes que dan lugar a las distintas protoporfirinas, siendo de todas ellas la
protoporfirina IX (Fig.4) la precursora del grupo hemo (molécula que actia como grupo
prostetico de muchas proteinas como hemoglobina, mioglobina, catalasa, peroxidasa y
citocromo C) la que se encuentra presente en la mayoria de los sistemas biolégicos. La
protoporfirina IX es la que se encuentra en mayor proporcién en homogenados de
células de glindulas Harderianas de ratas (JACKSON et al., 1976). Se ha encontrado
ademds en ratas, una porfirina tricarboxilica denominada harderoporfirina (KENNEDY,
1970) que se sintetiza en las células epiteliares de la gldndula. La biosintesis de
porfirinas en harderianas, requiere enzimas mitocondriales y citoplasmdticas, siendo de
todas ellas la mds importante la enzima mitocondrial 5-aminolevulin sintetasa
(MENENDEZ-PELAEZ et al., 1991) (Fig.5).
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Fig.4. Molécula de protoporfirina IX.

Glicina + SuccinilCoA
5-aminolevulfn-ginietasa
Acido Aminolevulinico (ALA)
ALA deshidrogennsa

Porfobilinégeno (PBG)
PBG desaminasa

Hid imetilbil
x‘nl Uropotfirindgeno cosintetasn

Uroporfirinégeno — Uroporfirina
Uroporfirindgeno descaboxilasa

Coproporfirindgeno — Coproporfirina
Coproporfirindgeno oxidasa

Protoporfyrinégeno
Protoporfirinégeno oxidasa

i Ferroquelatasa + i6n

Hemo + Globina —= Hemoglobina
+
Apoprotefna —Otros pigmentos respiratorios

Fig.5. Esquema de la biosintesis de porfirinas y del grupo hemo.
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No estd claro cémo se liberan las porfirinas de las células epiteliares. La
mayoria de los autores creen que se almacenan en el interior de vacuolas lipidicas
(STRUM y SHEAR, 1982). CARRIERE, (1985) demuestra la existencia de cristales de
porfirinas en el citoplasma de algunas células epiteliales en glindulas Harderianas de
ratas. La presencia de éstos estd acompaiiada por dilataciones inusuales de las vesiculas
del reticulo endopldsmico, sugiriendo CARRIERE que es un indicio de muerte celular.
De acuerdo con estas hipdtesis, las porfirinas son liberadas por un mecanismo holocrino
y no por el tipico de secrecion de lipidos que es de tipo merocrino. En ratas, el
mecanismo de secrecién es holocrino mayoritariamente (CARRIERE, 1985).

El contenido total de porfirinas en gldndulas Harderianas muestra una
considerable variacién entre individuos de distintas especies, existiendo incluso especies
en la que existe un marcado dimorfismo sexual, siendo generalmente la hembra la que
contiene una mayor proporcion de porfirinas (PAYNE et al., 1992), lo cual sugiere un
control hormonal de los niveles de porfirinas. En roedores, el marcado dimorfismo
sexual presente en las células epiteliales se refleja en la sintesis de porfirinas: la hembra
produce mas porfirinas que el macho, ya que ésta se produce principalmente en las
células tipo B, que son mas abundantes en hembras que en machos (WATANABE,
1980), por lo que la actividad 5-aminolevulin sintetasa es mayor en hembras (LIN y
NADAKAVUKAREN, 1982). La castracién de himsters machos hace que las gldndulas
Harderianas produzcan niveles de porfirinas semejantes a los producidos por hembras
(HOFFMAN, 1971). Si a estos machos se les trata posteriormente con andrégenos, los
niveles de porfirinas vuelven a la normalidad. La ovariectomia o el tratamiento con
andrégenos en ratas hembra produce una bajada de la concentracién de porfirinas
(ULRICH et al., 1974). Por tanto, todo esto parece indicar que la sintesis de porfirinas
estd regulada por las hormonas sexuales. En este sentido, se han encontrado receptores
androgénicos en la glindula (VILCHIS et al., 1987). Otros factores que también
parecen influenciar los niveles de porfirinas son la luz y el sistema visual.
WETTERBERG et al., (1970) observaron que los niveles de porfirinas en gldndulas
Harderianas de ratas se incrementan rdpidamente a los doce dfas de edad, coincidiendo

con la maduracién de la zona cortical responsable de los estimulos visuales. ULRICH
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et al., (1974) demuestran que en luz continua o bien en oscuridad durante 35 dias,
decrecen significativamente los niveles de porfirinas en ratas. Existe una estrecha
relacién entre el contenido en porfirinas y las variaciones en la intensidad luminica
(WETTERBERG, 1972). La administracién de pulsos de luz a ratas producen un
aumento de la secrecién de porfirinas al saco conjuntival, lo cual podria tener como
objeto que éstas funcionaran como un filtro que proteje al ojo de la luz (HUGO et al.,
1987).

1.5.3 Indoles.

La produccién de indoles, como la melatonina, se da principalmente en la pineal,
aunque también se produce en otros 6rganos como gldndulas Harderianas y retina. La
gldndula Harderiana ha sido considerada como un eslabén del eje retino-pineal
(WETTERBERG et al., 1970; REITER et al., 1983) identificindose en éstas distintos
tipos de indoles y sus enzimas asociados, encontrandose entre ellos la melatonina y la
N-acetil serotonina (BUBENIK et al., 1976). Se han identificado indoles en glandulas
Harderianas de gran nimero de especies de roedores y reptiles (VIVIEN-ROELS et al.,
1981) y aves (COGBURN, 1987).

En cuanto a la sintesis de indoles, MENENDEZ-PELAEZ y BUZZELL (1992)
han encontrado evidencias de que:

1) Los indoles han sido producidos dentro de la gldndula Harderiana.

2) Se han sintetizado fuera de la gldndula.

3) Ocurren ambos mecanismos.

Por lo tanto, la presencia de indoles en glidndulas Harderianas no necesariamente
implica que éstos se hayan sintetizado en esta gldndula.

Entre los factores que controlan el nivel de indoles en glindulas Harderianas se
encuentran los siguientes:

1) Diferencias sexuales y hormonales: las glindulas de hdmster hembra tiene niveles
mas altos de melatonina que las del macho (HOFFMAN et al., 1985).
2) Ritmo: los niveles miximos de melatonina y serotonina se alcanzan en periodo de

oscuridad y bajan en presencia de luz (HOFFMAN et al., 1985).
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3) Factores estacionales: BALEMANS et al., (1983) encontré que la 5-metoxi-
triptamina y el triptéfano se encuentran ausentes durante el verano en las gldndulas

Harderianas de hamster.

1.6 HORMONAS.
1.6.1 Receptores hormonales.

Se han descrito distintos tipos de receptores hormonales en gldndulas
Harderianas tales y como receptores androgénicos en glindulas Harderianas de ratas
macho (GUSTAFSSON y POUSETTE, 1975) y de hdmsters macho y hembra
(VILCHIS et al., 1987); receptores para otras hormonas esteroideas tal y como el
estradiol en himster (VILCHIS y PEREZ-PALACIOS, 1989) yratas (VILCHIS etal.,
1992) y receptores para glucocorticoides en hdmsters (VILCHIS y PEREZ-PALACIOS,
1989) y otros roedores (VILCHIS et al., 1992). Sin embargo, no se han encontrado
receptores de progesterona en gldndulas Harderianas de mamiferos, pero si en reptiles
(VILCHIS et al., 1992).

1.6.2 Efecto de las hormonas en la estructura y actividad de la glindula
Harderiana.

La mayoria de estos estudios se han realizado en el hdmster, una especie cuya
gldndula Harderiana presenta un gran dimorfismo sexual que parece ser debido a las
hormonas. Asi, la castracién de machos adultos hace que la gldndula Harderiana se
ajuste tanto morfolégica como bioquimicamente al modelo femenino (PAYNE et al.,
1977). En cambio, si a los machos castrados se le suministra andrégenos, la glidndula
se vuelve a ajustar al patrén masculino (HOFFMAN, 1971). La administracién de
andrégenos a hembras adultas, inducird la aparicién de células tipo A, complejos
politubulares y un marcado decremento de los niveles de porfirinas (SUN y
NADAKAVUKAREN, 1980). La distinta proporcién de dcidos grasos (LIN y
NADAKAVUKAREN, 1981), composicién de proteinas (HOH et al., 1984),
concentraciones de iones metdlicos (HOFFMAN y JONES, 1981), somatostatina (PUIG-
DOMINGO et al., 1988) e indoles (HOFFMAN et al., 1985), pueden modificarse por
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la manipulacién de los niveles de andrégenos.

El ovario juega un papel menos importante en el control de la estructura y
actividad de la gldndula de hdmster hembra (SPIKE et al., 1985). La ovariectomia lleva
a una serie de progresivos cambios degenerativos en la gldndula Harderiana y lo mismo
ocurre en las hembras una vez acabado el periodo reproductivo (SPIKE et al., 1988).
No estd claro c6mo actdan los productos ovéricos sobre la glidndula, aunque es sabido
que ésta posee receptores para el estradiol (VILCHIS y PEREZ-PALACIOS, 1989).

1.6.3 Efectos de las hormonas pituitarias y tiroideas sobre la estructura y actividad

de la glandula Harderiana.

1.6.3.1 Hormonas pituitarias.

Parece ser que las hormonas pituitarias tales como la prolactina, se encuentran
implicadas en el control de la gldndula Harderiana. Cortando el tallo pituitario o
trasplantando la pituitaria a un lugar periférico, se suprime €l control ejercido por el
hipotdlamo sobre la hipdfisis, siendo entonces su principal producto de secrecion la
prolactina, que es inhibida por la dopamina. Si se realiza este proceso en hdmsters
machos, se observa una femenizacién de la gldndula Harderiana, desapareciendo las
células tipo A y aumentando el nivel de porfirinas (BUZZELL y MENENDEZ-
PELAEZ, 1992). La administracién de bromocriptina (un agonista de la dopamina)
evita la feminizacién de la glindula Harderiana en hdmsters castrados. En hdmsters
hembras a los que se les han quitado los ovarios, la administracién continua de
bromocriptina lleva a la supresion de la sintesis de porfirinas y a la masculinizacion de
la gldndula. Estos cambios pueden suprimirse por la administracién simultinea de
prolactina. Por tanto, en hdmster parece ser que la prolactina puede actuar como un
regulador fisiolégico adicional de la glandula tanto a nivel estructural como de sintesis
de porfirinas. En ratas, VAUGHAN et al., (1988) concluyen que la prolactina ejerce
un importante control sobre las enzimas lisosomales. En ratas, se ha encontrado
inmunoreactividad a la vasopresina en el citoplasma de las células del ducto excretorio

de la glandula Harderiana (DJERIDANE, 1992). Se ha demostrado que tras el gjercicio
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fisico en ratas se incrementa el contenido en vasopresina en gldndula Harderiana,
concluyéndose que esta variacién con respecto a los niveles basales puede estar ligada
al incremento de temperatura y al balance osmético, lo cual no excluye otras funciones
tales y como la modulacién del ducto excretorio de la harderiana y el consiguiente

transporte hacia el canal nasolacrimal (DJERIDANE, 1992).

1.6.3.2 Hormonas tiroideas.

La conversién de tiroxina (T,) producida en el tiroides a la hormona activa
3,5,3’triyodotironina o T; mediante la desyodacién del anillo fendlico es realizada por
el enzima tiroxina 5’-desyodasa, la cual posee dos isoenzimas, la tipo I y la tipo II, que
actiian en tejidos distintos. Ambos tipos llevan a cabo la conversién de T,a T;. La tipo
I, ademds puede producir una desyodacién del anillo tirosil, dando lugar a la T; reversa
(T, (Fig.6). La desyodasa es un enzima que juega un importante papel en mantener
los niveles intracelulares de T, (KAPLAN, 1984) y como defensa ante la deficiencia de
esta hormona (VISSER et al., 1983).

La desyodasa tipo I es una protefna intrinseca de membrana localizada
principalmente en el higado (VISSER et al., 1978) y rifiéon (LEONARD vy
ROSENBERG, 1978) aunque se puede encontrar en la mayoria de los tejidos incluido
el tiroides donde hay una alta actividad especifica. Este enzima posee una Km de 0.5
uM, siendo muy sensible a la inhibicién por 6-n-propil-2-tiouracilo (PTU) y por é4cido
iopanoico (LEONARD, 1990). Su actividad depende principalmente de la estimulacién
por TSH, la cual estd encargada de mantener los niveles globales de T; en suero.

La tiroxina 5’-desyodasa tipo II estd presente en varios tejidos como cerebro
(CRANTZ y LARSEN, 1980), pituitaria anterior (KAPLAN, 1980), tejido adiposo
marrén (LEONARD et al., 1982), gldndulas Harderianas (GUERRERO et al., 1987),
timo (VAN DOORN et al., 1986), pineal (TANAKA et al., 1986), y queranocitos
(KAPLAN et al., 1988) entre otros. Tiene una Km de 3.3 nM y es inhibida por dcido
iopanoico y por T,, siendo estimulada por DTT y moderadamente sensible a la accién
del PTU (GUERRERO et al., 1987).
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Fig. 6. Desyodacién de la tiroxina por el enzima tiroxina 5’-desyodasa.

En gldndulas Harderianas de ratas se ha encontrado que la actividad del enzima
tiroxina 5’-desyodasa (actividad 5’-D) tipo I aumenta en el hipotiroidismo con respecto
a los valores basales (GUERRERO et al., 1987). La exposicién de los animales a bajas
temperaturas parece modular la actividad enzimadtica tanto en harderianas como en otros
tejidos (GUERRERO et al., 1990b). La actividad 5°-D tipo II en gldndula Harderiana
de rata muestra un marcado ritmo dia-noche (GUERRERO et al., 1989). En un dia de
141.:10D, el pico es maximo ocho horas después de apagarse la luz (GUERRERO et
al., 1987,1989). Se ha comprobado que este ritmo puede alterarse si se cambian el
nimero de horas de luz/oscuridad, es decir, el fotoperiodo (VAUGHAN et al., 1991).
Parece ser que este ritmo estd controlado por mecanismos adrenérgicos, ya que el
isoproterenol (un $-agonista) causa un aumento de la actividad enzimdtica, al igual que
ocurre durante el periodo de oscuridad (GUERRERO et al.,1989). El ganglio cervical
superior estd implicado en esta regulacién adrenérgica (OSUNA et al., 1992). Se ha
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comprobado que los receptores - y a-adrenérgicos, regulan la actividad del enzima
tiroxina 5’-desyodasa tipo II (RUBIO et al., 1991a; 1991b).

Por otro lado, inyecciones de T, o T, bajan los niveles de porfirinas en gldndulas
Harderianas de hdmsters hembras y machos castrados, anulando asi la esperada
elevacién del nivel de porfirinas en éstos (HOFFMAN et al., 1989, 1990). También se
ha observado que tanto en animales hipotiroideos como en hipertiroideos se tiende a
reducir la concentracién de porfirinas (BUZZELL y MENENDEZ-PELAEZ, 1992).

Tanto la tiroidectomfa como la hipofisectomia en ratas trac como consecuencia
una disminucién del peso de la gldndula Harderiana, la cual puede volver a su peso

normal por tratamiento con tiroxina (EBLING et al., 1975).

1.7 DESARROLLO ONTOGENICO.

No se tienen muchos datos sobre la gléndula Harderiana durante el periodo de
desarrollo. Desde el nacimiento presenta ya una diferenciacién de tipo sexual respecto
al tipo de células existentes y a su morfologia (FERIA-VELASCO et al., 1983). Sobre
el dia 14 despies del nacimiento tiene lugar la apertura ocular, produciéndose entonces
en la glindula Harderiana una répida alteracién en la morfologia celular acompafiada
de un incremento de la secrecion.

Los valores mdximos de actividad 5’-D tipo II se alcanzan durante la primera
semana de vida, disminuyendo gradualmente a medida que el individuo se hace adulto.
(OSUNA et al., 1990).

Respecto a las porfirinas, la secrecién aparece en la primera semana de vida y
aumenta rdpidamente a los 12 dfas tras el nacimiento, aumento que coincide con la
maduracién de las primeras respuestas a los impulsos visuales (WETTEBERG et al.,
1970)
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1.8 FUNCIONES.

Se ha aceptado que la funcién primordial de la gldndula Harderiana es la
contribucién a la lubrificacién de la zona ocular, pero se ha demostrado la existencia
de otras funciones en roedores tales y como:
1)FOTOPROTECCION: las secreciones de la gldndula Harderiana en roedores (en

concreto las porfirinas) contribuyen a la fotoproteccién (HUGO et al., 1987). La répida
respuesta existente en ratas respecto a las condiciones de luz ambiental, junto a que las
porfirinas son moléculas que absorben luz ultravioleta, ha sido interpretado como que
las porfirinas poseen una funcién fotoprotectora del ojo.

2)FUENTE DE FEROMONAS: la glidndula Harderiana de muchos mamiferos y entre

ellos la de roedores, parece ser que actia como fuente de feromonas. Asi, esta gldndula
acumula selectivamente el precursor de una determinada feromona esteroidea
(THIESSEN et al., 1976). Se ha demostrado que al realizarse una harderianactomia a
gerbils machos, decrece la respuesta agresiva hacia éstos por parte de los otros gerbils,
asf como la pérdida del interés de las hembras hacia éstos (THIESSEN y HARRIMAN,
1986). Igual se ha observado en himsters (PAYNE, 1977). La influencia directa de las
goénadas en la gldndula Harderiana via androgénica parece determinar la produccién de
feromonas en la gldndula Harderiana del macho.

3)TERMORREGULACION: el contenido lipidico de las secreciones de la glindula

Harderiana actia en la termorregulacién a bajas temperaturas, tal y como ocurre en el
gerbil, donde la harderianectomia reduce la resistencia al frio y humedad. No existen
evidencias de esta termorregulaciéon en rata, ratén y hdmster (THIESSEN y
KITTRELL, 1980).
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2. EL PEPTIDO INTESTINAL VASOACTIVO.

El péptido intestinal vasoactivo (VIP) es un octacosapéptido aislado por SAID
y MUTT en 1970 a partir de intestino porcino. Debe su nombre al origen y a la
vasodilatacién sistémica que producia en perros (SAID y MUTT, 1970). Aunque al
principio fue considerado como una hormona intestinal, el posterior descubrimiento de
su localizacién neuronal (LARSSON et al, 1976) hizo que se le considerara como un
neurotransmisor o neuromodulador ampliamente distribuido en neuronas tanto del
sistema nervioso central como del sistema nervioso periférico (ROSTENE, 1984).

El VIP es un regulador de muchas funciones bioldgicas distintas en diferentes
érganos y tejidos. Entre ellas se encuentran la regulacién de la secrecién endocrina y
exocrina, la estimulacién de la secrecién de agua y electrolitos, la relajacion del
musculo liso, la regulacién del flujo sanguineo y una actividad neuroendocrina e
inmunitaria (SAID, 1986).

Los efectos biolégicos del VIP son posibles gracias a su interaccién con

receptores especificos de membranas en las células blanco.

2.1 ESTRUCTURA QUIMICA DEL VIP.

El VIP es un péptido de naturaleza bdsica de 28 aminodcidos cuyo peso
molecular es de 3326 Da, presenta una histidina en el extremo N-terminal y una
asparagina en el C-terminal (Fig. 7). Fue secuenciado por sus propios descubridores

(SAID y MUTT, 1972) y sintetizado por BODANSZKY et al., 1974.

L
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Fig.7. Secuencia aminoacidica del VIP (humano, porcino, y rata). Las claves
utilizadas son: A,alanina; D, 4cido aspdrtico; E, dcido glutdmico; F, fenilalanina; G,
glicina; H, histidina; I, isoleucina; K, lisina; L, leucina; M, metionina; N, asparagina;

Q, glutamina; R, arginina; S, serina; T, treonina; V, valina; W, triptéfano; Y, tirosina.
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Al fragmentar la molécula de VIP, los fragmentos de cadenas de amino4cidos
obtenidos muestran siempre menor potencia de accién que la molécula de VIP completa,
es decir, que el peptido de 28 aminodcidos. Asi, fragmentos pequefios de VIP, poseen
una actividad muy débil, llegando incluso a convertirse en algunos tejidos en
antagonistas, como ocurre con el VIP,,,; en intestino de cobaya (GRIDER y RIVIER,
1990). La accién se incrementa al aumentar el mimero de aminodcidos de la cadena
(BODANSZKY et al., 1973). Los estudios de estructura/funcién realizados indican que
es necesaria toda la molécula, y que ninguna secuencia parcial del VIP es capaz de
emular por completo la potencia y afinidad de la secuencia aminoacidica completa
(COUVINEAU et al., 1984). Se ha destacado la importancia de seis residuos de
aminoécidos de la molécula para la actividad biolgica del péptido. Estos son: Asp’,
Phe®, Thr', Tyr', Tyr? y Leu” (O’'DONNELL et al., 1991). La eliminacién de la His
N-terminal de la molécula de VIP, disminuye la afinidad del VIP por su receptor unas
80 veces (COUVINEAU et al., 1984), aunque sigue siendo capaz de estimular la
actividad de la adenilato ciclasa.

La estructura tridimensional del VIP ha sido expuesta por FRY et al., 1939,
observdndose que en soluciones acuosas, €l VIP presenta una estructura terciaria en
forma de ovillo y dispuesta al azar, mientras que en presencia de detergentes o
solventes lipidicos y orgdnicos se induce la formacién de una hélice en la region central
de la molécula (ROBINSON et al., 1982; FRY et al., 1989). La proyeccién de Schiffer-
Edmundson del VIP como una -hélice revela la segregacién de los residuos polares
y apolares en caras opuestas de la hélice y el carécter anfipdtico, que es evidente cuando
el VIP es modelado como una «-hélice distorsionada (MUSSO et al., 1988). Estas
observaciones han sugerido un papel de la hélice anfifilica en el reconocimiento del VIP
por las células diana. La formacién de una hélice puede facilitar la unién a receptores
proteicos y también provocar interacciones directas con los lipidos de la membrana.
Parece ser, que este tipo de estructura es la que adopta el VIP durante la interaccion
con ¢l receptor (LUIS et al., 1988).

Los péptidos helicoidales anfifilicos son conocidos por formar agregados

ordenados que exponen residuos aminoacidicos apolares a los solventes y mantienen los
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residuos polares dentro del agregado. Estos agregados se unen a membranas lipidicas
debido a efectos hidrofébicos, teniendo lugar al mismo tiempo interacciones
electrostdticas entre los residuos peptidicos cargados y los grupos de cabeza de los
fosfolipidos. Se han descrito este tipo de interacciones en la melitina, el péptido
venenoso de avispa, el GRF, un fragmento sintético de la 3-FSH y el factor de necrosis
tumoral. Se han descrito interacciones directas del VIP con la membrana (NODA et
al.,1994), observindose una asociacién directa del VIP marcado con vesiculas de
fosfatidil-colina, lo cual puede explicar algunas asociaciones del VIP. Se ha demostrado
que los detergentes aniénicos y los lipidos inducen la formacién de una hélice en la
molécula de VIP, secretina y glucagén (ROBINSON et al., 1982), la cual parece ser
que puede jugar un papel fisiolégico importante, ya que puede modificar la interaccién
del VIP con su receptor.

La estructura del VIP se ha conservado muy bien durante la evolucién, lo cual
puede indicarnos su importante papel fisiolégico. La secuencia de aminodcidos es
idéntica en el cerdo (SAID y MUTT, 1972), vaca (CARLQUIST et al., 1979), perro
(WANG et al., 1985), conejo (MUTT, 1988), rata (DIMALINE et al., 1984) y hombre
(CARLQUIST et al., 1982). El VIP de pollo (NILSSON, 1974) y el de cobaya (DU et
al.,1985), por el contrario, poseen 4 aminodcidos diferentes y el de bacalao y el de
tiburén , 5 aminodcidos distintos (THORNDYKE et al., 1989). (Tabla I).

Por otra parte, se han observado grandes analogias entre la secuencia de
aminodcidos del VIP y la de otros neuropéptidos y hormonas gastrointestinales. La
secretina posee 27 aminodcidos de los que 9 estin en comiin con los del VIP, el
glucagén, 29 residuos y 6 en comiin con el VIP y el péptido inhibidor géstrico (GIP)
con 43 aminodcidos y 4 en comiin con el VIP. Estos cuatro péptidos se agruparon en
un principio en la denominada familia de la secretina-glucagén, la cual se ha ido
incrementando a medida que se han descubierto otros péptidos estructuralmente
relacionados con el VIP, como el factor liberador de la hormona del crecimiento
(GRF), ya sea el de rata (GRFr) con 43 residuos y 12 en comiin con el VIP o el
humano (GRFh), aislado a partir de estractos tumorales pancredticos (GUILLEMIN et

al., 1982), con 44 aminodcidos y 9 en comiin con el VIP, el péptido histidina amino
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terminal isoleucina-amida carboxi terminal (PHI) con 27 aminoédcidos y 13 en comin
con el VIP, aislado en el cerdo por TATEMOTO y MUTT en 1981, y su homdlogo en
el hombre y en el mono, el péptido histidina-amino terminal metionina-amida carboxi
terminal o PHM (27 aminoécidos, 12 en comiin con el VIP), aislado por ITOH et al.
en 1983, la helodermina, con 35 aminoédcidos y 15 en comin con el VIP y aislada a
partir del veneno del Helodermus suspectum (HOSHINO et al., 1984) y el péptido
activador de la adenilato ciclasa pituitaria o PACAP, ya sea el PACAP-38, con 38
residuos y 18 en comin con el VIP y el PACAP-27, con 27 aminoécidos y 18 en
comun con el VIP (MIYATA et al., 1989), siendo el PACAP-27 el mds cercano
estructuralmente al VIP. (Tabla II). También presentan homologfas estructurales con
el VIP la urotensina 1 (SAID, 1991), la helospectina (ROBBERECHT et al., 1984;
SAID, 1991), la sauvagina (SAID, 1991) y la a;-timosina (GOLDSTEIN et al., 1977).
Se han descrito ademds secuencias similares a la del VIP en la estructura del péptido
T (que es parte de la secuencia de la proteina de la cubierta del virus responsable del
Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA)) (SACERDOTE et al, 1987) y en
algunas protefnas del virus de la Influenza (ZHILINSKAYA et al., 1991).
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TABLA 1. SECUENCIA AMINOACIDICA DEL VIP EN DISTINTAS ESPECIES.

VIP*: His-Ser-Asp-Ala-Val-Phe-Thr-Asp-Asn-Tyr-Thr-Arg-Leu-Arg-Lys-Gln-
Met-Ala-Val-Lys-Lys-Tyr-Leu-Asn-Ser-Ile-Leu-Asn

POLLO: His-Ser-Asp-Ala-Val-Phe-Thr-Asp-Asn-Tyr-Ser-Arg-Phe-Arg-Lys-Gln-
Met-Ala-Val-Lys-Lys-Tyr-Leu-Asn-Ser-Val-Leu-Thr

COBAYA: His-Ser-Asp-Ala-Leu-Phe-Thr-Asp-Thr-Tyr-Thr-Arg-Leu-Arg-Lys-
GIn-Met-Ala-Met-Lys-Lys-Tyr-Leu-Asn-Ser-Val-Leu-Asn

TIBURON: His-Ser-Asp-Ala-Val-Phe-Thr-Asp-Asn-Tyr-Ser-Arg-Tle-Arg-Lys-
GIn-Met-Ala-Val-Lys-Lys-Tyr-Ile-Asn-Ser-Leu-Leu-Ala

BACALAO: His-Ser-Asp-Ala-Val-Phe-Thr-Asp-Asn-Tyr-Ser-Arg-Phe-Arg-Lys-
GIn-Met-Ala-Ala-Lys-Lys-Tyr-Leu-Asn-Ser-Val-Leu-Ala

*: VIP humano, de vaca, cerdo, rata, conejo y perro. Las letras en negrilla, indican los

aminodcidos en que difieren del VIP*,
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TABLA 1I. SECUENCIA DE AMINOACIDOS DE LOS MIEMBROS MAS
IMPORTANTES DE LA FAMILIA DEL VIP.

VIP: His-Ser-Asp-Ala-Val-Phe-Thr-Asp-Asn-Tyr-Thr-Arg-Leu-Arg-Lys-Gln-Met-
Ala-Val-Lys-Lys-Tyr-Leu-Asn-Ser-Ile-Leu-Asn

GRFr: His-Ala-Asp-Ala-Ile-Phe-Thr-Ser-Ser-Tyr-Arg-Arg-Ile-Leu-Gly-Gln-Leu-
Tyr-Ala-Arg-Lys-Leu-Leu-His-Glu-Ile-Met-Asn. ..

GRFh: Tyr-Ala-Asp-Ala-Ile-Phe-Thr-Asp-Ser-Tyr-Arg-Lis-Val-Leu-Gly-Gln-
Leu-Ser-Ala-Arg-Lys-Leu-Leu-GIn-Asp-Ile-Met-Ser. ..

PHI: His-Ala-Asp-Gly-Val-Phe-Thr-Ser-Asp-Phe-Ser-Arg-Leu-Leu-Gly-Gln-
Leu-Ser-Ala-Lys-Lys-Tyr-Leu-Glu-Ser-Leu-Ile

PHM: His-Ala-Asp-Gly-Val-Phe-Thr-Ser-Asp-Phe-Ser-Lis-Leu-Leu-Gly-Gln-
Leu-Ser-Ala-Lys-Lys-Tyr-Leu-Glu-Ser-Leu-Met

SEC(1): His-Ser-Asp-Gly-Tyr-Phe-Thr-Ser-Glu-Leu-Ser-Arg-Leu-Arg-Asp-Ser-
Ala-Arg-Leu-Gin-Arg-Leu-Leu-GIn-Gly-Leu-Val

SEC(2): His-Ser-Asp-Gly-Tyr-Phe-Thr-Ser-Glu-Leu-Ser-Arg-Leu-Arg-Glu-Gly-
Ala-Arg-Leu-GIn-Arg-Leu-Leu-GIn-Gly-Leu-Val

GLU: His-Ser-Gln-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Ser-
Arg-Arg-Ala-GIn-Asp-Phe-Val-GIn-Trp-Leu-Met-Asn...
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TABLA II. SECUENCIA DE AMINOACIDOS DE LOS MIEMBROS MAS
IMPORTANTES DE LA FAMILIA DEL VIP.(Cont.)

GIP(1): Tyr-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Ile-Ser-Asp-Tyr-Ser-Ile-Ala-Met-Asp-Lys-
Ile-Arg-GlIn-Gin-Asp-Phe-Val-Asp-Trp-Leu-Leu-Ala...

GIP(2): Tyr-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Ile-Ser-Asp-Tyr-Ser-Ile-Ala-Met-Asp-Lys-
Ile-His-GIn-GIn-Asp-Phe-Val-Asp-Trp-Leu-Leu-Ala...

HEL: His-Ser-Asp-Ala-Tle-Phe-Thr-GIn-GlIn-Tyr-Ser-Lys-Leu-Leu-Ala-Lys-Leu-
Ala-Leu-GIn-Lys-Tyr-Leu-Ala-Ser-Ile-Leu-Gly...

PAC.1: His-Ser-Asp-Gly-Ile-Phe-Tyr-Asp-Ser-Tyr-Ser-Arg-Tyr-Arg-Lys-Glu-
Met-Ala-Val-Lys-Lys-Tyr-Leu-Ala-Ala-Val-Leu

PAC.2: His-Ser-Asp-Gly-Ile-Phe-Thr-Asp-Ser-Tyr-Ser-Arg-Tyr-Arg-Lys-Glu-
Met-Ala-Val-Lys-Lys-Tyr-Leu-Ala-Ala-Val-Leu-Gly...

Los puntos suspensivos indican que sélo se representan los 28 primeros aminodcidos de
la cadena. Las claves utilizadas son: SEC (1), secretina porcina; SEC (2), secretina
humana; GIP (1), GIP porcino ; GIP (2), GIP humano; PAC.1, PACAP 27; PAC.2,

PACAP 38. Las letras en negrita, indican los aminodcidos en que difieren del VIP.
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2.2 LOCALIZACION DEL VIP.

A pesar de ser considerado desde un principio como un péptido de accién
exclusivamente intestinal, se han identificado por radioinmunoensayo e inmunoandlisis
terminaciones nerviosas VIPérgicas no sélo en el tracto digestivo, sino en practicamente
todo el organismo (Tabla III). El VIP se encuentra ampliamente distribuido tanto en el
sistema nervioso central como en el sistema nervioso periférico. Alcanza altas
concentraciones en neuronas y terminaciones nerviosas de cértex cerebral, hipotdlamo
(nucleo supraquiasmadtico), amigdala, hipocampo y estriado, donde parece coexistir con
los neurotransmisores cldsicos (acetilcolina y norepinefrina), el neuropéptido Y (NPY),
la colecistoquinina (CCK), la dinorfina (DYN) y el 4cido gamma amino butirico
(GABA) (KOSAKA et al., 1985). Fuera del sistema nervioso central, las mayores
concentraciones de VIP se encuentran en neuronas de los plexos submucoso y
mientérico del tracto gastrointestinal. Asi, se han descrito fibras nerviosas
inmunoreactivas para VIP a lo largo de todas las capas de la pared intestinal: muscular,
submucosa y mucosa, especialmente alrededor de los vasos. El origen de estas fibras
VIPérgicas, se encuentra en los ganglios de los plexos submucoso y mientérico del
tracto gastrointestinal. Estas fibras VIPérgicas, finalizan en un entramado nervioso en
relacién con células epiteliales, arteriolas de la mucosa y submucosa y con la capa de
misculo circular subyacente. Las mayores concentraciones de VIP se encuentran en
fundus géstrico, duodeno, yeyuno, fleon y colon. También existe VIP en los cuerpos
neuronales locales del pdncreas, tanto endocrino como exocrino. Se han descrito
terminaciones nerviosas VIPérgicas en el tracto genito-urinario, sistema cardiovascular,
drbol traqueobronquial y en gldndulas secretoras. No se han encontrado terminaciones
nerviosas, pero si inmunoreactividad para VIP en la placenta (ATTIA et al., 1976). En
el individuo sano, existe VIP libre circulante en plasma. Mediante radioinmunoandlisis,
se ha cuantificado su concentracién, obteniéndose valores que oscilan entre 1-5 pM
(CHANG et al., 1979) y 15-52 pM en el limite superior de los individuos sanos
(KREJS et al., 1980). Se ha postulado que la presencia de VIP circulante se deberia a
un fenémeno de rebosamiento a nivel de las terminaciones nerviosas. Sin embargo, en

determinadas situaciones fisiolégicas, como el ayuno o el ejercicio fisico, los niveles
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plasmdticos de VIP pueden incrementarse (WIIK et al., 1988). La vida media del
péptido en el plasma no excede de 3 min (DOMSCHKE et al., 1978), siendo degradado
por enzimas especificas en higado, cerebro y rifion (KELTZ et al., 1980). Se ha
detectado también inmunoreactividad para VIP en células de origen hematopoyético,
como mastocitos (CUTZ et al., 1978), plaquetas (GIACHETTI et al., 1978), neutrdfilos
(O’DORISIO et al., 1980), mononucleares (LYGREN et al., 1984), baséfilos (GOETZL
et al.,1988), linfoblastos (GOMARIZ et al., 1990) y sobre todo en eosindfilos
(ALIAKBARI et al., 1987). Se ha demostrado que el VIP es producido en estas células
(GOMARIZ et al., 1993; 1994). Se sabe que es producido por los mastocitos-baséfilos
formando parte de una mezcla de péptidos estructuralmente relacionados pero distintos
al VIP (GOETZL et al., 1988) y que es secretado tras la estimulacién con agentes
desgranulantes como el ionéforo del calcio A23187 y el compuesto 48780 (CUTZ et al.,
1978). En el sistema inmune, se ha demostrado la existencia de terminaciones
VIPérgicas en los 6rganos linfoides primarios (timo y bursa de Fabricio), donde los
linfocitos adquieren su inmunocompetencia , y en algunos Organos linfoides
secundarios. Asi, se han descrito terminaciones nerviosas para VIP en timo (GOMARIZ
et al., 1990), corteza de timo de rata (FELTEN et al., 1985), en la vasculatura y
parénquima timicos (LACEY et al.,, 1991), en las placas de Peyer de ratén
(OTTAWAY et al., 1987), en el tejido linfoide asociado a los bronquios (NOHR y
WEIHE, 1991) y en la bursa de Fabricio de pollo (LACEY et al., 1991).
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TABLA TII. LOCALIZACION DE TERMINACIONES NERVIOSAS

INMUNOREACTIVAS PARA EL VIP.

SISTEMA NERVIOSO.
Cortex cerebral

Nicleo amigdalino
Ganglios basales

Meédula espinal

Retina

Ganglios simpdéticos
Nervios cerebrovasculares.
Nervio espldcnico
Nervio cidtico

Nervio vago

Nervio celiaco

Ganglios intracardiacos

Vasos periféricos

Cuerpo carotideo

SISTEMA RESPIRATORIO.

Vias aéreas superiores
Vias aéreas inferiores
Parénquima pulmonar
PIEL.

Foliculo piloso
Células de Merckel
Gldndulas sudoriparas
Gldndulas sebéceas

Piel axilar

SISTEMA CARDIOVASCULAR.

AUTORES

SAID y ROSENBERG, 1976.
BESSON et al., 1979.
WAHLE y MEYER, 1989.
ROMUALDI et al., 1990.
PETERS, 1990.
BALDWIN et al., 1991
LARSSON et al., 1976.
GIACHETTI et al., 1979.
LUNDBERG et al.,1979.
LINNOILA et al.,1980.
KONDO y YUI,1982.

THULIN et al., 1984.
MORRIS et al., 1985.
KAMEDA, 1989.

UDDMAN et al., 1978a.
UDDMAN et al., 1978a.
SAID, 1982.

HARTSCHUH et al., 1984.
HARTSCHUH et al., 1984.
WEIHE et al., 1981.
HARTSCHUH et al., 1984.
WALLENGREN et al., 1987
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TABLA III. TLOCALIZACION DE TERMINACIONES NERVIOSAS
INMUNOREACTIVAS PARA EL VIP. (Cont.)

SISTEMA DIGESTIVO.
Gldndulas salivales

Pared esofdgica

Esfinter esofdgico inferior.
Muisculo liso géstrico
Intestino delgado

Intestino grueso

Ldmina propia intestinal
Vesicula biliar

Pédncreas

APARATO GENITO-URINARIO.

Rifién

Vias urinarias
Cérvix uterino
Trompas de Falopio
Miometrio

Ovario

Utero

Prostata

Estroma testicular
Vesiculas seminales

Vasos deferentes

SISTEMA NEUROENDOCRINO.

Neurohipdfisis
Adenohipdfisis
Hipotdlamo

AUTORES

UDDMAN et al., 1980.
UDDMAN et al., 1978b.
RATTAN et al., 1977.
LARSSON et al., 1976.
LARSSON et al., 1976.
SUNDLER et al., 1979.
GAGINELLA et al.,1979.
SUNDLER et al., 1977.
LARSSON et al., 1978.

BARAIJAS et al., 1983.
CROWE et al., 1986.
LARSSON et al., 1977.
ALM et al., 1977.
OTTESEN et al., 1980.
AHMED et al., 1986.
BRYMAN et al., 1989.
ALM et al., 1977.
HAKANSON et al., 1982.
FAHRENKRUG, 1988.
FEHER y BURNSTOCK, 1987.

GAJKOWSKA y VIRON, 1991,
HSU et al., 1989.
SAMSON et al., 1979.




INTRODUCCION

32

TABIA TII. LOCALIZACION DE TERMINACIONES
INMUNOREACTIVAS PARA EL VIP. (Cont.)

NERVIOSAS

SIST.NEUROENDOCRINO (Cont.)
Pineal

Tiroides

Corteza suprarrenal

Meédula suprarrenal

Islotes de Langerhans

Glandulas lacrimales

Gléndula mamaria

SISTEMA INMUNOLOGICO.

Timo

Corteza de timo
Bursa de Fabricio

Placas de Peyer

Tejido linfoide asociado a bronquios

Nédulo linfitico auricular

AUTORES

SHIOTANI et al., 1986.
AHREN et al., 1980.
LINNOILA et al., 1980.
LINNOILA et al., 1980.
FUJII et al., 1980.
SIBONY et al., 1988.
ERIKSSON et al., 1988.

GOMARIZ et al., 1990
FELTEN et al., 1985
LACEY et al., 1991
OTTAWAY et al., 1987
ICHIKAWA et al., 1994
NOHR y WEIHE, 1991

ENZMANN y DROSSLER, 1994
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2.3 EL GEN DEL VIP. BIOSINTESIS DEL VIP.

El VIP se biosintetiza junto con otro péptido activo, el PHI en ratas o el PHM
en humanos (NISHIZAWA et al., 1985).

El gen que codifica tanto al VIP como al PHM-27 en humanos, se encuentra
situado en el cromosoma 6, en concreto en la regién 6q24 (GOZES et al.,1987). Estd
formado por 8.837 pares de bases y contiene 7 exones interrumpidos por 6 intrones
(BODNER et al., 1985). Los exones 1 y 7 codifican regiones de ARNm que no serdn
traducidas, el 2 codifica el péptido sefial, el exén 3 el péptido N-terminal, el 4 el PHM,
el 5 el VIP y el 6 el péptido C-terminal (TSUKARA et al., 1985). Las secuencias
codificadoras del VIP y del PHM-27 se encuentran en exones distintos pero adyacentes,
tan solo separados por 0,75 Kbases de ADN (BODNER et al., 1985). Este hecho
sugiere la cosintesis de ambos péptidos en el mismo tejido, sin embargo, a pesar de
coexistir tanto el PHM como el VIP en el mismo precursor, no siempre ambas
moléculas se cosintetizan dentro de una misma célula. Esta selectividad parece deberse
a procesos posttraduccionales tejido-especificos (ITOH et al., 1983). Asi, hay neuronas
que contienen VIP y no PHM vy viceversa (HOKFELT et al., 1982). Se ha encontrado
casos en que coexisten los dos péptidos, como ocurre en tumores pancredticos tipo
VIPoma (BLOOM et al., 1973) y neuroblastomas (ITOH et al., 1983). La expresion
del gen del VIP parece estar regulada por sefiales neuronales y endocrinas (TSUKARA
et al., 1987), llevandose principalmente a cabo en células de origen nervioso.

Se ha descrito también la estructura completa del gen del VIP en ratas (GILADI
et al., 1990), encontrdndose un 80-90% de homologia con el humano. Posee 7.400
pares de bases , con 7 exones separados por 6 intrones, codificando el ex6én 4 al PHI
y el 5 al VIP. En pollo, la zona codificadora del PHI es distinta a la encontrada en
mamiferos (McFARLIN et al., 1995).

El pre-pro-VIP/PHM-27 (Fig.8), es la proteina precursora de ambos péptidos.
Su peso molecular es de 19.169 Da, estando constituida por 170 aminodcidos (ITOH
et al.,1983). Contiene la molécula de VIP y la de PHM-27, por lo que ambos coexisten
en el mismo precursor proteico. El primer aminodcido de la molécula de pre-pro-

VIP/PHM-27 es la metionina, que junto hasta el aminodcido niimero 20, recuerda a los



INTRODUCCION 34

péptidos sefial de las regiones aminoterminales de las protefnas secretoras. La secuencia
del VIP se encuentra entre las parejas de aminodcidos (Lys'?- Arg'?) y (Lys'**- Arg'®)
los cuales son puntos de ruptura proteolitica que sirven para separar el VIP de su
precursor. La secuencia del PHM estd precedida por un aminodcido bésico (Arg®) y
en el extremo opuesto, aparece el par (Lys!'®-Arg''), siendo sefiales para la ruptura
proteolitica. Se ha descrito una molécula de 17500 Da que serfa producto de
modificaciones posttraduccionales en la molécula de pre-pro-VIP/PHM-27 y, por tanto,
el precursor directo del VIP (OBATA et al., 1981).

Otros péptidos de la familia del VIP, son codificados por genes que muestran
una estructura similar y poseen ademds precursores similares al pre-pro-VIP/PHM-27,
como es el caso del GRFh (MAYO et al.,1985) y del glucagén (BELL et al., 1983).

Se ha detectado la expresi6n del gen del VIP en timo y bazo de rata (GOMARIZ
et al., 1993), cértex sensorial y visual de mono y rata (BENSON et al., 1991),
pituitaria anterior de rata (CHEW et al., 1993), colon humano (SCHULTE-
BOCKHOLT et al., 1995), linfocitos T y B de rata (GOMARIZ et al., 1994), tumor
bucal humano (GOZES et al., 1986), linea celular PC12 (feocromocitoma humano)
(TSUKARA et al., 1995) y linea celular NB-1 (neuroblastoma humano) (GEORG et al.,
1994).

1 21 22 80 108109 110 123 124 153 154 1656 170
MET SER GLN ARG GLYLYS ARG LYS ARG GLY LYS ARG LYS
\

V/

NH, / COOH
7
PEPTIDO PHM-27 VIP
SENAL

Fig.8. Representacion esquemdtica de la estructura de la molécula precursora del
VIP humano (pre-pro-VIP/PHM-27). Se muestran los residuos de aminodcidos mds
importantes en los procesos posttraduccionales y su posicién. (Tomado de ITOH et
al.,1983).
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2.4 EL VIP COMO NEUROTRANSMISOR

Actualmente se considera al VIP como un neuropéptido con funciones
neurotransmisoras y neuroreguladoras (SAID, 1986), ya que cumple una serie de
criterios reunidos por los neurotransmisores (FAHRENKRUG, 1980):
1) Estar presente en neuronas y concentrado en las terminaciones presindpticas.
2) Poseer mecanismos especificos en las neuronas para su sintesis e inhibicion.
3) Ser liberado por estimulacién de la terminacién presindptica.
4) Poseer alguna accién sobre la terminacién postsindptica.
5) Bloquearse la accion por antagonistas especificos.
6) Existir un receptor especifico en las membranas postsindpticas.

Por tanto, el VIP actia como neurotransmisor, ya que se almacena en neuronas
y terminaciones nerviosas, desde donde se libera al espacio sindptico tras la
despolarizacién (SAID, 1986), uniéndose a receptores de membrana especificos
(TAYLOR y PERT, 1979).

2.5 ACCIONES BIOLOGICAS DEL VIP.

Debido a la amplia distribucién del VIP por el organismo, éste presenta un
amplio perfil de efectos biolégicos, entre los que se encuentran (Tabla IV):
1) Relajante del miisculo liso: fue la primera funcién bioldgica descrita para el VIP, en
concreto la accién relajante de la musculatura lisa de los vasos de la circulacion
mesentérica (SAID y MUTT, 1970). Actualmente se sabe de este efecto en otros
6rganos y sistemas, como en bronquios (FRANDSEN et al., 1978), es6fago (RATTAN
et al., 1977) e intestino (SAID y MAKHLOUF, 1974) entre otros.
2) Regulador del flujo vascular: es sabido que el VIP produce vasodilatacién de los
vasos sanguineos con el consiguiente incremento del flujo vascular. Esto se ha
observado a nivel de arterias coronarias (SMITHERMAN et al., 1982), mucosa nasal
(MALM et al., 1980), cerebro (LARSEN et al., 1981) y miometrio (OTTESEN et al.,
1980). Por tanto, el VIP actiia como vasodilatador coronario y sistémico (BEVAN y
BRAYDEN, 1986).

3) Actividad neuroendocrina: en el sistema neuroendocrino, el VIP realiza varias
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funciones entre las que destacan: estimulacién de la secrecién de insulina y glucagén
(SHEBALIN et al., 1977), de la secrecién pancredtica de somatostatina (IPP et al.,
1978), de hormona adrenocorticotropa (ACTH) (OLIVA et al., 1982), de la secrecion
de hormona luteinizante (LH) (VIJAYAN et al., 1979), de la hormona del crecimiento
(GH) y la prolactina (PRL) (SCHOLAR y PAUL, 1991), de catecolaminas por las
células cromafines de las glindulas suprarrenales (GOZES y BRENNEMAN, 1989) y
de hormonas tiroideas (AHREN et al., 1980) y parathormona (PTH) (JOBORN et al.,
1991). Favorece la liberacién de hormonas hipofisiarias como la oxitocina (BARDRUM
et al., 1988) y estimula la sintesis y liberacién de melatonina en pineal (SIMONNEAU
et al., 1990).

4) Efectos sobre el sistema inmune: tanto in vivo como in vitro, se han encontrado
numerosas acciones del VIP sobre este sistema, entre las que destacan: inhibicién de
la sintesis de ADN (STANISZ et al., 1986), de la migracién de linfocitos T, in vivo
(MOORE, 1984), de los linfocitos T in vitro (OTTAWAY, 1984), de la produccién de
IgA e IgM (STANISZ et al., 1986), de la produccién de interferon gamma
(MUSCETTOLA y GRASSO, 1990), del estallido respiratorio en monocitos (WIIK,
1989), de la produccién de interleukina 2 (OTTAWAY, 1987), del trifico de linfocitos
(MOORE et al., 1988) y de la citotoxicidad de las células NK (ROLA-
PLESZCZYNSKI et al., 1985). Induce un incremento en la motilidad de macréfagos
peritoneales ( DE LA FUENTE et al., 1994), estimula la liberacién de histamina por
mastocitos (PIOTROWSKY y FOREMAN, 1985), la produccién de interleukina 5
(WEINSTOCK, 1991) e interleukina 6 (MAIMONE et al., 1993), aumenta la
produccién y secreccién de « y 3 interferones en células HT-29 en cultivo (CHELBI-
ALIX et al., 1990; 1991) y en células gliales (CHELBI-ALIX et al., 1994), actia como
mediador de la inflamacién y modulador de la respuesta inmune (O’DORISIO et al.,
1985b), estimula el estallido respiratorio en linfocitos (LOPEZ-GONZALEZ et al.,
1992; BELLIDO et al., 1994) y en neutréfilos (LOPEZ-GONZALEZ y LUCAS, 1994),
estimula la quimiotaxis y la adherencia en linfocitos T (JOHNSTON et al., 1994),
inhibe la adherencia en macréfagos peritoneales (SEGURA et al., 1993) y la fagocitosis
y la quimiotaxis en macréfagos alveolares (LITWIN et al., 1992), estimula la
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fagocitosis en macréfagos peritoneales (DE LA FUENTE et al., 1993), inmunosuprime
la produccién de citoquinas en el humor acuoso (TAYLOR et al., 1994), protege a los
linfocitos frente a metales t6xicos (NORDLIND et al., 1992) y modula la muerte celular
de timocitos en cultivo (ERNSTROM et al., 1995). El efecto del VIP sobre las células
mononucleares sanguineas humanas es distinto segin la concentracién: a bajas
concentraciones (104-10"?) se estimula la capacidad migratoria y a concentraciones
elevadas (107-10®) se ve inhibida, pudiendo tener este doble efecto importancia
fisiol6gica dadas las diferentes concentraciones de VIP en plasma y en las terminaciones
nerviosas donde se secreta (BONDESSON et al., 1991). Por tanto, existe una relacién
entre el VIP y el sistema inmune (OTTAWAY et al., 1987; TSENG y O’DORISIO,
1989), proponiéndose al VIP como uno de los péptidos fundamentales en el eje
neuroinmunoendocrino (O’DORISIO et al., 1985b). Los hechos que conducen a esta
hip6tesis, son bdsicamente el hallazgo de terminaciones VIPérgicas en los dérganos
linfoides primarios y secundarios del sistema inmune en intima relacién con las células
immunes (ZENTEL y WEIHE, 1991), la caracterizacién de receptores para VIP en
células que participan en la respuesta inmune y los distintos efectos del VIP sobre las
células y las funciones del sistema inmune.

5) Acciones bioldégicas en otros sistemas como el nervioso, digestivo, respiratorio y
genitourinario. En el sistema nervioso central, el VIP estimula la glucogenolisis y la
utilizacion local de glucosa (MAGISTRETTI et al.,1981) en el cdrtex cerebral, produce
un efecto excitatorio neuronal en cdrtex, hipocampo y médula espinal (DODD et al.,
1979), estimula la secrecién de serotonina en el micleo supraquiasmdtico (ROSTENE,
1984), inhibe la liberacién de somatostatina (SHIMATSU et al., 1982), favorece y
estimula la acetilcolinesterasa en retina (LUINE et al., 1984). Ademds, produce una
accién  hipnogénica (RIOU et al., 1982), antidipsogénica (ITOH et al., 1985),
hipertérmica (SAID, 1986) y analgésica (KOMISARUK et al., 1988). En el sistema
nervioso periférico, el VIP ejerce una regulacién fisiolégica de la sudoracién (EEDY
et al., 1990), estimula la secrecién de electrolitos (DENNISS y YOUNG, 1978) y
aumenta la secrecién de amilasa (INOUE et al., 1985). En el aparato digestivo, destaca

entre otras funciones la relajacion de la vesicula biliar (RYAN y COHEN, 1977), de
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la musculatura lisa gédstrica (KONTUREK et al, 1975) e intestinal (MAKHLOUF vy
SAID, 1975), estimulacién de la secrecién salival (LUNDBERG et al., 1981 ),
estimulacién de la secrecién de pepsindgeno (GESPACH et al.,1983), estimulacion de
la secreciéon 4cida del estémago (HERNANDEZ et al., 1987), inhibicién de la
liberacion de gastrina (CHIBA et al., 1980) e inhibicion de la absorcién intestinal
(MAKHLOUF y SAID, 1975) y estimulacién de la secrecién exocrina pancredtica
(SAID y MUTT, 1972). En el sistema respiratorio ejerce, entre otros efectos, funciones
como la relajacién de los anillos traqueobronquiales (FRANDSEN et al., 1978),
incremento de la ventilacién pulmonar (SAID y MUTT, 1970), estimulacién de la
secrecién bronquial (SAID, 1986), de la secrecién mucosa (BARANIUK y KALINER,
1991) y un gran efecto broncodilatador (SAID, 1986). En el aparato genito-urinario,
el VIP disminuye la filtracién glomerular (DIMALINE et al .,1983), aumenta Ia
secrecion de renina por el rifion (PORTER y GANONG, 1988), provoca la
vasodilatacién de las vias urinarias (ANDERSSON et al., 1987), estimula la relajacion
muscular de las vias urinarias (KLARSKOV et al., 1984), relaja el miometrio
(OTTESEN et al., 1980), estimula la esteroidogénesis en el ovario (OTTESEN et al.,
1986), estimula la sintesis de andrégenos en el testiculo (KASSON et al., 1986),
provoca la vasoconstriccion de los vasos deferentes (KASTIN et al., 1978) y estimula
la secrecién en la vesicula seminal (STJERNQUIST et al., 1983).

6) Estimulacién de la secrecién de agua y electrolitos: es una accion ejercida por el VIP
principalmente a nivel de intestino delgado (SCHWARTZ et al., 1974), colon
(WALDMAN et al., 1977) y vesicula biliar (KONTUREK et al., 1975).

7) Efectos metabélicos: se han descrito en tejidos en los que no se han encontrado
terminaciones nerviosas VIPérgicas, como el higado y el tejido adiposo marrén (TAM).
En higado, estudios in vitro muestran que el VIP estimula la glucogenolisis en higado
de conejo (KERINS y SAID, 1973) y rata (KORINEK et al., 1979). En hepatocitos
aislados, existe un efecto glucogenolitico a la vez que gluconeogénico (FELIU et al.,
1983). In vivo, el VIP causa hiperglucemia en perros (KERINS y SAID, 1973), ratas
(SANCHEZ et al., 1991) y humanos (DOMSCHKE et al., 1978). En TAM, la accién
es lipolitica (FRANDSEN y MOODAY, 1973). Estos efectos metabdlicos, unidos al
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aumento de los niveles plasmdticos del VIP durante el ayuno y el ejercicio (GALBO et
al., 1979) parecen indicar un posible papel del VIP como movilizador energético
(SANCHEZ et al., 1991). Ademds, el VIP actia en la inhibicién de la fosfodiesterasa
dependiente de calmodulina (BARNETTE y WEISS, 1985).
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TABLA IV. PRINCIPALES ACCIONES BIOLOGICAS DEL VIP.

SISTEMA NERVIOSO CENTRAL.

AUTORES

Estimula la glucogenolisis en cértex
cerebral

Estimula 1la utilizacién local de glucosa
en cortex cerebral

Estimula a las neuronas del cértex,
hipocampo y médula espinal

Estimula la secrecidn de serotonina en
el nicleo supraquiasmdtico

Inhibe la liberacion de somatostatina
Accidn hipnogénica

Accidn antidipsogénica

Accidn hipertérmica

Accién analgésica

Estimula la acetilcolinesterasa en retina
SISTEMA NERVIOSO
PERIFERICO.

Regula la sudoracién

Estimula la secrecidn de electrolitos
Aumenta la secrecién de amilasa
SISTEMA CARDIOVASCULAR.
Relajante de la musculatura lisa de los
vasos de la circulacién mesentérica
Vasodilatacién de arterias coronarias
Vasodilatacion de los vasos sanguineos

de la mucosa nasal

MAGISTRETTI et al., 1981

MAGISTRETTI et al., 1981

DODD et al., 1979

ROSTENE, 1984

SHIMATSU et al., 1982
RIOU et al., 1982

ITOH et al., 1985

SAID, 1986
KOMISARUK et al., 1988
LUINE et al., 1984

EEDY et al., 1990
DENNISS y YOUNG, 1978
INOUE et al., 1985

SAID y MUTT, 1970

SMITHERMAN et al., 1982
MALM et al., 1980
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TABLA IV. PRINCIPALES ACCIONES BIOLOGICAS DEL VIP (Cont.).

SIST.CARDIOVASCUILAR (Cont.).

Vasodilatacién de los vasos sanguineos

del cerebro

Vasodilatacion de los vasos sanguineos
del miometrio

Vasodilatador coronario y sistémico
SISTEMA RESPIRATORIO.
Relaja el musculo liso bronquial
Relaja los anillos traqueobronquiales
Incrementa la ventilacién pulmonar
Estimula la secrecién bronquial
Estimula la secrecién mucosa
SISTEMA DIGESTIVO

Relajante de la musculatura lisa del

eséfago

Relajante de la musculatura lisa del
intestino

Relajante de la musculatura lisa géstrica
Relajacién de la musculatura lisa de la
vesicula biliar

Estimulacidn de la secrecién exocrina
pancredtica

Estimulacién de la secrecién de agua y
electrolitos en intestino delgado
Estimulacidn de la secrecion de agua y

electrolitos en colon

AUTORES
LARSEN et al., 1981

OTTESEN et al., 1980

BEVAN y BRAYDEN, 1986
FRANDSEN et al., 1978
FRANDSEN et al., 1978

SAID y MUTT, 1970

SAID, 1986

BARANIUK y KALINER, 1991
RATTAN et al., 1977

SAID y MAKHLOUF, 1974

KONTUREK et al, 1975
RYAN y COHEN, 1977

SAID y MUTT, 1972

SCHWARTZ et al., 1974

WALDMAN et al., 1977
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TABLA 1IV. PRINCIPALES ACCIONES BIOLOGICAS DEL VIP (Cont.).

SISTEMA DIGESTIVO (Cont.)

Estimulacidn de la secrecion de agua y

electrolitos en vesicula biliar
Estimulacién de la secrecion salival
Estimulacién de la secrecién de
pepsinégeno

Estimulacidén de la secrecién dcida del
estomago

Inhibicién de la liberacién de gastrina
Inhibicién de la absorcién intestinal
SISTEMA GENITO-URINARIO

Relajacién del miometrio

Estimulacién de la esteroidogénesis en
el ovario

Estimulacién de la sintesis de andrége-
nos en el testiculo

Vasoconstriccién de los vasos
deferentes

Estimulacion de la secrecion en la
vesicula seminal

Disminucidn de la filtracién glomerular
Estimulacién de la secrecién de renina
por el rifién

Vasodilatacion de las vias urinarias

AUTORES
KONTUREK et al., 1975

LUNDBERG et al., 1981
GESPACH et al., 1983

HERNANDEZ et al., 1987

CHIBA et al., 1980
MAKHLOUF y SAID, 1975

OTTESEN et al., 1980
OTTESEN et al., 1986

KASSON et al., 1986

KASTIN et al., 1978

STJERNQUIST et al., 1983

DIMALINE et al .,1983
PORTER y GANONG, 1988

KLARSKOV et al., 1984
ANDERSSON et al., 1987
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TABLA IV. PRINCIPALES ACCIONES BIOLOGICAS DEL VIP (Cont.).

SIST.NEUROENDOCRINO

Estimulacion de la secrecion de insulina

y glucagén

Estimulacién de la secrecion
pancredtica de somatostatina
Estimulacién de la secrecién de ACTH
Estimulacién de la secrecion de GH
Estimulacidén de la secrecion de LH
Estimulacidén de la secrecién de PRL
Estimulacién de la secrecién de
catecolaminas

Estimulacién de la secrecién de
hormonas tiroideas

Estimulacién de PTH en paratiroides
Estimulacidn de la secrecion de
corticoesteroides

Estimulacién de la liberacién de
hormonas hipofisiarias

Estimulacién de 1a sintesis y liberacién
de melatonina en pineal

SISTEMA INMUNE

Inhibicidn de la sintesis de ADN en

linfocitos

Inhibicién de la migracién de linfocitos
T, in vivo

Inhibicién de los linfocitos T in vitro
Inhibicién de la produccién de IgA e
IgM

Inhibicién del trdfico de linfocitos

AUTORES
SHEBALIN et al., 1977

IPP et al., 1978

OLIVA et al., 1982

SCHOLAR y PAUL, 1991
VIJAYAN et al., 1979
SCHOLAR y PAUL, 1991
GOZES y BRENNEMAN, 1989

AHREN et al., 1980

JOBORN et al., 1991
WESTENDOREF et al., 1983

BARDRUM et al., 1988

SIMONNEAU et al., 1990

STANISZ et al., 1986

MOORE, 1984

OTTAWAY, 1984
STANISZ et al., 1986

MOORE et al., 1988
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TABLA 1V. PRINCIPALES ACCIONES BIOLOGICAS DEL VIP (Cont.).

SISTEMA INMUNE (Cont.)
Inhibicién de la produccién de
interferon gamma

Inhibicién de la citotoxicidad de las
células NK

Inhibicién de la produccién de
interleukina 2

Inhibicién del trafico de linfocitos
Incremento en la motilidad de
macréfagos peritoneales

Estimulacion de la produccion de
interleukina 5

Estimulacién de la produccion de
interleukina 6

Estimulacidon de la liberacién de
histamina por mastocitos

Aumento de la produccién y secreccion
de o y B interferones en células HT-29
en cultivo

Aumento de la produccién y secreccion
de o y B interferones en células gliales
Mediador de la inflamacién y
modulador de la respuesta inmune
Inhibicién del estallido respiratorio en
monocitos

Estimulacidn del estallido respiratorio
en linfocitos

Estimulacién del estallido respiratorio

en neutrofilos

AUTORES
MUSCETTOLA y GRASSO, 1990

ROLA-PLESZCZYNSKI et al., 1985

OTTAWAY, 1987

MOORE et al., 1988
DE LA FUENTE et al., 1994

WEINSTOCK, 1991

MAIMONE et al., 1993

PIOTROWSKY y FOREMAN, 1985

CHELBI-ALIX et al., 1990; 1991

CHELBI-ALIX et al., 1994

O’DORISIO et al., 1985b

WIIK, 1989

LOPEZ-GONZALEZ et al., 1992;

BELLIDO et al., 1994
LOPEZ-GONZALEZ y LUCAS, 1994
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TABLA 1V: PRINCIPALES ACCIONES BIOLOGICAS DEL VIP (Cont.).

SISTEMA INMUNE (Cont.) AUTORES
Modulador de la migracion de BONDESSON et al., 1991
monocitos

Inductor de la quimiotaxis y adherencia | JOHNSTON et al., 1994
en linfocitos T
Inhibidor de la adherencia en SEGURA et al., 1993
macréfagos peritoneales
Inhibidor de la fagocitosis y LITWIN et al., 1992
quimiotaxis en macréfagos alveolares
Estimulador de la fagocitosis en DE LA FUENTE et al., 1993
macréfagos peritoneales
Inmunosupresor de las citoquinas del TAYLOR et al., 1994
humor acuoso
Proteccion de los linfocitos frente a NORDLIND et al., 1992

metales tdxicos

Modulador de la muerte celular de ERNSTROM et al., 1995
timocitos en cultivo

METABOLISMO

Estimulacidén de la glucogenolisis en KORINEK et al., 1979
higado

Efecto glucogenolitico a la vez que FELIU et al., 1983
gluconeogénico en hepatocitos aislados

Hiperglucemia DOMSCHKE et al., 1978
Estimulacidn de la lipolisis en TAM FRANDSEN y MOODAY, 1973
Movilizador energético SANCHEZ et al., 1991
Inhibicidén de la fosfodiesterasa BARNETTE y WEISS, 1985

dependiente de calmodulina
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2.6 FISIOPATOLOGIA DEL VIP EN HUMANOS.

En humanos, se han relacionado distintos procesos patolégicos con el VIP:
1) La enfermedad de Verner-Morrison o sindrome de diarrea hidrica o célera
pancreético, cuyos sintomas son diarrea acuosa, hipocaliemia y aclorhidria, estd causada
por la hipersecrecién de VIP por determinados tumores endocrinos (VIPomas)
localizados en los islotes pancredticos. BLOOM et al., 1973, hallaron una fuerte
elevacion de los niveles de VIP en el plasma y extractos tumorales de pacientes que
padecian dicha enfermedad.
2) En pacientes con fibrosis quistica se ha descrito una deficiente inervacién VIPérgica
de las gldndulas sudoriparas (HEINZ-ERIAN et al., 1985). Esto también ocurre en el
tracto respiratorio de asmaticos (OLLERENSHAW et al., 1989).
3) En personas afectadas por la enfermedad de Crohn se ha encontrado un incremento
de la inervacién VIPérgica unas 200 veces superior a lo normal en las regiones del
aparato digestivo afectadas por la enfermedad (POLAK y BLOOM, 1983).
4) Se han hallado altas concentraciones plasmdticas de VIP en enfermos con reflujo
gastroesofdgico grave y tlceras esofdgicas por disminucién de la presién del esfinter
esofdgico inferior (ROSSITER et al., 1991).
5) En enfermos de cirrosis hepdtica, se han encontrado aumentos moderados de VIP en
el plasma (SAID, 1986).
6) Parece ser que la disminucién de las concentraciones tisulares de VIP, asi como de
las terminaciones nerviosas VIPérgicas en los segmentos agangliénicos, estin en
relaci6n con la enfermedad de Hirschsprung y con la achalasia esofdgica (TSUTO et al.,
1982; AGGESTRUP et al., 1983).
7) Los niveles del VIP en el liquido cefalorraquideo, estdn disminuidos en la depresion
atfpica, hidrocefalia normotensa, demencia multi-infarto y tras el infarto cerebral
reciente (SAID, 1986).

2.6.1 Aplicaciones terapetiticas.
Debido a sus propiedades vasodilatadoras, el VIP es un candidato para promover

el flujo local o regional de la sangre en algunos casos de insuficiencia coronaria,
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impotencia masculina e isquemia periférica. Por otra parte, disminuye la resistencia
vascular en la hipertension.

El VIP, es un relajador de los miisculos traqueobronquiales, por lo que su efecto
contra la broncoconstriccién en animales experimentales y su capacidad de reducir la
liberacién inmunoldgica de ciertos mediadores, hacen de €l un agente de control de los

broncoespasmos asméticos, por lo que se estd utilizando en aerosol.

2.7 MECANISMO DE ACCION DEL VIP.

El mecanismo de accién nos indica el modo de interaccionar el VIP con una
determinada célula blanco sobre la que induce una serie de cambios metabdlicos que
dan como resultado final un efecto bioldgico. Al ser el VIP un neurotransmisor, ejerce
sus acciones bioldgicas a través de las vias utilizadas por los neurotransmisores:

- Neuroparacrina: el VIP es liberado de la terminacién nerviosa en el medio extracelular
que bafa las células diana (epitelio intestinal).

- Neuroendocrina: el VIP es liberado de la terminacién nerviosa directamente en el
torrente circulatorio, alcanzando las células diana a través del mismo (sistema porta-
hipofisiario).

- Neurocrina o neurotransmisién: el VIP es liberado de la terminacién nerviosa en el
espacio sindptico (SNC).

Una vez liberado el VIP y alcanzada la célula diana, comienza el mecanismo de accion
del VIP, el cual es similar al de otros neuropéptidos y hormonas de naturaleza peptidica
(LABURTHE, 1985; SAID, 1986). Asi, el péptido interacciona con un receptor
especifico situado en la membrana de la célula blanco, desencadendndose una serie de
acontecimientos (Fig. 9):

a) Activacién de proteinas transductoras o proteinas G.

b) Activacién del enzima adenilato ciclasa con formacién de AMPc.

¢) Activacién de proteinas quinasas por AMPc.

d) Fosforilacién de proteinas blanco por quinasas.
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(Efecto biolégico)

Fig.9. Esquema general del mecanismo de accién del VIP. La interaccién del VIP
con su receptor (R), produce la sustitucién del GTP de la proteina G (Gs) por un GTP,
quedando activada la proteina Gs, que estimula al enzima adenilato ciclasa (AC), que
forma AMPc a partir de ATP. Este AMPc, se une a la proteina quinasa, activdndola.
La proteina quinasa, fosforila ciertas proteinas blanco que regulan respuestas celulares

(efecto biolégico).
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2.7.1 Interaccién VIP-receptor, El VIP interacciona al llegar a la célula blanco con
receptores especificos situados en la membrana plasmadtica (sefial estimuladora externa).
A partir de esta interaccién se generan una serie de procesos que dan como resultado
un efecto bioldgico, cumpliéndose las propiedades de afinidad, reversibilidad,
saturabilidad, especificidad y acoplamiento a un efecto biolégico (FREYCHET, 1976).
Los primeros estudios sobre interacciones del VIP con receptores especificos en
las células diana, fueron realizados en membranas hepaticas de rata por DESBUQUOIS
en 1974 y en membranas de adipocitos y de higado de rata (BATAILLE et al., 1974),
caracterizdndose posteriormente receptores para VIP en la mayoria de los aparatos y
sistemas en que se han encontrado terminaciones VIPérgicas, y también en determinadas
células (Tabla V). Estos se han descrito usando como modelo experimental membranas
plasmdticas purificadas de determinados 6rganos o tejidos o bien células aisladas. En
la gran mayoria de los receptores caracterizados, se ha descrito 2 tipos de poblaciones
(LUIS et al., 1988): una de alta afinidad y baja capacidad de unién (Kd entre 0.2 y 1
nM; 5.000 a 60.000 sitios/célula) y otra de baja afinidad y alta capacidad de unién (Kd
entre 10-80 nM; 100.000-1.000.000 sitios/célula), siendo sélo los receptores de alta
afinidad los que se encuentran acoplados al sistema adenilato ciclasa (LABURTHE et
al., 1979a), ya que la mitad de la estimulacién méxima de la adenilato ciclasa suele
estar entre 0,2 y 5 nM, valores muy parecidos a los de la Kd de los receptores de alta
afinidad. Existen sistemas en los que ciertos autores han descrito una sola poblacién de
receptores, tales como cerebro de rata (TAYLOR y PERT, 1979), linfocitos T humanos
de sangre periférica (DANEK et al., 1983) y células intestinales de cobaya (BINDER
et al., 1980), siendo la Kd y la capacidad de unién de estos receptores similares a los
de los receptores de alta afinidad (O’DORISIO et al., 1988; AMENTA et al., 1989).
El receptor de VIP est4 estrulturalmente relacionado con los receptores de otros
péptidos de la familia VIP-secretina-glucagén, siendo el del VIP el de mds baja
especificidad (LUIS et al., 1988), por lo que interacciona también con otros péptidos
de la familia que compiten con el VIP por el receptor, como PHI, PHM, GRF,
secretina y helodermina (LABURTHE, 1985). Sin embargo, no se ha descrito en ningiin

caso interaccion de los receptores de VIP con GIP o con glucagén (LUIS et al, 1988).
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TABLA V. RECEPTORES PARA VIP EN DISTINTOS TEJIDOS,CELULAS Y

LINEAS CELULARES.

SISTEMA NERVIOSO

Cortex cerebral

Hipocampo

Hipdfisis

Retina

Células gliales
SISTEMA CARDIOVASCULAR
Corazén

Aorta

Arteria cerebral

Arteria mesentérica
SISTEMA RESPIRATORIO
Vias respiratorias
Pulmén

Mucosa nasal

PIEL

Glandulas sudoriparas
Células de Leydig
SISTEMA DIGESTIVO
Parétida

Estémago

Intestino delgado
Intestino grueso

Higado

Vesicula biliar

Pdncreas

AUTORES

O’DORISIO, 1988

ETGEN y BROWING, 1983
WANKE y RORSTAD, 1990

SWEDLUND y ROSENZWEIG, 1990

HANSSON y RONNBACK, 1988

CHRISTOPHE et al., 1984.
HIRATA, 1985

SUZUKI et al., 1985
HUANG y RORSTAD, 1987

ELGAVISH et al., 1989
SHAFFER et al., 1987
AGHAMIRSALIM et al., 1991.

EEDY et al., 1990
HUESO et al., 1989

INOUE, 1985

DUPONT et al., 1980

PRIETO et al., 1979

BROYART et al., 1981
COUVINEAU y LABURTHE, 19852
DUPONT, 1981

CHRISTOPHE et al., 1976
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TABLA V. RECEPTORES PARA VIP EN DISTINTOS TEJIDOS,CELULAS Y
LINEAS CELULARES (Cont.)

APARATO GENITO-URINARIO AUTORES

Rifién MAGISTRETTI et al., 1988
Préstata CARMENA y PRIETO, 1983
Vesicula seminal GUIJARRO et al., 1991
Utero OTTESEN et al., 1982
SISTEMA NEUROENDOCRINO

Hipdfisis WANKE y RORSTAD, 1990.
Pineal KAKU et al., 1983
Glandulas lacrimales DARTT et al., 1984

Tiroides MOLINERO et al., 1985
Suprarrenal MAGISTRETTI et al., 1988
SISTEMA INMUNE

Linfocitos humanos de sangre periférica | GUERRERO et al., 1981
DANEK et al., 1983
CALVO et al., 1986a

Macréfagos peritoneales de rata SEGURA et al., 1991
CALVO et al., 1994a
Macréfagos peritoneales de ratén CALVO et al., 1994b
Células de mieloma humano FINCH et al., 1989
Linfocitos T humanos FINCH et al., 1989
Timocito de pollo LACEY et al., 1991
Bursa de Fabricio de pollo LACEY et al., 1991
OTRAS LOCALIZACIONES
Tejido adiposo BATAILLE et al., 1974

Plaquetas ERCAL et al., 1988
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TABILA V. RECEPTORES PARA VIP EN DISTINTOS TEJIDOS,CELULAS Y
LINEAS CELULARES (Cont.)

LINEAS CELULARES AUTORES

SH-SYSY MULLER et al., 1989
SK-N-SH MULLER et al., 1989
Lineas celulares de glioma humano NIELSEN et al., 1990
GH,C, BJORO, 1987

GH; WOOD et al., 1985
SUP-T1 CHRISTOPHE et al., 1990
U266 FINCH et al., 1989
Molt 4b BEED et al., 1983
IGR39 LUIS, 1989

BL/VL, ABELLO et al., 1989
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Por otra parte, se ha encontrado que el péptido T no interacciona con €l receptor
de VIP (POZO et al., 1994).

La estructura molecular del receptor de VIP ha sido descrita en distintos sistemas
por la técnica de formacién de puentes covalentes (cross-linking) (Tabla VI) utilizando
reactivos bifuncionales o cross-linkers y posterior electroforesis (SDS-PAGE). Se
observa que el peso molecular del receptor oscila entre 50-85 KDa, variando éste segin
la especie y dentro de una misma especie, segin el tejido estudiado y el cross-linker
usado. El aspecto difuso de las bandas obtenidas en las autorradiografias sugiere que
el receptor podria estar glucosilado, siendo ésto comprobado por NGUYEN et al., 1986
y DICKINSON et al., 1986a. Estudios realizados en células HT29 indican la presencia
de una cadena de carbohidratos de 20 KDa constituida en parte por dcido sidlico (LUIS
et al., 1988). Por tanto, la heterogeneidad de los pesos moleculares del receptor
encontrado en los diferentes sistemas podria deberse en parte a distintos grados de
glicosilacién.

Se han aportado nuevos datos sobre la estructura molecular del receptor de VIP
gracias a la solubilizacién activa del receptor mediante detergentes no desnaturalizantes
como Tritén X-100, Lubrol-PX o CHAPS. Asi, en membranas de higado de rata se han
encontrado dos componentes cuyos pesos moleculares (deducidos a partir de sus
caracterfsticas hidrodindmicas) son de 150 KDa para el componente mayor y de 52 KDa
para el menor, siendo el menor el receptor de VIP y el mayor un complejo formado por
el receptor y una proteina Gs (COUVINEAU et al., 1986b). El mismo resultado se ha
obtenido en intestino delgado de rata, encontrdndose un componente mayor de 152 KDa
que corresponde al complejo receptor-proteina Gs y otro menor de 54 KDa que seria
el receptor de VIP (CALVO et al., 1989). El receptor de VIP, se ha solubilizado
ademds en higado de rata (GUERRERO et al., 1986; GUITARRO et al., 1989), pulmdn
de rata (PROVOW y VELICELEBI, 1987; PATTHI et al., 1988), pulmén de cobaya
(PAUL y SAID, 1987) y células de adenocarcinoma colénico humano (EL BATTARI
et al., 1988). COUVINEAU et al., 1990a ha purificado a partir de higado de cerdo,
mediante cromatografia de afinidad, una proteina de 53.000 Da que se corresponderia

con el receptor de VIP,
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TABLA VI. CARACTERIZACION DEL RECEPTOR DE VIP MEDIANTE

CROSS-LINKING.

TEJIDO/LINEA CELULAR
Cortex de rata

Enterocitos de rata

Enterocitos humanos

Higado de rata

Pulmén de rata

Pulmén de conejo

Pulmén de cobaya

Pulmén humano

Vesicula seminal de rata
Linfocito B humano
Macréfagos peritoneales de rata
Macréfagos peritoneales de ratén
HT29 humano

AR 4-2 J rata

Molt 4b humano

Cl. 19A intestino humano

AUTORES
O’DORISIO et al., 1988
LABURTHE et al., 1984

COUVINEAU y LABURTHE, 1985b

NGUYEN y KAISER, 1990
PROVOW y VELICELEBI, 1987
DICKINSON et al., 1986b
DICKINSON et al., 1986b
DICKINSON et al., 1986b
GUIJARRO et al., 1991
O’DORISIO et al., 1989a
CALVO et al., 199%4a

CALVO et al., 1994b
COUVINEAU et al., 1985
SVOBODA et al., 1988

WOOD y O’DORISIO, 1985
ROUYER-FESSARD et al., 1989




INTRODUCCION 55

La aplicacion de la biologfa molecular ha permitido la clonacién del receptor de
VIP a partir de ARNm aislado de distintos tipos celulares por transcripcién inversa de
éste y amplificacién por PCR. Utilizando como cebadores (primers) secuencias de los
segmentos III y VII de receptores andlogos al del VIP (como el receptor de la
secretina), se ha aislado el receptor de VIP de una librerfa de ADNc de pulmén de rata
por hibridacién con el ADNc del receptor de secretina (ISHIHARA et al., 1992),
encontrdndose que el receptor de VIP aislado consiste en una proteina de 459
aminodcidos con un peso molecular de 52.054 Da que contiene 7 dominios
transmembranas, estando estrulturalmente relacionado con el receptor de la secretina,
calcitonina y hormona paratiroidea, sugiriéndose que constituye una nueva subfamilia
de los receptores acoplados a proteinas G. Posteriormente, se ha clonado el receptor de
VIP en la linea celular HT-29 de células del epitelio intestinal humano (SREEDHARAN
et al., 1993), higado humano (GAGNON et al., 1994), bulbo olfatorio de rata (LUTZ,
1993), células epiteliales de yeyuno (COUVINEAU et al., 1994), linea celular SUP-T1
de linfoblastos humanos (SVOBODA et al., 1994), cerebro de rata (SHEWARD et al.,
1995) y pituitaria de rata (SHEWARD et al., 1995).

La dindmica del receptor de VIP se ha estudiado en células HT29 (MULLER
etal., 1985), en la linea celular AR4-2S (SVOBODA et al., 1988), en células epiteliales
de intestino de rata (IZZO et al., 1991) y en macréfagos peritoneales de rata (POZO
et al., 1995) , donde se ha observado que una vez formado el complejo péptido-
receptor, éste es rdpidamente internalizado (posiblemente por endocitosis activa, como
ha sido demostrado en células B de pancreas de rata (ANTEUNIS et al., 1989)), lo cual
produce una disminucién de receptores o "down regulation" (LUIS et al., 1988) y una
desensibilizacién homdloga de la adenilato ciclasa (WIIK, 1988). Una vez en el interior
celular, el VIP es degradado en los lisosomas junto con cantidades pequefias de
receptores, siendo el resto de los receptores reciclados hacia la superficie celular.

Se ha observado que la unién del VIP a su receptor es sensible a la digestion con
tripsina (DESBUQUOIS, 1974; SARRIEAU et al., 1983) y a la digestiéon con
fosfolipasa A, o C (DESBUQUOIS, 1974; SARRIEAU et al., 1985), lo cual sugiere

la intervencién de los fosfolipidos en la capacidad del receptor para unirse al VIP.
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Ademds, el aumento del contenido en colesterol de la membrana disminuye el
acoplamiento receptor-efector (CARMENA et al., 1991).

Por tanto, el receptor de VIP es una glicoproteina de membrana (LABURTHE
y COUVINEAU, 1988), que pertenece a la familia de receptores acoplados
positivamente a la adenilato ciclasa y cuya estructura parece diferir no sélo entre
especies, sino también entre distintos tejidos dentro de una misma especie, lo cual
podria explicar la gran variedad funcional del VIP y las diferentes propiedades

farmacoldgicas encontradas entre distintas especies.

2.7.2 Proteinas G. las proteinas G pertenecen a la superfamilia de las GTPasas
fijadoras de nucleétidos de guanina (fundamentalmente GTP) (BOURNE et al., 1990),
diferencidndose de los otros miembros de la superfamilia por su funcién transductora
en el acoplamiento receptor-efector y por su estructura heterotrimérica
(SPIEGEL, 1989). Las proteinas G, se encuentran en la membrana celular y dan lugar
al acoplamiento entre el receptor y la adenilato ciclasa (RODBELL, 1980). Asi, al
formarse el complejo VIP-receptor, se produce un cambio conformacional en €l receptor
que se trasmite a una proteina reguladora asociada a él (proteina G).

En el sistema generador de AMPc, existen dos tipos de proteina G implicadas:

la Gs o activadora (controla el proceso de activacién de la adenilato ciclasa (AC)) y la
Gi o inhibidora (inhibe la AC). La Gs interviene en el caso del VIP, glucagén, TSH,
PTH y agonistas B-adrenérgicos y la Gi para la somatostatina, bombesina y agonistas
D,-dopaminérgicos (SPIEGEL, 1989). En el sistema generador de AMPc, la Gs estimula
la produccion de AMPc y la Gi la inhibe. Tanto la Gs como la Gi son estructuralmente
proteinas heterotriméricas constituidas por tres subunidades:
1) Una subunidad « de peso molecular entre 45-52 KDa, cuya secuencia aminoacidica
estd bastante conservada y que define los diferentes tipos de proteinas G. Fija los
nucledtidos de guanina (unién dependiente de Mg?*) y posee actividlad GTPasa
intrinseca. Esta subunidad, es sustrato para la ADP-ribosilacién catalizada por algunas
toxinas bacterianas.

2) Una subunidad § de peso molecular 35-36 KDa, de la que se han encontrado dos
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tipos distintos (STERNWEIS y ROBISHAW, 1984), dato confirmado posteriormente
por clonacién (GAWLER et al., 1987).

3) Una subunidad + que es un pequefio péptido de unos 8 KDa fuertemente asociada a
la subunidad 8 (MILLIGAN, 1988), ambas con propiedades reguladoras y de anclaje
a la membrana.

Tanto la Gs como la Gi pueden encontrarse en dos estados funcionales distintos:
la forma inactiva y la activa. En la forma inactiva, la subunidad o estd unida a una
molécula de GDP, dando el complejo a-GDP. El estado activo se produce cuando la
subunidad «-GDP intercambia en presencia de Mg?* la molécula de GDP por otra de
GTP, dando el complejo activo «-GTP. El mecanismo de accion de las proteinas Gs es
idéntico para todos sus efectores (VIP, glucagén, TSH, PTH y agonistas §-
adrenérgicos): al interaccionar el efector (VIP) con su receptor especifico, el complejo
VIP-receptor produce un cambio conformacional sobre la proteina, lo que hace que ésta
pase de su estado inactivo al activo al intercambiar en presencia de Mg?* la molécula
de GDP por otra de GTP. Esto trae como consecuencia la disociacién del trimero en
un dimero Bvy un complejo activo a-GTP, que es el que activa a la adenilato ciclasa.
La otra consecuencia es la disminucién de la afinidad del receptor por el VIP
(SPIEGEL, 1989), lo cual hace que el incremento de la tasa de disociacion del péptido
en presencia de GTP proporcione una evidencia indirecta de la participacion de una
proteina G en su mecanismo efector (LABURTHE et al., 1984; COUVINEAU et al.,
1986a, 1990b; CALVO et al., 1990). La hidrdlisis del GTP a GDP inhibe la actividad
del complejo a-GTP. Esta hidrdlisis es posible gracias a la actividad GTPésica
intrinseca de la subunidad «, siendo éste un mecanismo de autoregulacién del sistema
(GILMAN, 1987). El complejo resultante o-GDP se une de nuevo al dimero By,
volviendo a constituirse el trimero inactivo.

Tanto Gs como Gi son activadas por nucleétidos de guanina o por el i6n fluoruro
o AP* en presencia de Mg?* (MILLIGAN, 1988).

Las subunidades o de las proteinas G, son sustratos de ciertas toxinas
bacterianas, como la colérica (producida por Vibrio cholerae) y la pertisica (Bordetella

pertussis), que interfieren la correcta transduccidn de la sefial a través de las membranas
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plasmdticas al introducir un grupo ADP-ribosa en la subunidad «. La toxina colérica
inhibe la actividad GTPdsica intrinseca de la subunidad as, con lo que se mantiene esta
subunidad en su forma activa y se produce as{ una estimulacién mantenida de la
adenilato ciclasa incluso en ausencia de sefial externa. La proteina Gs que transduce la
sefial del VIP en higado (COUVINEAU et al., 1990b ) y en intestino de rata (CALVO
et al.,1989), es sensible a dicha toxina.

El mecanismo de accién de la proteina Gi es idéntico al de la Gs con la
excepcion de que el complejo formado por la subunidad « de la proteina Gi y el GTP
(Gia-GTP), inhibe a la adenilato ciclasa. KATADA et al., 1986, proponen ademds que
el dimero B+ proveniente de Gi, posee un efecto inhibitorio sobre la actividad adenilato
ciclasa al interaccionar con la subunidad o de la Gs, anulando asi su efecto.

La toxina pertisica impide el intercambio de 1a molécula de GDP por la de GTP
en la subunidad «ai, lo cual hace que la proteina Gi quede desacoplada de su receptor.
La proteina Gi que media la accién de la somatostatina es sensible a la toxina pertisica
(SPIEGEL, 1989).

Estudios realizados en higado de rata (COUVINEAU et al., 1990b), han
aportado evidencias funcionales e inmunoquimicas de que los complejos VIP-receptor,
solubilizados en Tritén X-100, se asocian fisicamente a la subunidad « de la proteina
Gs.

Las protefinas G se encargan del acoplamiento receptor-efector no sélo en el
sistema de generacién de AMPc, sino también en otros mecanismos efectores de la
accién hormonal como el sistema GMPc-fosfodiesterasa (Gt), apertura de canales de
Ca?* (Gs) (BOKOCH et al., 1984; HILDEBRANDT et al., 1984; GILMAN, 1987))
y estimulacién de la fosfolipasa C (Gp) (BOURNE et al., 1990).

2.7.3 Activacién de la adenilato ciclasa. La adenilato ciclasa (AC) es un enzima
transmembranar de unos 120-150 KDa muy sensible al calor y a la desnaturalizacion
que se encuentra en la membrana plasmdtica y cuya funcién es catalizar la formacion
de AMPc a partir de ATP en presencia de Mn?* o0 Mg?* al ser estimulada por las

proteinas G. Se han descrito en eucariontes 8 tipos diferentes de AC, todas ellas con
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un modelo estructural comuin consistente en una regién amino terminal acompafiada de
dos dominios cataliticos situados en el citosol, entre los que se intercalan dos dominios
intermembranosos formados por 6 hélices (TANG y GILMAN, 1992; TAUSSIG y
GILMAN, 1995). La activacion o inhibicién de la AC se inicia con la unién del ligando
a su receptor. Esta unién, produce un cambio conformacional en la molécula receptora
que favorece su interaccién con la proteina G (Gi o Gs), activdndose la proteina G, que
intercambia su GDP por GTP, se disocia del receptor e interacciona a su vez con la
AC, estimulando o inhibiendo (segiin se trate de una proteina Gs o Gi) su componente
catalitico y modulando asf los niveles intracelulares de AMPc. El efecto estimulador del
VIP sobre la actividad AC, ha sido descrito utilizando tanto células aisladas como
membranas en: enterocitos de ratas (LABURTHE et al., 1979b), vesicula biliar humana
(DUPONT et al., 1981), células mononucleares humanas (GUERRERO et al., 1981),
linfocitos humanos (CALVO et al., 1986a), membrana de tiroides bovino (MOLINERO
et al., 1985), y macréfagos peritoneales de rata (SEGURA et al., 1992a) y ratén
(CALVO et al., 1994b). En la mayoria de los casos, el efecto del VIP es dosis-
dependiente, obteniéndose la mitad de la concentracion mdxima (EDsy) con
concentraciones de péptido entre 0’5 a 5 nM , muy similares a las constantes de

disociacién (Kd) de los receptores de VIP de alta afinidad.

2.7.4 Proteina quinasa dependiente de AMPc. Las proteina quinasa dependiente de
AMPc es un tetrdmero formado por dos subunidades reguladoras de diferente peso
molecular y dos subunidades cataliticas iguales y con la misma capacidad para
interaccionar con las anteriores.

El AMPc producido en respuesta al VIP, estimula a un sistema de proteinas
quinasa que fosforila a otras proteinas intracelulares; éstas, serdn, en ultimo término,
las que regulen los procesos fisioldgicos (LABURTHE et al., 1979c; GUERRERO et
al., 1984; COHN, 1987). Al unirse el AMPc a las subunidades reguladoras de las
proteinas quinasa, se produce un cambio conformacional en el cual se separan las
subunidades cataliticas que, una vez libres, transfieren grupos fosforilos sobre grupos

hidroxilos de restos de serina o treonina de determinadas proteinas blanco intracelulares,
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modificando asi su actividad bioldgica. En las fosforilaciones, el dador de grupos
fosfato es el complejo ATP-Mg?*. Las fosfatasas son enzimas que hidrolizan el enlace
fosfoéster formado por las quinasas en las proteinas blanco, reguldndose de este modo
la actividad de las proteinas blanco al devolverlas a su antigiio estado funcional.
(Fig.10).

La activacion por el VIP de quinasas dependientes de AMPc ha sido descrita en
enterocitos de ratas (LABURTHE et al., 1979c), células HeLa de carcinoma de cérvix
humano (PRIETO, 1982), células mononucleares sanguineas humanas (GUERRERO et
al.,1984) y en linfoblastos T de la linea Molt 4b (O’DORISIO et al., 1985a).

2.7.5 Otros mecanismos de accién del VIP. Se han encontrado evidencias que existen
otros mecanismos de accién del VIP. No obstante, la via de transduccién principal es
la de la adenilato ciclasa.

La unién del VIP a la CaM, fue descrita por primera vez en membranas de
pulmén (BRUGGER et al., 1991), aunque ya se habfa observado previamente por
métodos indirectos (MALENCIK y ANDERSON, 1983).

Aunque el AMPc es el segundo mensajero dominantemente utilizado por el VIP,
es conocida también la activacién por el péptido de otros sistemas de transduccion de
sefiales, como sintesis de GMPc (JIN et al., 1993; CHAKDER y RATTAN,1993),
movimiento transmembrana e intracelulares de Ca?* (OETTLING et al., 1990;
TATSUNO et al., 1992), activacion de los canales de K* (LARSSON et al., 1988), y
sintesis de fosfatos de inositol (AUDIGIER et al., 1987). Asi, se ha encontrado que
bajas concentraciones de VIP potencian la estimulacién muscarinica de la via de los
fosfoinositoles en cortex cerebral de rata (RAITERI et al., 1987).

Por otra parte, se ha descrito la activacién por el VIP de una proteina quinasa
C nuclear (PKCn), en niicleos aislados de esplenocitos de rata (ZORN y RUSSELL,
1990), de forma que el VIP interaccionaria en primer lugar con un receptor de
membrana , siendo luego internalizado por endocitosis y por ultimo, interaccionaria con
un receptor nuclear activando las PKCn y desencadenando fosforilaciones que podrian

ocasionar cambios a nivel de transcripcién .
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Fig.10. Activacion de la proteina quinasa dependiente de AMPc. El AMPc se une
a las subunidades reguladoras (R) de la proteina quinasa inactiva (PKAi), la cual sufre
un cambio conformacional y pasa a forma activa (PKAa), liberando las subunidades
cataliticas (C), que fosforilan y activan a la proteina blanco, produciendo asi el efecto
bioldgico. Las proteinas blanco son inactivadas por las fosfatasas, que devuelven a las

proteinas blanco a su forma original y actiian como proteinas reguladoras del sistema.
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1. MATERIALES.

1.1 REACTIVOS.

El VIP sintético de rata, helodermina, factor liberador de la hormona del
crecimiento (GRFr), pancreastatina porcina, secretina, somatostatina, y los antagonistas
Al ((4-CI-D-Phe®,Leu')VIP) y A2 ((Ac-Tyr',D-Phe’)GRF,,,-NH,) del VIP fueron
obtenidos de Peninsula Laboratories Europe (Merseyside, UK).

El glucagdn y la insulina porcina provenfan de Novo (Copenhagen, Denmark).

La bacitracina, albimina sérica bovina (BSA), 3-isobutil-1-metil-xantina
(IBMX), etilen-diamino-tetraacetato sédico (EDTA), N-(2-hidroxietil)piperazina-N’-
(4cido 2-hidroxi-propanosulfénico) (HEPES), Tris (Trihidroximetilaminometano),
melatonina, 3’,3,5-triyodotironina (Tj), tiroxina (T,), D,L-ditiotreitol (DTT), resina de
intercambio i6nico Dowex-50W, metimazol, (-)-isoproterenol, metoxamina,
coproporfirina III tetrametil éster, GTP y otros nucleétidos fueron obtenidos de Sigma
Chemical (St. Louis, MO, USA).

El fenil-metil-sulfoni-fluorido (PMSF), N-a-tosil-L-lisina clorometil cetona
(TLCK) y leupeptina, de Boehringer Mannheim GmbH (Germany).

Los productos quimicos para la electroforesis y los estindares de masa molecular
fueron de Bio Rad Laboratories (Richmond, USA).

El ditiobis (succinimidil propionato) (DTSP), de Pierce Chemical Company
(Rockford, IL, USA).

B[Na (IMS 30, 100 mCi/ml) y el kit de radioinmunoandlisis d¢ AMPc (RPA
509) se obtuvo de Radiochemical Center (Amersham, UK).

La resina Sephadex LH-20, fue obtenida de Pharmacia (Uppsala, Swenden).

Eter, dcido acético, metanol y NH,OH de Fluka (Buchs, Switzerland).

Los reactivos de grado analitico no citados, fueron adquiridos de Merk

(Darmstadt, Germany).
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1.2 APARATOS.
- Sonicador MSE.
- Politré6n (KINEMATICA, Gmbh).
- Centrifuga microfuga (Sigma, 2K-15).
- Centrifuga (Beckman, TJ-6).
- Centrifuga Dupont RC5C GIRALT.
- Agitador Heidolph REAX 2000.
- Multiagitador (SMI Modelo 2601).
- Bafio Unitronic 320 OR.
- Contador de radioactividad gamma LKB 1261 Multigamma.
- Espectrofotdmetro LKB Biochrom Ultrospec 1I E.
- Fluorimetro HITACHI F-2000 GIRALT.
- Congelador -80°C REVCO ULT-790-7-VBA.
- Estufa P-SELECTA Ref. S-381 mod.381.

1.3 ANIMALES.

Se usaron ratas Wistar macho de 1,5 a 2 meses de edad, nacidas y criadas en
el animalario, de unos 200 g de peso aproximadamente y sometidas a un ciclo
controlado de luz-oscuridad con 14 horas de luz y 10 de oscuridad (14:10). La luz se
apaga desde las 20.00 hasta las 06.00 horas. Todos los animales recibieron agua y
comida (Purina rat chow) ad libitum y fueron mantenidos bajo condiciones constantes
de temperatura (22°C) y humedad (45+5%).

Algunos animales requirieron tratamiento. Ciertos grupos fueron tratados en el
agua de bebida con BSA al 0°01% (p/v); BSA al 0°01% (p/v)+metimazol al 0°02%
(p/v); BSA al 0’'01% (p/v)+metimazol al 0°’02% (p/v) +T, al 1%(p/v) durante 10 dias
antes de la toma de las muestras. Los animales que lo requirieron, fueron inyectados
intracardfacamente con 250 ul de salino (solucién de CINa al 0’9% (p/v) en agua
destilada) como grupo control; otros con 250 ul de VIP a una concentracién 1 uM y
otros lo fueron con andlogos o con antagonistas del VIP a la misma concentracion. La

solucién en que se inyect6 el VIP, sus andlogos o sus antagonistas a las ratas contenfa
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CINa al 0°9% (p/v); BSA al 0°’5% (p/v) e inhibidores de proteasas tales como
bacitracina (10% (p/v)), TLCK (1% (p/v)), PMSF (disuelto previamente en un
volumen pequefio de etanol) a una concentracién del 5% (p/v) y leupeptina al 1%
(p/v). Algunos animales fueron inyectados subcutaneamente con un volumen de 100 ul
de salino (grupo control), (-)-isoproterenol (1 mg/kg peso rata disuelto en salino ) o
metoxamina (1 mg/kg peso rata disuelto en salino ). Para alcanzar el hipotiroidismo,
fueron tratados con metimazol al 0°02% (p/v) en el agua de bebida durante 10 dias
antes de la obtencidn de las muestras.

Para la obtencién de muestras, los animales fueron sacrificados mediante
decapitacion, siendo anteriormente anestesiados con éter etilico. Las muestras fueron
rdpidamente extraidas, congeladas en CO, sélido y almacenadas a -80°C hasta el dia

de su utilizacidn.

2. METODOS.

2.1 AISLAMIENTO DE MEMBRANAS DE CELULAS DE GLANDULAS
HARDERIANAS DE RATA.
Se realizé siguiendo el método de CARDINALI et al., 1979 y de VENECEK

et al., 1987 con algunas modificaciones.

2.1.a Reactivos:

-Tampén de homogenizacién Tris-HC1 0’01 M pH 7’5, conteniendo sacarosa
0’25 M; EDTA 0’5 mM e inhibidores de proteinas: bacitracina 0’1 mg/ml; TLCK
0’01mg/ml; leupeptina 0’01 mg/ml; PMSF 0’05 mg/ml.

-Tampén Hepes 20 mM, pH 7°S.

-Tampén Hepes 20 mM con PMSF.

2.1.b Método:
Todos los pasos se realizaron en frio. En primer lugar, se homogenizaron las

glandulas Harderianas, poniendo de 3 a 4 gldndulas por tubo de centrifuga RC5C
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GIRALT con 30 ml de tampé6n Tris-HCI con inhibidores, usando el Polytron fijado a
posicién 6 (velocidad media) durante 2 X1 min. El homogenado se centrifugé durante
30 min. a 30.000 Xg a una temperatura de 4°C. Se desechd el sobrenadante y la capa
lipidica aspirando al vacio con pipeta Pasteur, dejando sélo el pellet en cada tubo, a
cada uno de los cuales se afiadi6 30 ml de tampén Hepes 20 mM pH 7°5. Se
homogenizé y centrifugé al igual que antes y se deseché también el sobrenadante y la
capa lipidica, afiadiendo al pellet 5 ml de tampén Hepes 20 mM con PMSF por
gldndula. Se sonicé cada tubo durante 5 sg a velocidad media, se mezclaron todos los
tubos y se distribuyeron en alicuotas, almacendndose a -80°C. Una alicuota de éstas se

utilizé para la determinacién de proteinas.

2.2 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINAS.

La determinacién de proteinas se realizé segin el método de LOWRY et al.,
(1951), utilizando como estdndar albiimina sérica bovina (BSA).

Para ello, se prepararon distintas disoluciones patrones de BSA, con las que se
construyé una curva estindar sobre la que se calculd, por interpolacién, la
concentracién de proteina existente en distintas diluciones de la muestra (1/10, 1/15 y

1/20). Las concentraciones se expresaron como ug de protefnas/ml.

2.3 MARCAJE DEL VIP CON 7,
Se realizé segtn la técnica descrita por LABURTHE et al., 1977.

2.3.a Reactivos:

-VIP: se disuelven 0’5 mg de VIP porcino en 0’5 mi de HC1 0’005 N, quedando
a una concentracién de 3x10* M. Se agita durante 60 min y se reparte en fracciones
(20 alicuotas de 5 ul para su posterior marcaje y 8 alicuotas de 50 ul como stock de
VIP a 3X10* M), conservandolas a -20°C hasta su uso.

-Tampédn fosfato (TP) 0’3 M, pH 7’S.

-Cloramina T (1 mg/ml): se disuelven 10 mg de cloramina T (C;H;CINaO,S

3H20) en 10 ml del tampén fosfato anterior. Preparar 10-15 min antes del marcaje,
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manteniéndose en oscuridad hasta su uso. En el marcaje, actia como oxidante débil.

-Metabisulfito sédico (MbNa) (2 mg/ml): se disuelven 10 mg de metabisulfito
sédico (Na,S,0s5) en 5 ml de tampén fosfato. El metabisulfito sédico actia como
reductor, deteniendo la reaccién de oxidacion desencadenada por la cloramina T.

-15INa de actividad 100 mCi »I/ml (16,5 mCi/ug de yodo), preparado en
NaOH, pH 7-11, libre de reductores y 99°6% de pureza radioquimica.

-TB: tampén tris 50 mM, BSA 2% (p/v), pH 7°5.

-TBB: tampén tris 50 mM, BSA 2%, bacitracina 2 mg/ml, pH 7’5.

-Acido acético 1 N al 50% (v/v) con etanol absoluto.

-Acido acético 0’2 M, BSA 0’5% (p/v), bacitracina 0°03% (p/v).

-Talco: 100 mg/ml, en agua destilada.

2.3.b Método:

El marcaje se realiz6 a temperatura ambiente, en una campana extractora y con
la debida radioproteccién. La mezcla de marcaje se preparé en un tubo de pldstico, en
el que se pusieron por este orden:

-20 pl de tampén fosfato.

-5 pl de VIP (1mg/ml).

-15 ul de ¥INa (1’5 mCi).

-5 pl de la solucidén de cloramina T.

Se agité exactamente durante 30 sg. Se afiadié 5 ul de la solucién de metabisulfito
sédico y se volvié a agitar. Se afiadié 400 ul de TBB, agitdndose nuevamente. Se tomoé
una alicuota de 5 ul de la mezcla de marcaje y se pasé a un tubo que contenia 5 ml de

TB. Esto se usaria para calcular el grado de incorporacién de '*INa al péptido.

2.3.c Purificacion del VIP marcado:

El VIP marcado se purificé por adsocién al talco. Para ello, se afiadi6 a la
mezcla de marcaje 0’1 ml de la suspensién de talco. Tras agitar, se centrifugé a 2.000
Xg durante 10 min, desechdndose el sobrenadante, el cual contenfa yodo libre y

pequeiios péptidos. El sedimento de talco se resuspendié en 1 ml de acético 1 N/etanol
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y se agité fuertemente para separar el péptido yodado del talco. A continuacion, se
centrifugé durante 10 min a 2.000 Xg, recuperdndose el sobrenadante, que contiene el
I51-VIP puro, el cual se repartié en alicuotas de 50 ul que se conservaron a -20°C hasta
el momento de su utilizacién. Con este método, el '*I-VIP debe ser repurificado antes
de su uso en el experimento, afiadiendo al tubo que contiene al péptido marcado 350
pl de TB y 100 ul de la suspensidn de talco, agitando bien y centrifugando después
durante 10 min a 2.000 Xg. El sobrenadante, contenia yodo radiactivo libre y
fragmentos de péptido y se desechd. El sedimento, que contenfa '*I-VIP puro, se
resuspendié en 1 ml de la solucién de acético/etanol y después de agitar fuertemente,
se centrifugd de nuevo a 2.000 Xg durante 10 min, recuperdndose el sobrenadante en

el que se encuentra el '»I-VIP purificado.

2.3.d Calculo del porcentaje de incorporacién:

Se tomd una alicuota de la mezcla de marcaje de 5 ul y se pasé a un tubo que
contenfa 5 ml de TB, agitdndolo a continuacién. De este tubo, se tomaron 100 uly se
afiadieron a un tubo de pléstico que contenia 300 ul de TBB y 100 ul de la suspension
de talco, todo ello por triplicado. Tras agitar fuertemente, se centrifugé durante 10 min
a 2.000 Xg y se separaron los sobrenadantes de los precipitados. Se determinaron las
cuentas por minuto tanto en el precipitado como en el sobrenadante en un contador

gamma, calculdndose asf el porcentaje de radiactividad del precipitado respecto al total:

cpm en el precipitado

% incorporacion =

cpm en el precipitado + cpm en el sobrenadante

En los marcajes realizados, el porcentaje de incorporacién medio estuvo sobre
el 80%.
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2.3.e Cdlculo de la actividad especifica:

La actividad especifica nos muestra la cantidad de radiactividad en uCi
incorporada por pg de péptido. La actividad especifica del *I-VIP se calcul6 a partir
del porcentaje de incorporacién, conociendo los mCi de "I y los ug de VIP utilizados

en el marcaje:

pCi de I X % incorporacién

Actividad especifica =

pg de VIP x 100

La actividad especifica media alcanzada fue de unos 250 uCi "I/ ug VIP.

2.4 UNION DEL '"®I-VIP A SUS RECEPTORES ESPECIFICOS DE MEMBRANA.

2.4.a Reactivos:

-TB: Tris 50 mM, BSA 2%, pH 7’S.

-TBB: Tris 50 mM, BSA 2%, bacitracina 2 mg/ml, pH 7°5.

-Tris-sacarosa: Tris 50 mM, pH 7,5, sacarosa 10%(p/p).

-VIP frio: afiadir 1.450 ul de TB a una alicuota de 50 ul de VIP stock (3x10*
M), quedando el VIP a una concentracién de 10°M. Agitar y repartir en alicuotas de
50 ul, las cuales se utilizardn en los experimentos de dosis-efecto, en algunos de los
cuales se necesitard preparar mediante diluciones sucesivas con TB diferentes
concentraciones de VIP frio comprendidas entre 10" y 107 M. Para la determinacién
de la unidn inespecifica, se utilizé VIP frio a una concentracién de 10° M en el medio
de incubacién (VIPns). A tan elevada concentracion, el VIP frio deberia desplazar por
completo al **’I-VIP de su unién a los receptores especificos, considerandose que el que
sigue unido a las membranas no estd unido a receptores especificos, representando la

unién no especifica.
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- I[-VIP: tras repurificar con talco una alicuota de 30 ul de VIP marcado, se
diluy6 ésta con TB para alcanzar una concentracion en el medio de incubacién de 45
pM, similar a la existente en el plasma.

- Preparacién de membranas: resuspender las membranas crudas de harderianas
en el volumen necesario de Tris 50 mM para que en el medio de incubacién quede a

la concentracién requerida.

2.4.b Método general: dosis-efecto.

Excepto en la incubacidn, los experimentos se realizaron en frio. Se emplearon
tubos de pldstico de 3 ml y el volumen final de la incubacién fue de 500 ul. Cada punto
se hizo por triplicado. A cada uno de los tubos se afiadié por este orden:

-250 ul de TBB.

-50 ul de TB.

-50 ul de TB, VIP frio (a distintas concentraciones) o VIPns.

-50 pl de 'I-VIP.

-100 ul de 1a preparacion de membranas (quedando a una concentracion final de

50 pg /mi).
Se agit6 e incubd durante 30 min a 15 y 30°C. Se detuvo la reaccién tomando alicuotas
de 200 ul de la mezcla que se pasaron a tubos de microfuga que contenfan 200 ul de
TB frio. Luego, se centrifugaron en la microfuga a 12.000 Xg durante 10 min a 4°C.
Se aspird al vacio los sobrenadantes y se lavaron los precipitados dos veces con Tris-
sacarosa frio. A continuacién, se cortaron las puntas de los tubos y se contd en el
contador gamma durante 2 min.

En todos los experimentos se tomaron 3 alicuotas de 200 pl de los medios de
incubacidn, las cuales no se centrifugaron, contdndose la radiactividad directamente,
siendo utilizadas para determinar la actividad especifica (radiactividad total, en cpm que
hay en 200 ul del medio de incubacion), la cual se toma como referencia para expresar
en porcentaje la radiactividad (cpm) que muestran los sedimentos de membranas al
contarlos, obteniéndose asi el porcentaje de uni6n total que al restarle la unién

inespecifica (radiactividad, en cpm, que muestra las membranas incubadas en presencia
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de VIPns), proporciona la unién especifica, es decir, el porcentaje de '*I-VIP unido

especificamente:

%Unién Especifica = %Unién Total - % Uni6n inespecifica.

2.4.c Cinética de asociacién:

Se estudid la cinética de la unién del ZI-VIP a sus receptores en membranas de
harderianas de rata a dos temperaturas: 15 y 30°C. Para ello, se determiné la unién
especifica del trazador a las membranas a los 2, 5, 10, 15, 30, 60, 90 y 120 min de
incubacién para cada una de las temperaturas para asi poder determinar el tiempo en
que se alcanza el estado de equilibrio y la estabilidad de la unién, lo cual permiti6
elegir las condiciones Optimas de tiempo y temperatura a utilizar en los demds

experimentos.

2.4.d Concentracién de proteinas:
Con el fin de determinar la concentracién éptima de proteinas, se estudio la
unidn especifica del *I-VIP para distintas concentraciones (desde 2 hasta 1000 pg/ml)

a 30°C. Asi, se determind la concentracion de proteina dptima.

2.4.e Degradacién del "*’I-VIP:

Tanto en los experimentos de cinética de asociacion como en los de
concentracién de proteinas, se determing para cada tiempo, temperatura y concentracion
de proteinas, la cantidad de '*I-VIP indemne que quedaba en los sobrenadantes de los
tubos de microfuga, la cual reflej6 la degradacién sufrida por el trazador durante la
incubacidn. Para ello, se pusieron en tubos de 3 ml de pldstico:

- 200 pl del sobrenadante postmicrofuga.

- 200 pl de TB frio.

- 100 ul de talco.

Se agité bien y se centrifugé a 2.000 Xg durante 10 min. Se separaron los precipitados
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de los sobrenadantes, contdndose ambos en el contador gamma. El porcentaje de 'ZI-
VIP indemne se calculé dividiendo las cpm que di6 el precipitado (donde se encuentra
el trazador indemne adsorbido al talco) entre la suma de las cpm del precipitado mas
las del sobrenadante (donde se encuentran los fragmentos degradados de péptido
marcado), de forma similar a lo descrito anteriormente para el cdlculo del porcentaje

de incorporacion:

cpm del precipitado
% ZI-VIP indemne =

cpm del precipitado + cpm del sobrenadante

El porcentaje de '’I-VIP indemne es fundamental en la valoracién de la cinética
de asociacion y del efecto de la concentracién de proteinas en el momento de elegir las

condiciones 6ptimas de incubacién.

2.4.f Cinética de disociacion:

Para el estudio de la disociacién del complejo '*I-VIP-receptor, se realizé una
incubacién a 30°C durante 30 min en las condiciones descritas. Tras los 30 min y
alcanzado el estado de equilibrio, se afiadié al medio de incubacién una sobrecarga de
VIP frio a una concentracién final de 107 M para que indujese la disociacidn del
complejo. A continuacién, manteniendo la temperatura de incubacién a 30°C, se
determind la unién especifica del trazador a las membranas a los 0, 1, 2, 5, 10, 15, 30
y 60 min, expresdndola como porcentaje de la existente en el tiempo 0, justo al afadir

la sobrecarga de VIP frio.

2.4.g Especificidad:

Se estudié la unidn especifica del '>I-VIP a las membranas en presencia de
péptidos estructuralmente relacionados o no con el VIP con el fin de determinar si los
receptores son 0 no especificos para VIP.

-Péptidos relacionados con el VIP: helodermina, GRFr, PHI, glucagén,
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secretina.

-Péptidos no relacionados con el VIP: insulina, somatostatina, pancreastatina,
melatonina.

El protocolo es similar al de dosis-efecto con la variante de que en vez de hacer
competir al PI-VIP con el VIP frio, se hizo con estos péptidos a distintas

concentraciones desde 10! hasta 10°° M.

2.4.h Nucleétidos:

Se estudio el efecto de diferentes nucleétidos sobre la unién especifica del '»I-
VIP a sus receptores en membranas de harderianas.

El protocolo es similar al de dosis-efecto excepto que en vez de hacer competir
al "?I-VIP con el VIP frio, se hizo con estos péptidos a concentraciones entre 10" y

10? M. Los nucleétidos utilizados fueron: GTP, Gpp(NH)p, ATP, CTP y UTP.

2.5 DETERMINACION DE LA MASA MOLECULAR RELATIVA DEL
RECEPTOR DE VIP MEDIANTE LA TECNICA DE CROSS-LINKING.

2.5.1 Cross-linking delI-VIP a las membranas.

2.5.1.a Reactivos:

- Tamp6n Hepes 20 mM, pH 7°5.

- Tamp6n Hepes 20 mM, pH 7’5, BSA 2% (p/v), bacitracina 0°1% (p/v).

- Tampoén Hepes 20 mM, pH 7’5, DTSP (ditiobis (succinimidil propionato))
ImM.

- Tampén Hepes 20 mM, pH 7’5, glicina 60 mM.

- Tris 60 mM-HC! pH 8’8, glicerol 10% (v/v), azul de bromofenol 0°001%,
SDS (dodecil sodio sulfato) 3% (p/v).

- IBL.VIP 0,3 nM.

- VIP frio 105 M.

- Preparacién de membranas a una concentracion final de 100 ug /ml.
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2.5.1.b Método:

Las membranas, (100 ug/ml) se incubaron durante 30 min a 30°C en 5 ml de
tampén Hepes 20 mM, pH 7,5, BSA 2% (p/v), bacitracina 0,1 % (p/v) con '®I-VIP 0,3
nM. Para determinar la unién inespecifica, se hizo la misma incubacién anterior a la
que ademds se le afiadi6 un exceso de VIP frio a una concentracién de 10° M. Tras la
incubacidn, se detuvo la reaccién afiadiendo 25 ml de tampén Hepes 20 mM pH 7’5
frio y posteriormente se centrifugé a 30.000 Xg durante 15 min a 4°C. El precipitado
se resuspendié en 1 ml de Hepes 20 mM pH 7’5 que contenfa DTSP 1mM. La reaccién
se llev6 a cabo durante 15 min a 4°C y se detuvo al afiadir 20 ul de Hepes 20 mM pH
7’5 frio que contenfa glicina 60 mM para parar la reaccién. Esta mezcla se centrifugé
a 4°C durante 15 min a 30.000 Xg y el precipitado resultante fue resuspendido en 0’1
ml de Tris 60 mM-HCI pH 8’8 conteniendo glicerol 10% (v/v), azul de bromofenol
0°001%, SDS 3% (p/v), por 5 pasadas sucesivas a través de una aguja de calibre 25.
Tras calentar durante 30 min a 60°C, la suspensién fue centrifugada durante 15 min a
48.000 Xg y el sobrenadante fue sometido al gel de electroforesis SDS-poliacrilamida

(apartado siguiente).

2.5.2 SDS-PAGE y autoradiografia.

2.5.2.a Reactivos:

- Gel de poliacrilamida al 12%.

- Gel de poliacrilamida al 5 %.

- Marcadores de masa molecular (Mr) conocida: Fosforilasa b (Mr 97.400); BSA
(Mr 66.200); Ovalbimina (Mr 42.699); Anhidrasa carbénica (Mr 31.000); Inhibidor
de tripsina (Mr 21.500); Lisozima (Mr 14.400).

- Solucién fijadora de geles: metanol 43 % (v/v), dcido acético 1’6 M.

- Solucién para tefiir geles: azul de Comasie 0’1 % (p/v).

- Film Du Pont Cronex-4.
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2.5.2.b Método:

Se realiz6 segin el método de LAEMMLI, 1970. En primer lugar, se procedi6é
al montaje de los geles, afiadiendo el gel de poliacrilamida al 12%, se esperé a su
polimerizacién y posteriormente se afiadié el gel de poliacrilamida al 5% y se esper6
a que polimerizara. Tras la polimerizacién, se mont6 la cubeta. A continuacion, se
afladi6é la muestra y los marcadores de peso molecular citados anteriormente en el
apartado de reactivos. Los geles fueron fijados en metanol al 43% (v/v) y acético 1’6
M; tefiidos en azul de Comasie al 0’1% (p/v) y destefiidos en la solucién de fijacién.
Los geles fueron secados y expuestos durante 8-12 dfas a -80°C en una placa Du Pont

Cronex-4 en oscuridad.

2.6 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ADENILATO CICLASA
ESTIMULADA POR VIP EN MEMBRANAS DE GLLANDULA HARDERIANA
DE RATA.
La determinacion de la actividad adenilato ciclasa (AC), se realizé en 2 etapas:
-Produccion de AMPc debido a la estimulacion de 1la AC por el VIP.
-Determinacién cuantitativa del AMPc producido en la etapa anterior por

radioinmunoandlisis (RIA).

2.6.1 Produccion de AMPc.
Se determind tanto la produccién basal como la produccién estimulada por

concentraciones crecientes de VIP (desde 10! a 10°) de AMPc.

2.6.1.a Reactivos:

- Solucién compuesta por Tris 25 mM-HCIl, pH 7’5, 3-isobutil-1-metil-xantina
(IBMX) 1 mM, MgSO, SmM, EDTA 1 mM, bacitracina 1mg /ml, GTP 10 puM,
sistema regenerador de ATP (7,4 mg/ml de creatin fosfato, 1 mg/ml de creatin kinasa).

- ATP a concentracién 1,5 mM.

- VIP diluido en TB a concentraciones entre 10!~ 10°M.

- Preparacién de membranas a concentracion de 50 pug /ml.
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- Metanol absoluto.

2.6.1.b Método:

La incubacidn se realiza para un volumen final de 100 ul en tubos de pldstico
de 3 ml. Cada punto se hace por triplicado. En cada tubo, se afiade por este orden:

- 50 ul de la solucién del apartado a.

- 10 ul de TB para basal o de efector (VIP 107~ 10° M).

- 10 ul de ATP.

- 30 ul de la preparacién de membranas.

Las concentraciones finales de cada uno de los reactivos en los tubos de
incubacion son las indicadas en el apartado anterior.
Una vez preparados los tubos, se incubaron a 30°C durante 20 min. La reaccidn se
detuvo afadiendo 2’5 ml de metanol, lo cual hace que precipite la fraccién proteica. Se
centrifugé durante 10 min a 2000 Xg , se tomaron alicuotas de 100 1 del sobrenadante
y se pasaron a tubos de vidrio que se dejaron en la estufa a 60°C hasta que se evaporo
por completo el metanol, quedando solamente el extracto seco de la fraccién soluble del
sobrenadante, en la cual se encuentra el AMPc producido. Los tubos con el extracto

seco se conservaron a -80°C hasta la realizacién del radioinmunoandlisis de AMPc.

2.6.2 Determinacién cuantitativa de AMPe.

Se realiz6 por radioinmunoandlisis (RIA), utilizando para ello un kit
suministrado por Amersham capaz de cuantificar concentraciones de AMPc del orden
fentomolar. El RIA de AMPc, se fundamenta en la elevada capacidad antigénica del
AMPc, que posibilita la produccién de anticuerpos (Ac) muy especificos frente a €l a
partir del suero de conejos a los que se le ha inyectado y en la facilidad con que se
puede marcar radiactivamente con '*’I, prepardndose en la forma '*I-AMPc. Al afiadir
una elevada cantidad de'*I-AMPc a una muestra que contiene una cantidad desconocida
de AMPc y a continuacién se afiade una cantidad limitada de anticuerpos, ambas formas
de AMPc compiten por unirse al anticuerpo especifico, formdndose complejos del tipo

Ac-AMPc y Ac-"I-AMPc. Cuanto mds AMPc contenga la muestra, més trazador libre



MATERIAL Y METODO 77

queda. Al hacer posteriormente precipitar por centrifugacién los complejos Ac-AMPc
y Ac-"”I-AMPc mediante un anticuerpo anti-inmunoglobulina de conejo (Amerlex-M)
unido a polimeros magnetizables y desechamos el sobrenadante con el trazador libre,
la radiactividad que queda en el precipitado corresponde sélo al complejo Ac-'*I-

AMPc, siendo inversamente proporcional a la cantidad de AMPc que tenga la muestra.

2.6.2.a Reactivos:

Excepto la muestra, el resto de los componentes pertenecen al kit.

- Tamp6n de andlisis: acetato 0,05 M, pH 5,8, thimerosal 0,01%.

- Trazador: I-AMPc diluido en tampén de andlisis de forma que 100 ul
corresponden a 27.000 cpm.

- Antisuero o anticuerpo: anti-AMPc en acetato 0,05 M, BSA 0,5%, thimerosal
0,01%. Obtenido de conejo.

- Segundo anticuerpo: Amerlex-M, anti-IgG de conejo. Obtenido de asno.

- AMPc estdndar: AMPc a una concentracién 32 pM.

- Muestra: obtenida por reconstitucién, afiadiendo 200 pl de tampén de andlisis

al extracto seco obtenido en el punto 2.6.1.

2.6.2.b Método:

b.1: preparacién de la curva estdndar.

Se prepararon distintas diluciones a partir de AMPc 32 pM (1600, 800, 400,
200, 100, 50, 25 y 12°5 fM). También se prepard un blanco (Bo).

b.2: preparacion de las muestras.

Ya explicada en el apartado a.

b.3: procedimiento.

Se anadi6 a cada tubo por este orden:

- 50 pl de estdndar, o de tampdn de andlisis, 0 de muestra.

- 50 ul de trazador a todos los tubos.

- 50 ul de antisuero a todos los tubos excepto a los de actividad total ( AT).

Se agit6 todo bien y se incubé durante 3 horas a 4°C. Tras la incubacién, se
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detuvo la reaccién afiadiendo a cada tubo (excepto a los AT), 500 ul del segundo
anticuerpo. Se agit6 e incubé a temperatura ambiente durante 10 min con el fin de que
el segundo anticuerpo se uniese a los complejos antigeno/anticuerpo formados durante
la primera incubacién. Se centrifugaron los tubos a 2000 Xg durante 10 min y
posteriormente se deseché el sobrenadante aspirando al vacfo, contdndose a continuacion
la radiactividad de los precipitados (fraccién ligada) en el contador gamma durante 2
min. Se construyé una curva estdndar a partir de los valores de los estdndares,
tomdndose como punto 0 de AMPc al punto Bo. La radiactividad ligada (B) encontrada
en cada concentracién estdndar y en las muestras, se expresa como porcentaje de la
radiactividad en Bo. La cantidad de AMPc (fmoles/tubo) en cada muestra, se calcula

por interpolacion a partir de la curva estdndar.

2.7 MEDIDA DE LA ACTIVIDAD 5°-DESYODASA (5’-D) TIPO I1.

Se estudié el efecto in vivo que tanto el VIP, como andlogos de éste, como
antagonistas ejercian sobre distintas gldndulas, entre ellas la gldndula Harderiana y el
tejido adiposo marrén (TAM).

Este método consta de dos partes: en primer lugar la radioyodacién de 1a 3,5,3’-
triyodotironina para asi obtener la tiroxina marcada y posteriormente la determinacion

de la actividad 5°-D en la cual actia como sustrato la tiroxina marcada anteriormente.

2.7.1 Radioyodacidn de la 3,5,3’-triyodotironina.
Para la obtencién de tiroxina marcada se empled la metodologia de
NAKAMURA et al., (1977) también llamado método de la cloramina T.

2.7.1.a Reactivos:
-Triyodotironina (T;): 0’1 mM en metanol.
- TP 0’4 M: fosfato potdsico 0’4 M, pH 6’2.
- TP 0’05 M: fosfato potdsico 0’05 M, pH 6°2.
-1%INa, 1mCi: en el dia 0 indicado por la casa comercial, 1mCi corresponde a

10 pl. Si se realiza el marcaje antes o despies de dicha fecha, es necesario aplicar un
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factor de correccidn en el volumen que se afiada al ensayo.

- Solucién de metanol / NH;OH 2 N en una proporcién de 99: 1.

- Cloramina T: 4 mg en 10 ml de TP 0°05. La solucién se prepara justo antes
de realizarse el marcaje.

- MbNa: solucién saturada al 10% en TP 0°05.

- Sephadex LH-20, previamente hinchada en H,0 desionizada.

2.7.1.b Método:

b.1: radioyodacién de la 3,5,3’-triyodotironina.

Se afiaden en un tubo de pldstico de 3 ml por este orden:

- 25 ul de TP 0’4.

- 10 ul de T; (10®° moles).

- 1 mCi de'”INa.

-4 pul de cloramina T.

Agitar la mezcla de ensayo durante 2 min y detener la reaccién afiadiendo 10 ul
de MbNa.

b.2: Purificacidon de la tiroxina marcada.

La mezcla de marcaje se deposité en una columna de Sephadex LH-20 de 2-3
ml previamente equilibrada con TP 0°05. Despiies de colocar la muestra en la columna,
se lavé con 1ml de agua desioninizada y se recogié el eluido (correspondiente al )
en un tubo de plastico de 3 ml. Este lavado se repitié 8 veces. Tras estos lavados, se
afiadié 600 ul de la solucién de metanol/NH,OH para eliminar el agua de la columna
y se repitieron los lavados anteriores, también en fracciones de 1 ml pero esta vez con
metanol/NH,OH para obtener la hormona marcada. De los eluidos, se tomaron 5 ul por
tubo y se contd la radioactividad en un contador gamma durante 2 min, obteniéndose
dos picos de actividad: el primero, correspondiente al I libre y el segundo a la

hormona marcada.
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b.3:Cdlculo de la actividad especifica. Para realizar este cdlculo, es necesario

conocer previamente el porcentaje de incorporacién del **I ala T; (% D):

Y cpm (PI)T,
% 1 = X 100
Y cpm  (B0)T, + ¥ cpm de ™I

El porcentaje de incorporacién nos indica el tanto por ciento de I que se ha
incorporado a la T;. En la mayoria de los casos, suele oscilar entre el 75-90 %.

El célculo de la actividad especifica (Ae) se realiza por la férmula:

[ (mCi) X %1

moles de T, X 100

Donde:
2T (mCi) = 1 mCi.

- moles de T, = moles de T, utilizados en el marcaje. Como se afiaden 10 ul
a una concentracién inicial de 10* , entonces el nimero de moles es 10°.

Al utilizar la T, marcada en el ensayo de la 5°-D, es necesario conocer la
equivalencia entre las cpm que se cuentan en el contador gamma y los fmoles existentes
(pasamos de mCi /mol a Ci /fmol). Entonces:

cpm = dpm X eficiencia del contador

donde: dpm = Ci X 2°22 10" y eficiencia = 0°66;

Por tanto: cpm = Ci X 2’22 10" X 0’66
Siendo el resultado final las cpm que corresponden a un fmol de tiroxina marcada para

nuestro marcaje.
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2.7.2 Medida de la actividad 5°-D tipo II.

Este método estd basado en la capacidad de la tiroxina 5°-desyodasa tipo II para
transformar la T, en la hormona activa T;. Es un método especifico para el isoenzima
tipo II debido a que el sustrato contiene el '’ sélo en la posicién 5’ del anillo fendlico
sustituido de la tiroxina marcada. Durante la incubacién, se produce la conversién de
T, a T;, siendo la liberacion de '»I proporcional a la actividad enzimdtica. Tras la
incubacion, se obtienen los dos productos de la reaccién: el I y la T;, quedando
ademds algo del sustrato de la reaccién, T,. Tanto los productos como la T, se separan
mediante cromatografia de intercambio iénico en columna, reteniéndose la T; y 1la T,

marcada y eluyendo el I libre, que indica la actividad del enzima.

2.7.2.a Reactivos:

- Tampdn de homogenizacién (HB): fosfato potdsico 0’1 M, EDTA 1 mM, pH
70.

- Ditiotreitol (DTT) 100 mM en HB. Prepararlo justo antes del ensayo.

- BSA al 2 % en HB.

- Acido tricloroacético (TCA) al 10 % en agua destilada.

- Acido acético glacial al 10 % en agua destilada.

- Homogenado de la muestra.

- T, marcada a una concentracién de 400 fmoles por 10 ul.

- Columnas de purificacién: columnas de 1 ml con 0’5 ml de resina de
intercambio iénico Dowex-50 W equilibradas con acético glacial al 10%, siendo

previamente activadas y regeneradas con NaOH 1N.

2.7.2.b Método:

b.1 Obtencién del homogenado de la muestra.

Tanto en glindulas Harderianas como en tejido adiposo marrén (TAM) se
homogenizé cada gldndula en 1 ml de HB utilizando el polytron. Se centrifugé a 2000
rpm durante 15 min, descartindose posteriormente el sobrenadante graso y el

precipitado. En la pineal, se afiadié a cada glandula 100 ul de HB y posteriormente se



MATERIAL Y METODO 82

homogenizé en el sonicador. De cada muestra, se reservaron alfcuotas a -80°C para su
posterior medida de proteinas.

b.2 Procedimiento.

Los ensayos se realizaron en tubos de pldstico de 3ml y excepto las
incubaciones, todos los pasos se hicieron en frio. A cada tubo, se afiadié por este orden:

- 100 ul de HB (a lo blancos y actividad total,150 ul).

- 40 pl de DTT.

- 50 ul de homogenado (excepto a los blancos y actividad total).

- 10 pul de T, marcada.
El volumen final de incubacién fue de 200 ul.
Se agitaron los tubos y se incubaron durante 60 min a 37°C. Tras la incubaci6n, se
detuvo la reaccién afiadiendo 100 ul de BSA frio y 750 pul de TCA a todos excepto a
los de actividad total, a los cuales se afiadieron 750 ul de acético y no es necesario
centrifugarlos. Se agitaron los tubos y se centrifugaron durante 10 min a 3000 rpm. Se
tomaron 500 ul del sobrenadante y se deposité en las columnas de Dowex, lavandose
a continuacién las columnas con 500 ul de acético glacial al 10% (las actividades
totales, no se pasan por las columnas por lo que para que se encuentren a igual dilucién
que las muestras se diluyeron en una proporcién 1:2 en acético glacial al 10 %). El
eluido, se recogié en tubos de pléstico de 3 ml y se conté durante 2 min en el contador
gamma.

b.3 Ciélculo de la actividad 5°-D.

(cpmM - cpmB) X 400 fmol X factor de dilucién
Actividad =

AT

Donde:
- cpmM = cuentas por minuto para cada determinacién.
- cpmB = cuentas por minuto del blanco.
- 400 fmol = concentracién de tiroxina marcada por determinacion.

- AT = cuentas totales afiadidas a cada tubo (actividad total).
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- Factor de dilucién = tanto para la gldndula Harderiana como para €l TAM es
20 por homogenizarse en un volumen de 1000 ul y tomar 50. Para la pineal es de 2
porque de 100 ul que es el volumen de homogenizacién, sélo se toman 50.

El resultado se expresa como fmol de '»’I liberado/glindula/hora y mas
usualmente como fmol de I liberado/mg de proteina/hora para lo cual es necesario
determinar la concentracién de proteinas de cada gldndula por el método de LOWRY
et al., (1951).

2.8 MEDIDA DE LA CONCENTRACION DE PORFIRINAS EN GLANDULAS
HARDERIANAS DE RATA.

La medida de la concentracién de porfirinas se realizé segin el método de
SHIRAMA et al., 1987 con modificaciones, el cual se basa en que las porfirinas son
moléculas altamente solubles en disolventes orgdnicos, en concreto una mezcla de etil-
acetato/acético y que extraidas en 4cido clorhidrico, puede leerse su fluorescencia a 604
nm que es la longitud de onda a la cual las protoporfirinas (el tipo mayoritario de
porfirinas en los seres vivos) poseen su mdximo de absorcién caracteristico, siendo la
longitud de onda de excitacién de las porfirinas de 405 nm. Como estdndar, se usé la
coproporfirina III tetrametil éster debido esencialmente a que es muy estable, mientras

que las protoporfirinas son inestables y dificiles de mantener en disolucion.

2.8.a Reactivos:

- Etil-acetato/acético glacial en proporcién 8:2 ( v/v ).

-HCI 'S5 M.

- Coproporfirina III tetrametil éster como estdndar a concentracién de 10 pg/ml:
disolver 1 mg de coproporfirina III tetrametil éster en 100 ml de HC1 1’5 M.

- Homogenado de la muestra en etil-acetato/acético.

2.8.b Método:

b.1: preparacién de la curva estdndar.

Se prepararon distintas diluciones a partir de coproporfirina III tetrametil éster
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(2x107, 10, 5x10?2, 2’5102, 1°25% 102, 6’25 %103, 3°125 X 10 ug/ml) empleando
HCI 1’5 M para la dilucién.

b.2:preparacién de las muestras.

Se pesaron entre 20-30 mg de gldndula y se afiadi6 1 ml de etil-acetato/acético.
Se homogeniz6 en el polytron a velocidad media y posteriormente se centrifugé a 3000
rpm durante 30 min. Tras descartar el precipitado, se tomaron 10 ul del sobrenadante,
(fraccién en que van disueltas las protoporfirinas) al que se afiadieron 2 ml de dcido
clorhidrico 1’5 M para su extraccion.

b.3:procedimiento.

Una vez preparada la curva estdndar y las muestras, se procedié a la medicion
de protoporfirinas en el fluorimetro a una longitud de onda de excitacion de 405 nm y
a 604 nm para la absorcién mdxima. El fluorimetro, midié cada punto por triplicado.

b.4:cdlculo de la concentracién de porfirinas .

A partir de los valores de fluorescencia dados por los estdndares, se construjo
una recta de regresion poniendo en ordenadas la concentracién de los estdndares y en
absisas la fluorescencia. Los valores de concentracion de la muestra se hallaron por
interpolacién a partir de la recta de regresién, expresidndose finalmente en ug de

porfirinas/mg de gldndula.

2.9 TRATAMIENTO ESTADISTICO.

En la mayorfa de los experimentos, cada punto ha sido realizado siempre por
triplicado, expresdndose los valores como la media + el error estdndar de la media
(SEM). El niimero de animales utilizado para cada grupo (n) varié de un experimento
a otro, oscilando entre 4-8. El cdlculo de las constantes de afinidad (Kd) y de las
capacidades de unién de los receptores se realizé con los programas EBDA, original de
MCcPHERSON (1983), y LIGAND, original d¢ MUNSON y RODBARD (1980),
modificado para microordenadores por McPHERSON (1985), editados ambos por
BIOSOFT, P.O. Box 580, Milltown, New Jersey, 08850, USA. El andlisis de regresion
y correlacién lineal efectuado para hallar la curva estindar fue realizado por el
programa GPIS (Graft Pad In Stat), (1989), versién 1°0.
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1. UNION DEL VIP A SUS RECEPTORES EN MEMBRANAS DE GLANDULA
HARDERIANA DE RATA.

1.1 EFECTO DEL TIEMPO Y DE LA TEMPERATURA.

La unié6n especifica del '*I-VIP a membranas de gldndula Harderiana de rata fue
un proceso dependiente del tiempo y de la temperatura (Fig. 1). A 30°C, la unién
especifica del trazador a las membranas fue rdpida, obteniéndose la mitad de la unién
mdxima pasados los primeros 5 minutos, el mdximo a los 30, manteniéndose estable
hasta los 120 minutos, que es el tiempo mdximo del experimento. A 15°C, la velocidad
de la reaccién disminuyé respecto a la alcanzada a los 30°C, alcanzdndose la mitad de
la unién mdxima a los 5 minutos, el mdximo a los 15, y manteniéndose estable hasta
los 120 minutos, pero la unién méxima alcanzada fue menor que la obtenida a 30°C.
La degradacién del trazador fue también un proceso dependiente del tiempo y la
temperatura (Fig. 2). La degradacién fue ligeramente menor a 15°C que a 30°C. A
30°C, el equilibrio observado entre los 30-120 minutos (Fig.1) se acompaifia por un
aumento de la degradacién del trazador a medida que transcurre el tiempo . Igual ocurre
a 15°C. En base a estos resultados, en los experimentos siguientes la incubacion se
llevé a cabo a 30°C durante 30 minutos con el fin de conseguir una unién especifica

mdxima con una minima degradacién del trazador.

1.2 EFECTO DE LA CONCENTRACION DE MEMBRANAS.

La unién especifica del '®I-VIP fue una funcién lineal (r=0996) de la
concentracién de proteina de membrana hasta una concentracién de 50 ug/ml (Fig.3).
A concentraciones mayores de proteina, la unién observada fue menor que la esperada,
debido probablemente a la relativamente elevada degradacion del trazador (Fig.4). Los
siguientes experimentos se realizaron a una concentracién de proteina de 50 pg/ml,
concentracién a la cual la unién habfa sido mdxima y s6lo se habia degradado un 20%

del trazador.
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Fig.1. Unién del '“I-VIP a membranas de gldndula Harderiana de rata en funcién
del tiempo y de la temperatura. Las membranas (50 pug/ml) fueron incubadas en
presencia de '”I-VIP 50 pM a 15°C (©) o a 30°C (®) , determindndose la unién
especifica del péptido marcado para cada uno de los periodos de tiempo indicados. Cada

punto es la media de 3 experimentos independientes realizados por triplicado.
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Fig.2. Degradacién del ’I-VIP en funcién del tiempo y de la temperatura en
membranas de glindula Harderiana de rata. Las membranas (50 pg/ml) se incubaron
en presencia de ZI-VIP 50 pM a 15°C (©) o a 30°C (@), determindndose el porcentaje
de trazador libre indemne en el medio de incubacién para cada uno de los periodos de
tiempo indicados. Cada punto es la media de tres experimentos independientes

realizados por triplicado.



RESULTADOS 89

12 -

s

8 o

) —0

=

= 6

=

=

>

N ok
| [ z
0) 500 1000

Concentracién de proteinas (pg/ml)

Fig.3. Efecto de la concentracién de proteinas sobre la unién del I-VIP a
membranas de glindula Harderiana de rata. Se incubaron concentraciones crecientes
de proteina de membrana durante 30 minutos a 30°C en presencia de '*I-VIP 50 pM,
determindndose la uni6n especifica del trazador para cada una de ellas. Cada punto es

la media de 3 experimentos independientes realizados por triplicado.
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Fig.4. Degradacién del "I-VIP en funcién de la concentracién de proteinas en
membranas de glindula Harderiana de rata. Concentraciones crecientes de proteina
de membrana fueron incubadas en presencia de '>I-VIP 50 pM durante 30 minutos a
30°C, determindndose para cada una de ellas el porcentaje de trazador libre indemne
en el medio de incubacién. Cada punto es la media de 3 experimentos realizados por

triplicado.
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1.3 CINETICA DE DISOCIACION.

La unién del '®I-VIP a sus receptores especificos en membranas de gldndula
Harderiana de rata, fue un proceso reversible, demostrdndose la disociacién del
complejo péptido-receptor por la progresiva disminucién de la unién del trazador a las
membranas en funcién del tiempo (Fig.5) cuando, tras alcanzarse el estado de equilibrio
con una incubacién de 30 minutos a 30°C, se afiadié al medio de incubacién una
sobrecarga de VIP frio 1 uM. El 50% del VIP marcado se disocié en los primeros 10
minutos, llegando al 86% a los 60 minutos. El tiempo empleado en la disociacién del
complejo trazador-membrana tras la sobrecarga de VIP frfo, parece indicar una cinética
de disociacién de orden muiltiple, lo cual sugiere una heterogeneidad de los sitios de
unién del VIP.

1.4 ESTUDIO ESTEQUIOMETRICO: DOSIS-EFECTO DE VIP.

La adicién al medio de incubacién de concentraciones crecientes de VIP frio
(0°01-100 nM) manteniendo fija la concentracién de *I-VIP (50 pM) produjo una
progresiva disminucién de la unién especifica, debida a la inhibicién competitiva entre
el VIP frio y el 'I-VIP al unirse a sus receptores en las membranas de glindula
Harderiana de rata, que desplaza al trazador (Fig.6). La concentracién de VIP frio que
inhibié en un 50% la unién especifica del trazador a las membranas de gldndula
Harderiana de rata (ICsy) fue 1’3 + 0°2 nM. Al aplicar el andlisis de SCATCHARD
(SCATCHARD, 1949) a los datos del experimento y representar graficamente el
resultado (Fig.7), se obtiene una curva de concavidad superior que puede resolverse en
2 lineas rectas, lo cual indica la existencia de 2 poblaciones de receptores, lo que se
confirma al tratar los resultados del andlisis de SCATCHARD con el programa de
ajuste no lineal LIGAND (MUNSON y RODBARD, 1980), adaptado por Mc
PHERSON (1985), obteniéndose el mejor ajuste para el supuesto de 2 poblaciones de
receptores: una de alta afinidad y baja capacidad de unién y otra de baja afinidad y alta

capacidad de unién (Tabla I).
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TABIA I

CONSTANTES DE DISOCIACION(Kd (nM)) Y CAPACIDAD DE UNION (B
(fmol VIP/mg proteina)) PARA LOS RECEPTORES DE VIP EN MEMBRANAS
DE GLANDULA HARDERIANA DE RATA, CALCULADOS A PARTIR DEL
ANALISIS DE SCATCHARD DE LOS ESTUDIOS ESTEQUIOMETRICOS.

RECEPTOR Kd (nM) B ( fmol VIP/mg
proteina)

Alta afinidad 0’36 + 0’06 323’00 + 54°00

Baja afinidad 65’37 + 8’08 39’53 + 3’10

Se aplicé el andlisis de SCATCHARD a cada uno de los experimentos de dosis-efecto
de VIP en membranas de glindula Harderiana de rata. Tanto las constantes de
disociacién (Kd) como la capacidad de unién de los receptores (B) se calcularon
utilizando el programa de ajuste no lineal LIGAND (MUNSON y RODBARD, 1980),
adaptado por Mc PHERSON (1985). En todos los casos, el mejor ajuste correspondio
a un modelo de 2 poblaciones de receptores. La Kd y la capacidad de union
representadas en la tabla son la media + E.S.M. de los 12 experimentos a que hace

referencia la fig. 6 y 7.
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Fig.5. Cinética de disociacién del complejo *’I-VIP-receptor en membranas de
glindula Harderiana de rata. Las membranas (50 ug/ml), fueron incubadas antes de
la disociaci6n en presencia de »I-VIP 50 pM durante 30 minutos a 30°C. Entonces,
se les afiadi6 VIP 1 uM, determindndose la uni6én especifica para cada uno de los
intervalos de tiempo indicados, expresdndola como porcentaje de la existente en el
tiempo 0, justo al afiadir la sobrecarga de VIP frio. Cada punto es la media de 3

experimentos independientes realizados por triplicado.
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Fig.6. Inhibicién competitiva por VIP frio de la unién especifica del *I-VIP a
membranas de glindula Harderiana de rata. Las membranas (50 pg/ml), fueron
incubadas con '”I-VIP 50 pM durante 30 minutos a 30°C en presencia de
concentraciones crecientes de VIP frio, determindndose para cada concentracion la
unién especifica del trazador. Cada punto, es la media + E.S.M. de 12 experimentos

independientes realizados por triplicado.
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Fig.7. Andlisis de SCATCHARD (1949) de los datos de la fig.6. B: VIP unido. F:

VIP libre.
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1.5 ESPECIFICIDAD.

Para el estudio de la especificidad de los receptores para VIP en membranas de
glindula Harderiana de rata, se investigé la capacidad de distintos péptidos,
estructuralmente relacionados o no con el VIP, para inhibir competitivamente la unién
del 'PI-VIP a sus receptores (Fig.8). La helodermina, GRFr (factor liberador de
hormona del crecimiento de rata) y PHI (péptido histidina amino-terminal isoleucina
amida carboxi-terminal) inhibieron la unién del trazador pero con una potencia 3’5, 35
y 165 veces menor, respectivamente, que el VIP. La secretina, otro péptido
estructuralmente relacionado con el VIP, produjo una ligera inhibicién de la unién del
1251.VIP, pero a concentraciones mds elevadas. Los valores de la ICs, para cada péptido,
se recogen en la tabla II. Ni el glucagén, relacionado estrulturalmente con el VIP, ni
otros péptidos sin relaciéon estructural con él, como la somatostatina, insulina,
pancreastatina y la melatonina, mostraron efecto alguno incluso a concentraciones tan

elevadas como 10° M.
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TABLA IT

CONCENTRACIONES INHIBIDORAS SEMIMAXIMAS (IC5, (nM)) DE VIP Y
DE LOS PEPTIDOS QUE INHIBIERON LA UNION DEL "I-VIP A SUS
RECEPTORES EN MEMBRANAS DE GLANDULA HARDERIANA DE RATA.

(media de 6 experimentos, 12 para el VIP)

Péptido IC5, (nM)
VIP 1’30
Helodermina 4’60
GRFr 46’30
PHI 215’30
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Fig.8. Inhibicién competitiva por VIP frio de la unién del’I-VIP a membranas de
gldndula Harderiana de rata por el VIP frio (®), helodermina (©), GRFr (a), PHI
(a), secretina (m), glucagén, somatostatina, insulina, pancreastatina y melatonina
(D). Las condiciones de incubacién son idénticas a las del pie de la fig.6. La unién
especifica se expresa como porcentaje de la existente en ausencia de VIP frio (100 %).
Cada punto es la media + E.S.M. de 6 experimentos (12 para el VIP) independientes
realizados por triplicado. Para mayor claridad, los errores estindar no se indican,

fueron siempre inferiores al 10 % de los valores medios.
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1.6 EFECTO DE LOS GUANIL NUCLEOTIDOS SOBRE LA UNION DEL *I-
VIP A MEMBRANAS DE GLANDULA HARDERIANA DE RATA.

Se estudiaron los efectos del GTP, ATP, CTP, UTP y Gpp(NH)p (un andlogo
no hidrolizable del GTP) sobre la unién especifica del '*I-VIP a las membranas de
gldndula Harderiana de rata, en un amplio rango de concentraciones (0’ 1nM-1mM). Se
observé una inhibicién dosis-dependiente de la unién del trazador a las membranas
(Fig.9). Tanto el GTP como su andlogo no hidrolizable, Gpp(NH)p, inhibieron la unién
del 'I-VIP con una potencia similar (IC5, = 10 uM), observindose la mdxima
inhibicién con GTP o Gpp(NH)p a una concentracién 1 mM, a la que sélo un 22% del
trazador permanecié unido a las membranas. Los restantes nucledtidos, (ATP, CTP y
UTP) fueron pricticamente inefectivos en la inhibicién de la unién, y a concentraciones

tan altas como 1mM, no llegaron a producir una inhibicién superior al 70%.

1.7 DETERMINACION DE LA MASA MOLECULAR RELATIVA DEL
RECEPTOR DE VIP.

En la autorradiografia, (Fig.10) la banda mayor se identificé con una masa
molecular relativa de 57 KDa. Se observé ademds una banda menor que se correspondia
con 35 KDa. Cuando el cross-linking (unién covalente de '*I-VIP) se realizé en

presencia de VIP frio 1uM, estas bandas fueron intensamente reducidas.

1.8 EFECTO DEL VIP EN LA ACTIVIDAD ADENILATO CICLASA.

El VIP estimulé la actividad adenilato ciclasa en membranas de gldndula
Harderiana de rata de forma dosis-dependiente (Fig.11). La respuesta tuvo lugar en un
rango de concentraciones crecientes de VIP entre 0°01-100 nM. La actividad adenilato
ciclasa se increment6 hasta un 100% con respecto a los valores basales cuando las

membranas fueron incubadas en presencia de VIP 0’1 uM.
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Fig.9. Efecto de los guanil nucleétidos sobre la unién del’*’I-VIP a membranas de
glindula Harderiana de rata. Las membranas (50 ug/ml) fueron incubadas con *I-
VIP 50 pM a 30°C durante 30 minutos en presencia de concentraciones crecientes de
GTP (), Gpp(NH)p (0), ATP(a), CTP (a) y UTP (m) entre 10" y 10® M. Los
resultados se expresan como porcentaje de unién especifica respecto al control (unién
especifica en ausencia de nucledtido). Cada punto es la media + E.S.M. de 15
experimentos realizados por triplicado. Para mayor claridad, no se indican los errores

estdndar; fueron siempre inferiores al 12% de los valores medios.
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Fig.10. Determinacién de la masa molecular relativa de los receptores de VIP en
membranas de glindula Harderiana de rata. Se realizé un cross-linking seguido de
elctroforesis en gel SDS-poliacrilamida usando proteinas de masa molecular relativa
(Mr) conocida (ver Material y Método). En la autorradiograffa, se observan dos
carriles, uno correspondiente a '*I-VIP incubado en ausencia (-) de VIP frio 1 uyM y
el otro al trazador incubado en presencia (+) de VIP frio 1 uM. Se indica masa
molecular relativa de las protefnas de referencia (Mr). La autorradiografia, es

representativa de 4 experimentos.
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Fig.11. Efecto del VIP sobre la actividad adenilato ciclasa en membranas de
glindula Harderiana de rata. Se incubaron las membranas (50 ug/ml) durante 20
minutos a 30°C con concentraciones crecientes de VIP (desde 10! a 107 M). Cada
punto es la media de 3 experimentos independientes realizados por triplicado. Los
valores estadisticos fueron determinados por ANOVA seguido de un test de Student-

Neuman-Keuls.
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2. ESTUDIO DEL EFECTO IN VIVO DEL VIP SOBRE LA ACTIVIDAD 5’-
DESYODASA (5-D)TTPO IT EN GLANDULA HARDERIANA Y EN DIVERSOS
ORGANOS DE RATA.

2.1 EFECTO DEL VIP EN LA ACTIVIDAD 5-D EN GLANDULA
HARDERIANA DE RATA.

Se estudi6, in vivo, el efecto del VIP sobre la actividad 5°-D en gldndula
Harderiana de ratas eutiroideas e hipotiroideas. Para ello, se realizé una cinética de
tiempo (0, 20, 40 y 60 minutos) (Fig.12). La inyeccién de VIP estimuld la actividad
del enzima en ratas eutiroideas e hipotiroideas con respecto al grupo control (tiempo 0).
En ratas eutiroideas, el efecto del VIP alcanzé su mdximo valor a los 20 minutos,
bajando la actividad hasta los 60 minutos (tiempo médximo del experimento), mientras
que en hipotiroideas, la actividad 5’-D fue aumentando con respecto al tiempo. La
actividad 5°-D siempre se mantuvo mayor en ratas hipotiroideas respecto a eutiroideas

a lo largo del tiempo.

2.2 EFECTO DEL VIP EN LA ACTIVIDAD 5°-D EN GLANDULA PINEAL DE
RATA.

Al igual que en gldndula Harderiana de rata, se estudié in vivo el efecto del VIP
sobre la actividad 5°-D en glandula pineal de ratas eutiroideas e hipotiroideas. Para ello,
se realizé una cinética de tiempo (0, 20, 40 y 60 minutos) (Fig.13). La inyeccién de
VIP estimulé la actividad del enzima tanto en ratas eutiroideas como en hipotiroideas
respecto al grupo control (tiempo 0). A tiempo 0, la actividad 5’-D fue mayor en los
animales hipotiroideos. En ratas eutiroideas, el efecto del VIP alcanzé su mdximo valor
a los 20 minutos, disminuyendo rdpidamente la actividad hasta los 60 minutos (tiempo
méximo del experimento), en el que se alcanzaron niveles semejantes a los basales,
mientras que en hipotiroideas, la actividad 5’-D fue aumentando a medida que
transcurria el tiempo. Excepto a los 20 minutos, donde la actividad del enzima en los
animales eutiroideos super a la actividad de los hipotiroideos, en los restantes tiempos

la actividad 5°-D fue siempre mayor en el grupo hipotiroideo.
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Fig.12. Efecto del VIP en la actividad 5’-D en glidula Harderiana de rata. Ratas
eutiroideas (®) e hipotiroideas (®) fueron inyectadas intracardiacamente con 250 ul de
VIP (0’1 uM (excepto el grupo control (tiempo 0), al que se inyectd salino al 0°9%) y
sacrificadas a los tiempos indicados (20, 40 y 60 minutos) tras la inyeccién.
Posteriormente, se midi6 la actividad 5°-D. Cada punto es la media + E.S.M. de 5

animales.
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Fig.13. Efecto del VIP en la actividad 5’-D en glidula pineal de rata. Ratas
eutiroideas (®) e hipotiroideas (®) fueron inyectadas intracardiacamente con 250 ul de
VIP 0’1 uM (excepto el grupo control (tiempo 0), al que se inyectd salino al 0°9%) y
sacrificadas a los tiempos indicados (20, 40 y 60 minutos) tras la inyeccion.
Posteriormente, se midi6 la actividad 5°-D. Cada punto es la media + E.S.M. de 5

animales.
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2.3 EFECTO DEL VIP EN LA ACTIVIDAD 5’-D EN TIMO DE RATA.

El efecto del VIP sobre la actividad 5°-D en timo de rata se estudid, al igual que
en glandula Harderiana de rata, in vivo tanto en ratas eutiroideas como hipotiroideas,
realizdndose para ello una cinética de tiempo (0, 20, 40 y 60 minutos) (Fig.14). La
inyeccién de VIP estimulé la actividad enzimdtica en ambos grupos de animales con
respecto a los niveles basales (tiempo 0). A tiempo 0, la actividad 5’-D fue mayor en
los animales hipotiroideos. En ratas eutiroideas, el efecto del VIP alcanzé su méximo
valor a los 20 minutos, disminuyendo la actividad hasta los 60 minutos (tiempo maximo
del experimento), en que se alcanzaron niveles ligeramente menores a los basales,
mientras que en hipotiroideas, la actividad 5’-D fue aumentando a medida que
transcurria el tiempo. Excepto a los 20 minutos, donde la actividad del enzima en los
animales eutiroideos superd a la actividad de los hipotiroideos, en los restantes tiempos

la actividad 5°-D fue siempre mayor en el grupo hipotiroideo.

2.4 EFECTO DEL VIP EN LA ACTIVIDAD 5-D EN TEJIDO ADIPOSO
MARRON (TAM) DE RATA.

Se estudi6 in vivo, al igual que en gldndula Harderiana de rata, el efecto del VIP
sobre la actividad 5°-D en TAM de ratas eutiroideas e hipotiroideas. Para ello, se
realizé una cinética de tiempo (0, 20, 40 y 60 minutos) (Fig.15). La inyeccién de VIP
estimuld la actividad del enzima tanto en ratas eutiroideas como hipotiroideas respecto
a los niveles basales (tiempo 0). A tiempo O la actividad 5’-D fue mayor en los
animales hipotiroideos. En ratas eutiroideas, el efecto del VIP alcanzé su méximo valor
a los 40 minutos, mientras que en hipotiroideas, la actividad 5’-D fue mdxima a los 20
minutos, comenzando a disminuir rdpidamente hasta los 60 minutos. La actividad 5’-D
siempre se mantuvo mayor en ratas hipotiroideas respecto a eutiroideas a lo largo del

tiempo.
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Fig.14. Efecto del VIP en la actividad 5°-D en timo de rata. Ratas eutiroideas (®)
e hipotiroideas (®) fueron inyectadas intracardiacamente con 250 ul de VIP 0’1 uM
(excepto el grupo control (tiempo 0), al que se inyecté salino al 0°9%) y sacrificadas
a los tiempos indicados (20, 40 y 60 minutos) tras la inyeccion. Posteriormente, se

midid6 la actividad 5°-D. Cada punto es la media + E.S.M. de 5 animales.
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Fig.15. Efecto del VIP en la actividad 5°-D en tejido adiposo marrén (TAM) de
rata. Ratas eutiroideas (®) e hipotiroideas (W) fueron inyectadas intracardiacamente con
250 pl de VIP 0’1 uM (excepto el grupo control (tiempo 0), al que se inyectd salino al
0’9%) y sacrificadas a los tiempos indicados (0, 20, 40 y 60 minutos) tras la inyeccion.
Posteriormente, se midi6 la actividad 5°-D. Cada punto es la media + E.S.M. de 5

animales.
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2.5 EFECTO DEL VIP, SECRETINA, PACAP-27 Y PACAP-38 EN LA
ACTIVIDAD 5°-D EN GLANDULA HARDERIANA, PINEAL Y TAM DE RATA.

Se estudid, in vivo, el efecto del VIP y péptidos estructuralmente relacionados
con el VIP (andlogos) como la secretina y el péptido activador de la adenilato ciclasa
pituitaria (PACAP: PACAP-27 y PACAP-38) sobre la actividad 5°-D en glindula
Harderiana, pineal y TAM de ratas eutiroideas (Fig.16 y Tabla III). Para ello, se
inyect6 VIP y los diversos andlogos a distintos grupos de ratas, sacrificdndolas a los 20
minutos postinyeccién por ser éste el tiempo al cual la actividad 5°-D potenciada por
el VIP en glindula Harderiana fue médxima en los experimentos anteriores. El grupo
control fue inyectado con salino al 0’9%. La inyecci6n de VIP y secretina estimularon
la actividad del enzima en todos los tejidos estudiados respecto al grupo control,
mientras que el PACAP-27 y PACAP-38 mantuvieron la actividad estable e incluso la
bajaron con relacién a los niveles basales. La secretina fue el péptido que mads
incremento la actividad 5°-D respecto al grupo control en gldndula Harderiana y TAM,
siendo el VIP el que mds efecto realizé sobre la actividad en pineal. La actividad del
enzima fue activada levemente respecto a los valores basales por el PACAP-27 y
PACAP-38 en TAM, mientras que en pineal bajaron los niveles y en glindula

Harderiana los mantuvieron estables frente al grupo control.
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2.6 EFECTO DEL VIP Y SUS ANTAGONISTAS EN LA ACTIVIDAD 5°-D EN
GLANDULA HARDERIANA, PINEAL Y TAM DE RATA.

Se estudié, in vivo, el efecto del VIP y antagonistas de éste (4-Cl-D-
Phe®,Leu!’)VIP (antagonista A1) y (Ac-Tyr!,D-Phe?)GRF, ,,-NH, (antagonista A2) sobre
la actividad 5°-D en gldndula Harderiana, pineal y TAM de ratas eutiroideas (Fig.17
y Tabla III). Para ello, se inyecté VIP y los diversos antagonistas a distintos grupos
de ratas, sacrificindolas a los 20 minutos postinyeccién por ser éste el tiempo al cual
la actividad 5°-D potenciada por el VIP en glindula Harderiana fue mdxima en los
experimentos anteriores. El grupo control fue inyectado con salino al 0°9%. La
inyeccién de VIP estimul$ la actividad del enzima en todos los tejidos estudiados
respecto al grupo control, mientras que los antagonistas bajaron la actividad 5’-D
respecto al VIP y a los niveles basales, siendo el antagonista Al el que mas inhibié en

TAM vy el antagonista A2 el que mas bajé la actividad en gldndula Harderiana y pineal.
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Fig.16. Efecto del VIP, secretina, PACAP-27 y PACAP-38 en la actividad 5’-D en
glindula Harderiana, pineal y tejido adiposo marrén (TAM) respectivamente de
rata. Ratas eutiroideas fueron inyectadas intracardfacamente con 250 ul de VIP,
secretina, PACAP-27 o PACAP-38 0’1 uM (excepto el grupo control, al que se inyectd
salino al 0’9%) y sacrificadas a los 20 minutos tras la inyeccién. Posteriormente, se

midio la actividad 5’-D en cada tejido. Cada punto es la media + E.S.M. de 5 animales.
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Fig.17. Efecto del VIP y sus antagonistas en la actividad 5’-D en glindula
Harderiana, pineal y tejido adiposo marrén (TAM) respectivamente de rata. Ratas
eutiroideas fueron inyectadas intracardfacamente con 250 pl de VIP o sus antagonistas
(VIP + antagonista A1 (VIP+A1); VIP + antagonista A2 (VIP+A2)) 0’1 uM (excepto
el grupo control, al que se inyectd salino al 0°9%) y sacrificadas a los 20 minutos tras
la inyeccién. Posteriormente, se midié la actividad 5°-D en cada tejido. Cada punto es
la media + E.S.M. de 5 animales.
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TABLA Il

ESTUDIO FARMACOLOGICO (VIP, ANALOGOS Y ANTAGONISTAS) DE LA
ACTIVIDAD 5°-D (fmol/mg proteina) EN GLANDULA HARDERIANA, PINEAL

Y TEJIDO ADIPOSO MARRON (TAM) DE RATA.
(media + S.E.M; n=5).

Glindula Pineal TAM

Harderiana
Control 804 + 0°90 2°66 + 0’33 732 + 1’48
vIP 11’12 + 1’69 4’43 + 0°97 15’47 + 1’39
Secretina 12°40 + 1’30 3’40 + 0’13 22’16 + 2’21
PACAP-27 803 + 1’20 2°00 + 024 8’58 + 3’93
PACAP-38 7’55 + 0’84 1’76 + 0’04 10’14 + 1’45
VIP+Al 6’40 + 1°53 1’70 + 0’11 4’01 4+ 0’83
VIP+A2 4’15 + 0’46 0’70 + 022 6’14 + 1’17




RESULTADOS 114

3. EFECTO IN VIVO DEL VIP, ISOPROTERENOL, METOXAMINA. T, E
HIPOTIROIDISMO SOBRE LA PRODUCCION DE PORFIRINAS EN
GLANDULA HARDERIANA DE RATA.

3.1 EFECTO DEL VIP EN LA PRODUCCION DE PORFIRINAS EN
GLANDULA HARDERIANA DE RATA.

Se estudib, in vivo, el efecto del VIP sobre la produccién de porfirinas en
glidndula Harderiana de ratas eutiroideas e hipotiroideas, realizdndose para ello una
cinética de tiempo a 0, 20, 40 y 60 minutos, correspondiendo el tiempo O a los niveles
basales (Fig.18). La inyeccién de VIP estimulé la produccién de porfirinas en ratas
hipotiroideas, disminuyéndola en los animales eutiroideos con respecto a los valores
basales. En los niveles basales, la produccién de porfirinas fue mucho mayor en el
grupo eutiroideo con respecto al hipotiroideo. En ratas eutiroideas, la producién de
porfirinas fue decreciendo con respecto al tiempo, manteniéndose siempre por menos
de la mitad de los niveles basales, mientras que en los animales hipotiroideos la
produccién aumenté respecto al tiempo, siendo estable a partir de los 40 minutos. Se
relaciond el efecto del VIP en la produccién de porfirinas con el efecto del VIP en la
actividad 5°-D en glidndula Harderiana de rata (Fig.19 y 20), observdndose en ratas
eutiroideas (Fig.19) que la actividad 5’-D aumenté con respecto a los valores basales
y la produccién de porfirinas bajé con el tiempo con respecto al grupo control por
efecto del VIP. En los animales hipotiroideos (Fig.20), tanto la actividad enzimdtica

como la produccién de porfirinas aument6 respecto a los valores basales y al tiempo.
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Fig.18. Efecto del VIP en la produccién de porfirinas en glindula Harderiana de
rata. Ratas eutiroideas (®) e hipotiroideas (®) fueron inyectadas intracardfacamente con
250 pl de VIP 0’1 uM (excepto el grupo control, al que se inyectd salino al 0'9%) y
sacrificadas a los tiempos indicados (0, 20, 40 y 60 minutos) tras la inyeccidn.
Posteriormente, se midié la produccién de porfirinas. Cada punto es la media +
E.S.M. de 5 animales.
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Fig.19. Efecto del VIP en la actividad 5’-D y la produccién de porfirinas en
glindula Harderiana de ratas eutiroideas. Ratas eutiroideas fueron inyectadas
intracardiacamente con 250 ul de VIP 0’1 uM (excepto el grupo control, al que se
inyect6 salino al 0’9%) y sacrificadas a los tiempos indicados (0, 20, 40 y 60 minutos)
tras la inyeccién. Posteriormente, se midi6 la actividad 5°-D (arriba) y la produccion

de porfirinas (abajo). Cada punto es la media + E.S.M. de 5 animales.
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Fig.20. Efecto del VIP en la actividad 5°-D y la produccién de porfirinas en
glindula Harderiana de ratas hipotiroideas. Ratas hipotiroideas fueron inyectadas
intracardiacamente con 250 ul de VIP 0’1 uM (excepto el grupo control, al que se
inyect6 salino al 0’9%) y sacrificadas a los tiempos indicados (0, 20, 40 y 60 minutos)
tras la inyeccién. Posteriormente, se midié la actividad 5’-D (arriba) y la produccién

de porfirinas (abajo). Cada punto es la media + E.S.M. de 5 animales.
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3.2 EFECTO DEL VIP Y ANALOGOS DEL VIP EN LA PRODUCCION DE
PORFIRINAS EN GLANDULA HARDERIANA DE RATA.

Se estudid, in vivo, el efecto del VIP y andlogos de éste (secretina, PACAP-27
y PACAP-38) sobre la produccién de porfirinas en glindula Harderiana de ratas
eutiroideas (Fig.21). Para ello, se inyecté VIP y los diversos andlogos a distintos grupos
de ratas, sacrificindolas a los 20 minutos postinyeccién por ser éste el tiempo al cual
la actividad 5’-D potenciada por el VIP en glindula Harderiana fue médxima en los
experimentos anteriores. El grupo control fue inyectado con salino al 0°9%. Todas las
sustancias inyectadas estimularon la produccién de porfirinas respecto a los niveles
basales, siendo el PACAP-27 el que mds estimuld la produccién (el doble de los valores
basales). Tanto el VIP, la secretina y el PACAP-38 potenciaron la produccién de

porfirinas pero en menor medida y con valores muy parecidos entre si.
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Fig.21. Efecto del VIP, secretina, PACAP-27 y PACAP-38 en la produccién de
porfirinas en glindula Harderiana de rata. Ratas eutiroideas fueron inyectadas
intracardiacamente con 250 ul de VIP, secretina, PACAP-27 o PACAP-38 0’1 uM
(excepto el grupo control, al que se inyectd salino al 0’9%) y sacrificadas a los 20

minutos tras la inyeccion. Posteriormente, se midié la produccién de porfirinas. Cada
punto es la media + E.S.M. de 5 animales.
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3.3 EFECTO DEL ISOPROTERENOL, METOXAMINA Y METIMAZOL EN LA
PRODUCCION DE PORFIRINAS EN GLANDULA HARDERIANA DE RATA.

Se estudid, in vivo, el efecto del isoproterenol, metoxamina y metimazol sobre
la produccién de porfirinas en glindula Harderiana de rata (Fig.22). Para ello, se
emplearon animales eutiroideos e hipotiroideos. Las ratas eutiroideas fueron inyectadas
subcutdneamente con 100 ul de salino, isoproterenol (1mg/kg de peso) o metoxamina
(Img/kg de peso), mientras que las hipotiroideas (tratadas durante 10 dias con
metimazol al 0°02% (p/v)) fueron inyectadas subcutdneamente con 100 pl de salino.
Todas las ratas fueron sacrificadas 1 hora después de la inyeccién. Se observé que sélo
el isoproterenol increment6 la produccién de porfirinas respecto a los valores basales,
mientras que la metoxamina y el estado hipotiroideo bajaron la concentracién de

porfirinas respecto al grupo control.

3.4 EFECTO DEL METIMAZOL Y TIROXINA (T) EN LA PRODUCCION DE
PORFIRINAS EN GLANDULA HARDERIANA DE RATA.

Se estudid, in vivo, el efecto del metimazol y la tiroxina (T,) sobre la produccién
de porfirinas en glandula Harderiana de rata (Fig.23). Para ello, se hicieron 3 grupos
de ratas, los cuales contenfan en el agua de bebida: el primero BSA al 0°01% p/v ; €l
segundo BSA al 0°01% p/v y metimazol al 0°02% (p/v) y el tercero BSA al 0°01% p/v,
metimazol al 0°02% (p/v) y T, al 1%(p/v). Todas las ratas fueron sacrificadas tras 10
dias de tratamiento. Se observé que sélo el segundo grupo bajé la produccién de
porfirinas respecto al grupo control (primer grupo), mientras que el tercero alcanzo

niveles de porfirinas semejantes al primero.
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Fig.22. efecto del isoproterenol, metoxamina y metimazol en la produccion de
porfirinas en glindula harderiana de rata. Ratas eutiroideas fueron inyectadas
subcutdneamente con 100 ul de salino (C), isoproterenol (1mg/kg de peso) (I) o
metoxamina (M) (1mg/kg de peso) y ratas hipotiroideas (H) (tratadas durante 10 dias
con metimazol al 0°02% (p/v)) fueron inyectadas subcutdneamente con 100 1 de salino.
Todos los animales fueron sacrificados 1 hora después de la inyeccién. Posteriormente,

se midi6 la produccién de porfirinas. Cada punto es la media + E.S.M. de 8 animales.
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Fig.23. Efecto del metimazol y tiroxina (T,) en la produccion de porfirinas en
glindula Harderiana de rata. 3 grupos de ratas, los cuales contenfan en el agua de
bebida: el primero BSA al 0°01% p/v ; el segundo BSA al 0°01% p/v y metimazol al
0°02% (p/v) y el tercero BSA al 0’01% p/v, metimazol al 0°02% (p/v) y T, al 1%(p/v),
fueron sacrificados tras 10 dias de tratamiento. Posteriormente, se midié la produccién

de porfirinas. Cada punto es la media + E.S.M. de 8 animales.
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Se ha descrito la existencia de receptores para VIP en distintos tejidos, celulas
y lineas celulares (Tabla V de la introduccién). Sin embargo, no es conocida la
existencia de receptores para VIP en glidndula Harderiana, por lo que en el presente
trabajo se ha caracterizado por primera vez el receptor de VIP en membranas de
glandula Harderianas de ratas y su peso molecular. Este receptor, cumple los criterios
de reversibilidad, saturabilidad, especificidad y alta afinidad, de acuerdo con lo
observado en otros sistemas de membranas aisladas de distintos tejidos (CALVO et al.,
1994a; GUIJARRO et al., 1991; ROBBERECHT et al., 1982a).

Una vez caracterizado el receptor de VIP en gldndula Harderiana de rata, se
procedié a hacer un estudio in vivo sobre la relacién existente entre la actividad del
enzima 5°-D tipo II y el VIP en gldndula Harderiana de ratas, tanto eutiroideas como
hipotiroideas. A continuacién, se realizé el mismo estudio tanto con andlogos como con
antagonistas del VIP pero sélo en ratas eutiroideas. Estos experimentos, se hicieron
también en otros 6rganos como pineal, timo y TAM.

Posteriormente, se procedi6 al estudio in vivo de la concentracion de porfirinas
en gldndula Harderiana de rata. Se estudi6 la relacion entre la actividad del enzima 5°-D
tipo I y el VIP con la produccién de porfirinas en glidndula Harderiana de rata, tanto
eutiroideas como hipotiroideas. A continuacién, se realizé el mismo estudio tanto con
andlogos como con antagonistas del VIP pero sélo en ratas eutiroideas. También se
estudié cémo afectaban diversas sustancias a la produccién de porfirinas en gldndula

Harderiana de rata.

1. CARACTERIZACION DEL RECEPTOR DEL VIP EN MEMBRANAS DE
GLANDULA HARDERIANA DE RATA.

Para poder estudiar el receptor del VIP en membranas de gldndula Harderiana
de rata, fue preciso utilizar una preparacién de membranas, cuya obtencién se realizé
siguiendo el método de CARDINALI et al., 1979 y de VENECEK et al., 1987 con
algunas modificaciones. Teniendo en cuenta la gran cantidad de proteasas lisosomales

y proteasas de superficie presentes en las células de gldndula Harderiana, que se
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liberarfan tras lisarse las células en el procedimiento para la preparacién de membranas
y que podrian afectar a la integridad del receptor, el tampédn de lisis utilizado contenia
varios inhibidores de proteasas: bacitracina, TLCK , leupeptina y PMSF. Por la misma
razén, las membranas se conservaron en Hepes 20 mM , pH 7’5 con PMSF.

El VIP, ha sido marcado mediante el método de la cloramina T (LABURTHE
et al., 1977), consiguiéndose una actividad especifica de 800 Ci/mmol. Teniendo en
cuenta que la médxima actividad especifica posible es de 2200 Ci/mmol y que todas y
cada una de las moléculas de VIP han sido marcadas con una molécula de 'ZI, lo que
sélo se consigue utilizando VIP monoiodado purificado (MARIE et al., 1985; MARTIN
et al., 1986), el trazador que se ha utilizado contiene, aproximadamente, 0’39 dtomos
de I por molécula de VIP, actividad especifica suficiente para la caracterizacién de
receptores (LABURTHE et al., 1986).

Los estudios cinéticos y estequiométricos mostraron que la unién del VIP a sus
receptores en membranas de gldndula Harderiana de rata es dependiente del tiempo, de
la temperatura y de la concentracién de membranas, reversible, saturable y especifica,
de acuerdo con lo observado en otros sistemas de membranas aisladas de distintos
tejidos (CALVO et al., 1994a; GUIJARRO et al., 1991; ROBBERECHT et al.,
1982a).

La unién especifica del '*I-VIP a membranas de gldndula Harderiana de rata fue
un proceso dependiente del tiempo y de la temperatura , al igual que la degradacién del
trazador, obteniéndose unas condiciones experimentales 6ptimas de 30°C y 30 minutos
de incubacién. A continuacién, se buscé la concentracién 6ptima de proteina de
membrana, observdndose que la unién especifica del 'PI-VIP fue una funcidn lineal
(r=0996) de la concentracién de proteina de membrana hasta una concentracion de 50
pg/ml. A concentraciones mayores de proteina, la unién observada fue menor que la
esperada, debido probablemente a la relativamente elevada degradacion del trazador.

Los experimentos de unién se realizaron bajo condiciones experimentales
6ptimas: 30°C de temperatura, 30 minutos de incubacién y una concentracién de

proteinas de 50 pug/ml. En dichas condiciones, la degradacidn del trazador fue del 20%.



DISCUSION 126

La unién del "ZI-VIP a sus receptores especificos en membranas de gldndula
Harderiana de rata, es un proceso reversible: cuando, tras alcanzarse el estado de
equilibrio con una incubacién de 30 minutos a 30°C, se afiadié al medio de incubacién
una sobrecarga (1 uM) de VIP frio, el 50% del VIP marcado se disoci6 en los primeros
10 minutos, llegando al 86% a los 60 minutos. El tiempo empleado en la disociacién
del complejo trazador-membrana tras la sobrecarga de VIP frio, parece indicar una
cinética de disociacién que puede desglosarse en dos procesos de primer orden, lo que
sugiere la presencia de 2 poblaciones de receptores: una de baja afinidad y rdpida
disociacién y otra de alta afinidad y lenta disociacién. El mismo tipo de cinética de
disociacion, ha sido encontrada en otros sistemas VIP-receptor e interpretada en este
mismo sentido, como en enterocitos (PRIETO et al., 1979), misculo liso de ttero
(OTTESEN et al., 1982), prostata ventral de rata (PRIETO y CARMENA, 1983),
monocitos circulantes humanos (WIIK et al., 1985) y en macrdéfagos peritoneales de rata
(SEGURA et al., 1991), habiendo sido comprobada la ausencia de cooperatividad
negativa entre los receptores (PRIETO et al., 1979; PRIETO y CARMENA, 1983).

La adicién de concentraciones crecientes de VIP frio (0’01-100 nM) al medio,
inhibi6 1a unién del trazador a las membranas de gléndula Harderiana de rata, siendo
la concentracién inhibitoria semimaxima (ICs) igual a 1’3 + 0’2 nM, del mismo orden
a la encontrada en otros sistemas VIP-receptor estudiados: carcinoma pulmonar humano
(LABURTHE et al., 1981), membranas de pulmén de rata (ROBBERECHT et al.,
1981), sinaptosomas de cértex de rata (STAUN-OLSEN et al., 1982), vesicula seminal
de rata (GUIJARRO et al., 1991), monocitos sanguineos humanos (WIIK et al., 1985),
células mononucleares sanguineas de rata (CALVO et al.,, 1986b), macréfagos
peritoneales de rata (SEGURA et al., 1991) y membranas de macréfagos peritoneales
de rata (CALVO et al., 1994a).

La curva de concavidad superior observada en la representacién gréfica del
andlisis de SCATCHARD (SCATCHARD, 1949) de los datos del estudio
estequiométrico, puede interpretarse de varias formas (DE MEYTS, 1976). En primer
lugar, podria deberse a la existencia de errores técnicos en la separacién del peptido

unido y libre, pero esta posibilidad debe ser descartada, ya que el método utilizado para
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la separacién de ambas formas del péptido, estd bien acreditado, siendo ampliamente
utilizado (DE MEYTS, 1976; PRIETO et al., 1979; GUERRERO et al., 1981; WOOD
et al., 1985; SHAFFER et al., 1987; CALVO et al., 1990; SEGURA et al., 1991;
CALVO et al., 1994a). Otra explicacion de la curva de concavidad superior, serfa que
la afinidad del VIP frio por el receptor sea distinta a la del '*I-VIP, lo que debe
descartarse porque se ha comprobado que ambas formas del péptido, se unen por igual
a los receptores (PRIETO et al., 1979) y estimulan por igual la produccion de AMPc
(LABURTHE et al., 1979¢c; MARIE et al., 1985). Otra posible explicacion, serfa la
existencia de cooperatividad negativa entre los sitios de unién (DE MEYTS, 1976). El
hecho de que en ningin sistema se haya encontrado cooperatividad negativa en la
interaccién del VIP con sus receptores y de haberse demostrado la ausencia de la misma
en células de préstata ventral de rata (PRIETO y CARMENA, 1983) y en células HeLa
de carcinoma de cérvix humano (PRIETO et al., 1981), nos lleva a descartar esta
posibilidad. La interpretacién del andlisis d¢ SCATCHARD mas probable sugiere la
existencia de 2 poblaciones distintas de receptores: una de alta afinidad (0’36 + 0°06
nM) y baja capacidad de unién (323’00 + 54’00 fmol VIP/mg proteina) y otra de baja
afinidad (65’37 + 8’08 nM) y alta capacidad de unién (39’53 + 3’10 fmol VIP/mg
proteina), resultados similares a los obtenidos por otros autores en la gran mayoria de
los sistemas VIP-receptor caracterizados (CHRISTOPHE et al., 1976; ROBBERECHT
et al., 1978; ROBBERECHT et al., 1982b; PRIETO et al., 1979; AMIRANOFF et al.,
1980; PRIETO Y CARMENA, 1983; CARMENA y PRIETO, 1985; SAID, 1986;
HUESO et al., 1989; WANKE et al., 1990; GUIJARRO et al., 1991; RODRIGUEZ-
PENA et al., 1991; CALVO et al., 1990; SEGURA et al., 1991; CARMENA et al.,
1992; MAO et al., 1993; CALVO et al., 1994a; CALVO et al., 1994b), donde la
poblacién de alta afinidad y baja capacidad de unién se encuentra con Kd entre 0.2 y
1 nM; 5.000 a 60.000 sitios/célula y la de baja afinidad y alta capacidad de uni6én con
Kd entre 10-80 nM; 100.000-1.000.000 sitios/célula, siendo sélo los receptores de alta
afinidad los que se encuentran acoplados al sistema adenilato ciclasa (LABURTHE et
al., 1979a), ya que la mitad de la estimulacién mdxima de la adenilato ciclasa suele

estar entre 0,2 y 5 nM, valores muy parecidos a los de la Kd de los receptores de alta
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afinidad. Existen sistemas en los que ciertos autores han descrito una sola poblacion de
receptores, tales como cerebro de rata (TAYLOR y PERT, 1979), linfocitos T humanos
de sangre periférica (DANEK et al., 1983) y células intestinales de cobaya (BINDER
et al., 1980). A nivel funcional, lo realmente importante es la presencia de receptores
de alta afinidad, ya que son los tinicos que estarian acoplados a la adenilato ciclasa,
estimulando la formacién de AMPc (LABURTHE et al., 1979a; GUERRERO et al.,
1981; CARMENA y PRIETO, 1983; CALVO et al., 1986a) y activando la proteina
quinasa dependiente de AMPc (GUERRERO et al., 1984). Los receptores de baja
afinidad no producirian la activacién de la adenilato ciclasa (WILLIAMS vy
LEFKOWITZ, 1977), pero no se puede descartar que la poblacién de receptores de baja
afinidad, presente un estado funcional distinto de una unica clase de receptor,
sugiriéndose que la existencia de dos tipos de receptores puede ser debida a la
modulacién de la afinidad de un solo receptor por un componente GTP-regulador, y
cada una de las poblaciones de receptores, no seria mds que un diferente estado de
asociacién entre un tnico receptor y una protefna G (PAUL y SAID, 1987,
LABURTHE y COUVINEAU, 1988). Al ser el receptor de VIP en membranas de
gldndula Harderiana de rata sensible al GTP, hay que tener esta posibilidad en cuenta.
El valor de la Kd del receptor de alta afinidad (0°36 + 0’06 nM), indica que las
membranas de células de glindula Harderiana de rata, pueden reconocer
concentraciones de VIP del orden nanomolar, por lo que siendo la gldndula Harderiana
de rata un érgano con terminaciones nerviosas peptidérgicas en su mayoria tipo VIP y
colecistoquinina (TSUKARA y JACOBOWITZ, 1987), éstas pueden ser c€lulas diana
de la accién neuroparacrina del VIP.

‘ Los receptores estudiados en membranas de glindula Harderiana de rata son
especificos para VIP, aunque también reconocen a varios peptidos relacionados
estructuralmente con él. Al estudiar la inhibicién de la unién del "*I-VIP en membranas
de glandula Harderiana de rata producida por diferentes péptidos, s6lo la helodermina,
el GRFr, el PHI y la secretina (pero con muy baja potencia), inhibieron la unién del
trazador a las membranas, siendo el orden de potencia observado: VIP (IC5=130
nM) > helodermina (IC5,=4’60nM)> GRFr ( (IC5,=46’30nM) > PHI (IC5=215’30
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nM) > > secretina. Ni el glucagén, miembro de la familia del VIP ni otros péptidos sin
relacion estructural con el VIP como la somatostatina, insulina, pancreastatina y la
melatonina, inhibieron la unién del trazador a las membranas de células de gldndula
Harderiana de rata incluso a concentraciones tan elevadas como 10° M. Estos
resultados, concuerdan en parte con los encontrados en otros sistemas VIP-receptor
(COUVINEAU et al., 1985; DICKINSON et al., 1986b; ROSSELIN, 1986;
O’DORISIO et al., 1988, 1989a, 1989b; ROUYER-FESSARD et al., 1989; GUIJARRO
et al., 1991; SEGURA et al., 1991; CALVO et al., 1994a, 1994b). El hecho de que
los receptores estudiados en membranas de gldndula Harderiana especificos para VIP,
lo sean también para otros péptidos relacionados con él, aunque en menor medida, sea
quizds debido a las grandes analogias observadas entre la secuencia de aminoécidos del
VIP y la de los péptidos estudiados: la secretina posee 27 aminoécidos de los que 9
estdn en comin con los del VIP; el glucagdn, 29 residuos y 6 en comiin con el VIP;
el factor liberador de hormona del crecimiento de rata (GRFr) con 43 residuos y 12 en
comin con el VIP; el péptido histidina amino terminal isoleucina-amida carboxi
terminal (PHI) con 27 aminoécidos y 13 en comun con el VIP; la helodermina, con 35
aminoécidos y 15 en comin con el VIP (ver Tabla II de la introduccién). Por otra
parte, se ha destacado la importancia de seis residuos de aminodcidos de la molécula
para la actividad biolégica del VIP. Estos son: Asp’, Phe®, Thr’, Tyr'’, Tyr* y Leu®
(O’DONNELL et al., 1991). Estos seis residuos, se encuentran en comun con el VIP
en el caso de la helodermina, mientras que en €l GRFr, la Tyr? presente en el VIP se
encuentra sustituida por leucina y en el PHI, la Tyr'® del VIP por fenilalanina. La
secretina, no posee dos de estos seis residuos: la Tyr', en cuyo lugar aparece leucina
y la Tyr?, sustituida por leucina también. El glucagén, es el que posee mds diferencias
con el VIP en este aspecto, ya que de estos seis aminodcidos, s6lo posee en comin con
el VIP tres aminodcidos, siendo los residuos en que difieren, el Asp’, que se encuentra
sustituido por glutamina, la Tyr?, en cuyo lugar se encuentra fenilalanina y la Leu®,
sustituida por valina en el glucagén. Observando el orden de potencia (VIP (ICs5,=1"30
nM) > helodermina (ICs,=4’60 nM)> GRFr ( (IC5,=46’30nM) > PHI (IC5,=215’30

nM)> > secretina), la helodermina es el péptido que sigue al VIP en el orden,
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encontrdndose que posee 15 aminodcidos en comin con el VIP y que posee los 6
aminodcidos esenciales de la molécula para la actividad biolégica del VIP. El siguiente
péptido es el GRFr, con 43 residuos y 12 en comiin con el VIP y un solo aminodcido
de diferencia con los 6 aminodcidos esenciales para la actividad biolégica del VIP. Algo
parecido ocurre con el siguiente péptido, el PHI, con 27 aminoécidos y 13 en comiin
con el VIP y un solo aminodcido de diferencia con los 6 aminodcidos esenciales para
la actividad biolGgica del VIP. Con muy baja potencia, se encuentra la secretina, que
posee 27 amino4cidos de los que 9 estdn en comin con los del VIP y 2 aminodcidos de
diferencia con los 6 aminodcidos esenciales para la actividad biolégica del VIP. El
glucagén, a pesar de pertenecer a la familia del VIP, no inhibi6 la unién del trazador
a las membranas de células de gldndula Harderiana de rata . Posee 29 residuos y 6 en
comiin con el VIP y 3 aminoécidos de diferencia con los 6 aminodcidos esenciales para
la actividad biolégica del VIP. Como puede observarse, a medida que los péptidos
poseen mayor mimero de aminoécidos totales en comiin con el VIP, mayor es el orden
de potencia observado.

Por otra parte, la estructura tridimensional del VIP ha sido expuesta por FRY
et al., 1989. Parece ser que la formacién de una hélice puede facilitar la unién a
receptores proteicos y también provocar interacciones directas con los lipidos de la
membrana, por lo que se sugiere que este tipo de estructura es la que adopta el VIP
durante la interaccién con el receptor (LUIS et al., 1988). Por tanto, €l nimero de
aminodcidos en comin con el VIP, y la estructura tridimensional del péptido en
cuestion, parecen ser determinantes para el reconocimiento del péptido por el receptor
de VIP en membranas de células de glindula Harderiana de rata.

Con el fin de especificar si los nucledtidos de guanina regulan la unién del *’I-
VIP a las membranas de gldndula Harderiana de rata, se estudiaron los efectos del GTP,
ATP, CTP, UTP y Gpp(NH)p (un andlogo no hidrolizable del GTP) sobre la unién
especifica del '”I-VIP a las membranas de gldndula Harderiana de rata en un amplio
rango de concentraciones (10nM-1mM). Concentraciones de GTP tan bajas como 1nM,
inhibieron ya de forma significativa la unién del trazador a las membranas, con una IC;,

= 10 uM, similar a la encontrada en otros sistemas VIP-receptor (CARMENA y
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PRIETO, 1985; COUVINEAU et al., 1986a; CALVO et al., 1990; SEGURA et al.,
1992b). El Gpp(NH)p, tuvo una potencia muy similar a la encontrada en el GTP (IC;,
= 10 uM), como ocurre también en otros tipos celulares (RAMIREZ-CARDENAS et
al., 1981; CALVO et al., 1990, 1994a). Por el contrario, en otros sistemas VIP-
receptor, el Gpp(NH)p ha mostrado ser mds potente inhibidor de la unién del VIP a sus
receptores que el GTP (CARMENA y PRIETO, 1985; AGUI y MATSUMOTO, 1990).
Otros nucledtidos como el ATP, CTP y UTP fueron préicticamente inefectivos en la
inhibicién de la unién, y a concentraciones tan altas como 1mM, no llegaron a producir
una inhibicién superior al 70%, similar a lo que ocurre en higado (DESBUQUOIS,
1974; RAMIREZ-CARDENAS et al., 1981), intestino (AMIRANOFF et al., 1980),
préstata ventral (CARMENA y PRIETO, 1985), hipdfisis anterior de rata (AGUI y
MATSUMOTO, 1990), tiroides bovino (CALVO et al., 1991) y macréfagos
peritoneales de rata (CALVO et al., 1994a). Estos resultados, demuestran un efecto del
GTP y de su andlogo no hidrolizable (Gpp(NH)p) sobre la unién del VIP a membranas
de gldndula Harderiana de rata, aportando una evidencia indirecta de que existe una
interaccion entre el receptor de VIP y una proteina fijadora de nucleétidos de guanina,
probablemente una proteina Gs, sugiriendo indirectamente que el acoplamiento entre €l
receptor de VIP y la adenilato ciclasa en membranas de gldndula Harderiana de rata,
estd mediado por una proteina Gs.

Para determinar la masa molecular del receptor de VIP en membranas de
gléndula Harderiana de rata, se realizé un cross-linking seguido de electroforesis en gel
SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE) usando como referencia proteinas de masa molecular
conocido. En la autorradiografia, la banda mayor se identificé con una masa molecular
aparente de 57 KDa. Se observé ademds una banda menor que se correspondia con una
masa molecular aparente de 35 KDa. Estas bandas son especificas. Suponiendo que
existe una molécula de VIP unida por proteina, la masa molecular relativa de cada
protefna es de 54 y 32 KDa respectivamente. Existen varias hipdtesis que podrian
explicar la naturaleza de estos complejos 'I-VIP-proteina: ,

1) El complejo ZI-VIP-protefna de 57 KDa, podria ser el receptor de alta afinidad y

baja capacidad de unién. Asi, el valor de la masa molecular relativa es similar al
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encontrado en aorta y distintos tejidos de rata (SHREEVE et al., 1992), en pancreas
de ternero (LE MEUTH et al., 1991) y en macréfagos peritoneales de rata y ratén
(CALVO et al., 1994a; 1994b).

2) El complejo PI-VIP-proteina de 35 KDa, podria estar originado a partir del
complejo 'I-VIP-proteina de 57 KDa por rotura proteolitica y desglicosilacién de éste.
Aunque en el aislamiento de las membranas se han empleado inhibidores de proteasas,
existe la posibilidad de que algunas proteasas no se inhiban y sigan activas cuando se
utilice la preparacién de membranas. Otra posibilidad, es que el complejo *I-VIP-
proteina de 35 KDa, podria corresponderse con el receptor de baja afinidad y alta
capacidad de unién. En este contexto, han sido observadas bandas entre 33-36 KDa en
enterocitos humanos (COUVINEAU et al., 1985) y de rata (LABURTHE et al., 1984),
en pdncreas de ternero (LE MEUTH et al., 1991) y en macréfagos peritoneales de
rata y ratén (CALVO et al., 1994a; 1994b).

El VIP, al igual que los demds neuropéptidos y hormonas, sélo puede producir
modificaciones funcionales en las células diana si de la interaccién con su receptor
especifico se sigue la formacién de un segundo mensajero intracelular que, en el caso
del VIP es el AMPc. La naturaleza funcional de los receptores para VIP en membranas
de gldndula Harderiana de rata fue demostrada por la capacidad del VIP para estimular
la actividad adenilato ciclasa en membranas de glindula Harderiana de rata de forma
dosis-dependiente, alcanzdndose valores médximos cuando las membranas fueron
incubadas en presencia de VIP 0’1 uM. Estos resultados, concuerdan con los
observados en otros sistemas de membranas (ROBBERECHT et al., 1982a).

En definitiva, se ha demostrado la existencia de receptores funcionales
especificos para el VIP en membranas de gldndula Harderiana de rata, lo que sugiere
que el VIP puede modular algunas de las funciones de la gldndula Harderiana de rata

y por tanto, intervenir en su fisiologia.



DISCUSION 133

2. EFECTO IN VIVO DEL VIP SOBRE LA ACTIVIDAD 5’-DESYODASA (5’-
DITIPO 1T Y ESTUDIO FARMACOLOGICO (VIP, ANALOGOS Y
ANTAGONISTAS) DE LA ACTIVIDAD 5°-D EN GLANDULA HARDERIANA
Y EN DIVERSOS ORGANOS DE RATA.

La desyodasa es un enzima que juega un importante papel en mantener los
niveles intracelulares de T; (KAPLAN, 1984) y como defensa ante la deficiencia de esta
hormona (VISSER et al., 1983). Se han encontrado dos isoenzimas presentes en
distintos tejidos: la desyodasa tipo I localizada principalmente en el higado (VISSER et
al., 1978) y rifion (LEONARD y ROSENBERG, 1978) y la tiroxina 5’-desyodasa tipo
11, presente en cerebro (CRANTZ y LARSEN, 1980), pituitaria anterior (KAPLAN,
1980), tejido adiposo marré6n (LEONARD et al., 1982), glindula Harderiana
(GUERRERO et al., 1987), timo (VAN DOORN et al., 1986), pineal (TANAKA et al.,
1986), y queranocitos (KAPLAN et al., 1988).

Con el fin de comprobar si el VIP influye sobre la actividad del enzima tiroxina
5’-desyodasa (actividad 5°-D) tipo II, se realiz6 un estudio in vivo en gldndula
Harderiana y en diversos 6rganos de rata: gldndula pineal, timo y tejido adiposo marrén
(TAM), en los que se emplearon tanto ratas eutiroideas como hipotiroideas para
comprobar si el efecto del VIP era dependiente del estado tiroideo.

Las ratas, fueron inyectadas intracardfacamente con la finalidad de que el VIP
no pasara por el higado y fuera degradado en ese lugar. El VIP fue preparado en una
solucién que contenia inhibidores de proteasas tales como bacitracina, TLCK, PMSF
y leupeptina para evitar que el péptido fuera degradado en su trayecto. El grupo control,
fue inyectado con salino al 0’'9%.

Para la obtencién de muestras, los animales fueron sacrificados mediante
decapitacion, siendo anteriormente anestesiados con éter etilico. Las muestras fueron
rapidamente extraidas y congeladas en CO, sélido ( para evitar la posible actividad y
degradacién enzimdtica que pudiera producirse) y almacenadas a -80°C hasta el dia de
su utilizacién.

La medida de la actividad 5’-D en gldndula Harderiana de rata, pineal, timo y
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TAM, se realizé segiin el método d¢ NAKAMURA et al., 1977 también llamado
método de la cloramina T, muy utilizado por diversos autores (PUIG-DOMINGOet al.,
1989; GUERRERO et al., 1987,1990a; RUBIO et al., 1991a, 1991b; TANAKA et al.,
1986).

Para que el VIP pueda ejercer su accién, es necesario que llegue al 6rgano
diana. A pesar de ser considerado desde un principio como un péptido de accion
exclusivamente intestinal, se han identificado por radioinmunoensayo € inmunoanélisis
terminaciones nerviosas VIPérgicas no sélo en el tracto digestivo, sino en pricticamente
todo el organismo (Tabla III de la introduccién). Usando técnicas inmunohistoquimicas,
se han observado terminaciones nerviosas VIPérgicas en gldndula Harderiana de rata
(TSUKARA y JACOBOWITZ, 1987), en pineal (SHIOTANI et al., 1986) en timo
(GOMARIZ et al., 1990), corteza de timo (FELTEN et al., 1985) y en la vasculatura
y parénquima timicos (LACEY et al., 1991). Existen tejidos en los que no se han
encontrado terminaciones nerviosas VIPérgicas, pero si inmunoreactividad para VIP
como el tejido adiposo marrén (TAM). Esto nos asegura la llegada del VIP a los
érganos estudiados in vivo.

En glidndula Harderiana de rata, el VIP estimuld la actividad del enzima tiroxina
5’-desyodasa (actividad 5’-D) tipo II, tanto en ratas eutiroideas como en hipotiroideas
con respecto a los niveles basales, siendo la activacién dependiente del estado tiroideo
y del tiempo. Se ha comprobado que el VIP estimula la actividad 5’-D en otros tejidos
como pineal (cultivo de pinealocitos), donde el efecto del VIP fue también dependiente
del estado tiroideo y del tiempo (MOLINERO y GUERRERO, 1993). En ambas
gldndulas, el estado tiroideo parece estar regulado por la actividad 5’-D (GUERRERO
et al., 1987).

En ratas eutiroideas, el efecto del VIP alcanzé su mdximo valor a los 20
minutos, mientras que en las hipotiroideas, la actividad 5°-D fue aumentando con
respecto al tiempo. La actividad 5’-D siempre se mantuvo mayor en ratas hipotiroideas
respecto a eutiroideas a lo largo del tiempo. Por tanto, el hipotiroidismo no sélo causé
un incremento con respecto a los valores basales, sino que ademds intensificé el efecto

del VIP. Se ha comprobado, que en glindula Harderiana de rata la actividad del enzima
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5°-D tipo II aumenta en el hipotiroidismo con respecto al eutiroidismo (GUERRERO
et al., 1987), lo que podria explicar la mayor activacién de la 5’-D por el VIP
alcanzada en los animales hipotiroideos.

Al igual que en gldndula Harderiana de ratas, el VIP estimulé la actividad del
enzima 5°-D tipo II en pineal, tanto en ratas eutiroideas como en hipotiroideas con
respecto a los niveles basales, siendo la activacién dependiente del estado tiroideo y del
tiempo.

En ratas eutiroideas, el efecto del VIP alcanzo su médximo valor a los 20 minutos
(igual que en gldndula Harderiana), mientras que en las hipotiroideas, la actividad 5°-D
fue aumentando con respecto al tiempo. La actividad 5’-D siempre se mantuvo mayor
en ratas hipotiroideas respecto a eutiroideas a lo largo del tiempo, excepto a los 20
minutos, donde la estimulacién de la actividad 5°-D de las ratas eutiroideas por el VIP,
supero al valor de las hipotiroideas. El hipotiroidismo no sélo causé un incremento con
respecto a los valores basales, sino que ademds intensificé el efecto del VIP. Se ha
comprobado que en pineal de ratas la actividad del enzima tiroxina 5’-desyodasa
(actividad 5°-D) tipo II aumenta en el hipotiroidismo con respecto al eutiroidismo
(TANAKA et al., 1986), lo que podria explicar la mayor activacién de la 5’-D por el
VIP alcanzada en los animales hipotiroideos.

El VIP estimuld la actividad 5°-D tipo II en timo, al igual que en gldndula
Harderiana y en pineal de rata, tanto en ratas eutiroideas como en hipotiroideas con
respecto a los niveles basales, siendo la activacién dependiente del estado tiroideo y del
tiempo.

En ratas eutiroideas, el efecto del VIP alcanzé su maximo valor a los 20 minutos
(igual que en glindula Harderiana y pineal), mientras que en las hipotiroideas, la
actividad 5°-D fue aumentando con respecto al tiempo (igual que en gldndula Harderiana
y pineal). La actividad 5°-D siempre se mantuvo mayor en ratas hipotiroideas respecto
a eutiroideas a lo largo del tiempo, excepto a los 20 minutos, donde la estimulacién de
la actividad 5°-D de las ratas eutiroideas, superé al valor de las hipotiroideas. El
hipotiroidismo no sélo causé un incremento con respecto a los valores basales, sino que

ademds intensific6 el efecto del VIP. Se ha comprobado que, en timo de rata la
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actividad 5°-D tipo II aumenta en el hipotiroidismo con respecto al eutiroidismo (VAN
DOORN et al., 1986), lo que podria explicar la mayor activacién de la 5°-D por el VIP
alcanzada en los animales hipotiroideos.

El VIP estimulé la actividad 5°-D tipo II en TAM, al igual que en los 6rganos
estudiados previamente, tanto en ratas eutiroideas como en hipotiroideas con respecto
a los niveles basales, siendo la activacién dependiente del estado tiroideo y del tiempo.

En ratas eutiroideas, el efecto del VIP alcanzé su mdximo valor a los 40
minutos, a diferencia de los otros 6rganos, donde el tiempo mdximo fue a los 20
minutos. En ratas hipotiroideas, la actividad 5°-D alcanzé su mdximo valor a los 20
minutos, comenzando a disminuir a partir de ese tiempo, alcanzdndose valores incluso
por debajo de los niveles basales, pero sin llegar a alcanzar los valores eutiroideos. La
actividad 5°-D siempre se mantuvo mayor en ratas hipotiroideas respecto a eutiroideas
a lo largo del tiempo. El hipotiroidismo no sélo causé un incremento con respecto a los
valores basales, sino que ademds intensificé el efecto del VIP. Se ha comprobado, que
en TAM la actividad 5°-D tipo II aumenta en el hipotiroidismo con respecto al
eutiroidismo (VAN DOORN et al., 1986), lo que podria explicar la mayor activacion
de la 5°-D por el VIP alcanzada en los animales hipotiroideos. Estudios in vitro,
muestran que la actividad 5°-D en TAM es mayor que en otros tejidos (LEONARD et
al., 1982; KAPLAN, 1984), lo cual podria explicar la mayor actividad 5’-D encontrada
en TAM respecto a los demds 6rganos estudiados. Se ha demostrado, que la conversion
intracelular de la tiroxina en T, por medio de la 5°-D en TAM, es necesaria para la
termégénesis en este tejidlo (BLANCO y SILVA, 1987), por lo que el VIP podria
activar la termogénesis al activar la actividad 5’-D.

Con estos resultados, se ha demostrado que el VIP estimula la actividad 5°-D
en todos los 6rganos estudiados en dependencia del tiempo y del estado tiroideo.

A continuacion, se procedié a realizar un estudio farmacolégico in vivo del
efecto del VIP, andlogos (secretina, PACAP-27 y PACAP-38) y antagonistas del VIP
(antagonista Al y antagonista A2) sobre la actividad 5°-D en gldndula Harderiana,
pineal y TAM de ratas eutiroideas. Para ello, se inyecté VIP y los diversos andlogos

y antagonistas (250 ul a concentracién 0’1 uM) a distintos grupos de ratas,
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sacrificandolas a los 20 minutos postinyecci6n por ser éste el tiempo al cual la actividad
5°-D potenciada por el VIP en glindula Harderiana fue mdxima en los experimentos
anteriores. La inyeccién de VIP y secretina estimularon la actividad del enzima en todos
los 6rganos estudiados respecto al grupo control, mientras que el PACAP-27 y PACAP-
38 mantuvieron la actividad estable e incluso la bajaron con relacién a los niveles
basales. La secretina fue el péptido que mds incrementd la actividad 5°-D respecto al
grupo control en gldndula Harderiana y TAM, siendo el VIP el que mds efecto realizé
sobre la actividad en pineal. La actividad del enzima fue activada levemente respecto
a los valores basales por el PACAP-27 y PACAP-38 en TAM, mientras que en pineal
bajaron los niveles y en glindula Harderiana los mantuvieron estables frente al grupo
control. Los antagonistas bajaron la actividad 5’-D respecto al VIP y a los niveles
basales, siendo €l antagonista A1l el que mas inhibié en TAM y el antagonista A2 el que
mas bajo la actividad en gldndula Harderiana y pineal. En conjunto, pudo observarse
que tanto el VIP como la secretina estimularon la actividad 5’-D, los antagonistas la
inhibieron y el PACAP-27 y PACAP-38 la mantuvieron en niveles similares a los

valores basales.

3. EFECTO IN VIVO DEL VIP Y OTRAS SUSTANCIAS SOBRE LA
PRODUCCION DE PORFIRINAS EN GLANDULA HARDERJANA DE RATA.

Las porfirinas, constituyen el producto mayoritario de secrecién de la gldndula
Harderiana de roedores. Existen pocos estudios realizados sobre estas moléculas en
gldndula Harderiana de rata, por lo que se han realizado distintos estudios sobre ellas,
todos in vivo.

La medida de la concentraciéon de porfirinas se realizé segin el método de
SHIRAMA et al., 1987 con modificaciones.

En primer lugar, se estudi la relacion entre la actividad del enzima 5°-D tipo
IT y el VIP con la produccién de porfirinas en glindula Harderiana de rata, tanto
eutiroideas como hipotiroideas. El VIP inhibié la produccién de porfirinas en gldndula

Harderiana de ratas eutiroideas, alcanzando valores similares a los hipotiroideos y
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estimul6 la produccién de porfirinas en gldndula Harderiana de ratas hipotiroideas con
respecto a los niveles basales y en dependencia del tiempo. Asi, el efecto del VIP sobre
la produccién de porfirinas fue dependiente del tiempo y del estado tiroideo. En los
niveles basales, la produccién de porfirinas fue mucho mayor en el grupo eutiroideo con
respecto al hipotiroideo, resultados que concuerdan con los de BUZZELL Yy
MENENDEZ-PELAEZ, 1992.

A continuacién, se relaciond el efecto del VIP en la produccién de porfirinas con
el efecto del VIP sobre la actividad 5°-D en gldndula Harderiana de rata, observdndose
en ratas eutiroideas que la actividad 5’-D aument6 con respecto a los valores basales
y la produccién de porfirinas bajé con el tiempo con respecto al grupo control por
efecto del VIP y que en los animales hipotiroideos, tanto la actividad enzimdtica como
la produccidn de porfirinas aumenté respecto a los valores basales y al tiempo. El VIP,
estimulé la actividad 5°-D en glandula Harderiana de rata eutiroidea, alcanzando valores
semejantes a los hipotiroideos basales. Es sabido, que en el hipotiroidismo los niveles
basales de porfirina son menores que los presentados en los animales eutiroideos
(BUZZELL y MENENDEZ-PELAEZ, 1992). En este caso, el VIP, al activar en las
ratas eutiroideas la actividad 5°-D, hace que a su vez baje la produccién de porfirinas,
por lo que las ratas se comportan como si fueran hipotiroideas. En el caso de las ratas
hipotiroideas, el VIP aumenta la actividad 5°-D y la concentracién de porfirinas,
aumenta respecto al tiempo pero sin alcanzar los valores basales presentados por los
animales eutiroideos, lo cual podria resultar contradictorio a lo que ocurre en el caso
de las ratas eutiroideas, es decir, que a medida que aumenta la actividad 5’-D baja la
concentracién de porfirinas. Esto, podria explicarse diciendo que el aumento de la
concentracién de porfirinas no es muy alto, no llegando a alcanzarse los valores basales
presentados por los animales eutiroideos.

A continuacién, se procedié a realizar un estudio farmacoldgico irn vivo del
efecto del VIP y andlogos del VIP (secretina, PACAP-27 y PACAP-38) sobre la
produccién de porfirinas en glindula Harderiana de ratas eutiroideas. Para ello, se
inyectd VIP y los diversos andlogos (250 ul a concentracién 0’1 uM) a distintos grupos

de ratas, sacrificindolas a los 20 minutos postinyeccién por ser este el tiempo al cual
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la actividad 5°-D potenciada por el VIP en gldndula Harderiana fue mdxima en los
experimentos anteriores. Se encontré que todas las sustancias inyectadas estimularon la
produccién de porfirinas respecto a los niveles basales, siendo el PACAP-27 el que més
estimulé la produccién de porfirinas (el doble de los valores basales). Tanto el VIP, la
secretina y el PACAP-38 potenciaron la produccion de porfirinas pero en menor medida
y con valores muy parecidos entre si.

Se estudié, in vivo, el efecto del isoproterenol (un agonista $-adrenérgico),
metoxamina (un agonista «-adrenérgico) y metimazol (hipotiroidismo) sobre la
produccién de porfirinas en glindula Harderiana de rata. Los agonistas o y B-
adrenérgicos, parecen intervenir en la regulacién del nivel de porfirinas: el isoproterenol
increment6 la produccién de porfirinas respecto a los valores basales, mientras que la
metoxamina bajé la concentracién de porfirinas respecto al grupo control, por lo que
parece ser que los agonistas B-adrenérgicos activan la produccién de porfirinas,
mientras que los a-adrenérgicos la bajan. El metimazol baj6, al igual que en los
experimentos anteriores, la produccién de porfirinas.

Por tltimo, se estudi6é in vivo, el efecto del metimazol (hipotiroidismo) y la
tiroxina (T,) sobre la produccién de porfirinas en glindula Harderiana de rata. Los
resultados, confirmaron que sélo el grupo hipotiroideo bajé la produccién de porfirinas
respecto al grupo control mientras que el grupo tratado con metimazol y T, alcanzé
niveles de porfirinas semejantes al control, lo que confirmaria que el aporte de T,
inhibi6 el efecto del metimazol y por tanto las ratas no fueron hipotiroideas. Aqui, se
confirma otra vez mds que el hipotiroidismo baja los niveles de porfirinas (BUZZELL
y MENENDEZ-PELAEZ, 1992).
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1. Las membranas de glindula Harderiana de rata poseen receptores
especificos, reversibles y saturables para el péptido intestinal vasoactivo, siendo la
IC,, igual a 1’3 + 0°2 nM. Se evidencian dos poblaciones de receptores para el
VIP: una de alta afinidad y baja capacidad de unién (Kd= 0°36 + 0°06 nM y
32300 + 54°00 fmol VIP/mg proteina) y otra de baja afinidad y alta capacidad de
unién (Kd= 65’37 + 8°08 nM y 39°53 + 3’10 fmol VIP/mg proteina).

2. El estudio a nivel molecular de estos receptores, revelé bandas especificas
de 57 KDa y 35 KDa. Suponiendo que existe una molécula de VIP unida por
proteina, la masa molecular relativa de estas proteinas que unen especificamente

VIP es de 54 y 32 KDa respectivamente.

3. Los receptores para VIP en membranas de glindula Harderiana de rata son
especificos para VIP, aunque también reconocen a varios peptidos relacionados
estructuralmente con él, siendo el orden de potencia observado: VIP (IC;=130
nM) > helodermina (IC,=4’60 nM)> GRFr (IC;=4630 nM)> PHI
(IC4,=215’30 nM) > > secretina. Ni el glucagén, miembro de la familia del VIP ni
otros péptidos sin relacién estructural con el VIP como la somatostatina, insulina,
pancreastatina y la melatonina, inhibieron la unién del trazador a las membranas

de glindula Harderiana de rata.

4, Tanto el GTP como su andlogo no hidrolizable Gpp(NH)p, inhiben la unién
del '*I-VIP con una potencia similar (IC;, = 10 pM). Los restantes nucledtidos,
(ATP, CTP y UTP) fueron pricticamente inefectivos en la inhibicién de la unién

del trazador a las membranas de glindula Harderiana de rata.
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5. El VIP estimula la produccién de adenilato ciclasa y promueve la sintesis de

AMPc en membranas de glindula Harderiana de rata.

6. Estudios in vivo, muestran que tanto en glindula Harderiana, pineal, timo
y tejido adiposo marrén de ratas, el VIP estimula la actividad del enzima tiroxina
5’-desyodasa (actividad 5’-D) tipo II respecto a los niveles basales, siendo la
activacién dependiente del tiempo y del estado tiroideo. Esta actividad también es
estimulada por la secretina, inhibida por los antagonistas del VIP (Al y A2) y
mantenida en niveles similares a los basales por el PACAP-27 y PACAP-38.

7. Estudios ir vive sobre produccién de porfirinas, muestran que la activacién
por el VIP de la actividad 5°-D baja la produccién de porfirinas en ratas
eutiroideas, alcanzando los niveles basales de las hipotiroideas por lo que las ratas
se comportan como si fueran hipotiroideas. En ratas hipotiroideas, no se observa

una variacién apreciable en el nivel de porfirinas respecto a los niveles basales.

8. Los agonistas o y $-adrenérgicos, parecen intervenir en la regulacion del
nivel de porfirinas en glindula Harderiana. Los agonistas B-adrenérgicos
incrementan la concentracién de porfirinas, mientras que los agonistas o -

adrenérgicos la disminuyen.
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