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La primera evidencia de la existencia del péptido intestinal vasoactivo (VIP) se
remonta a 1967, fecha en la que SAMI SAID, descubre en extractos acuosos de pulmén
actividad vasoactiva, vasodilatadora e hipotensiva (SAID y MUTT, 1969). SAID trata de
aislar la sustancia vasoactiva y utiliza para ello extractos intestinales que habian evidenciado
igualmente actividad vasodilatadora (SAID y MUTT, 1970).

Estos hechos dieron lugar al aislamiento y purificacion del VIP a partir del intestino
delgado del cerdo (SAID y MUTT, 1972), lo que supuso el inicio de una extensa
investigacion para comprender y explicar el papel fisiologico jugado por el VIP. Se detecto
inmunoreactividad para VIP en varias regiones del aparato digestivo, pensando entonces, que
pudiera ser una hormona gastrointestinal y/o un péptido de accién local o paracrina (POLAK,
1974). Posteriormente, el descubrimiento de VIP en determinadas zonas del sistema nervioso
central (SNC) como los cuerpos, axones y dentritas neuronales (GIACHETTI et al., 1977), su
hallazgo en terminaciones presinapticas (JOHANSSON y LUNDERG, 1981) y su abundancia
en cortex cerebral, amigdala, nucleo estriado, nticleo supraquiasmatico, ganglios simpaticos
nervio vago, nervio ciatico y en otras localizaciones del sistema nervioso central y periférico
(LARSSON et al., 1976; HOKFELT et al., 1982) hicieron que comenzara a verse el VIP
como un neuropéptido con funciones neuromoduladoras o neurotrasmisoras (GOYAL et
al.,1980; ROSSELIN et al., 1982); punto de vista que fue confirmado por la caracterizacién
de receptores para VIP en numerosas zonas del SNC (ROBBERECHT et al., 1978; STAUN-
OLSEN et al., 1982).

Pronto se descubrieron también receptores para VIP en diversas células del sistema
inmune. Se hallaron receptores en células mononucleares sanguineas humanas (GUERRERO
etal.,, 1981; OTTAWAY et al.,, 1983; DANEK et al., 1983), en monocitos humanos (WIIK et
al., 1985), en células linfoides humanas y de rata (CALVO et al., 1986 a y 1986b) y en
diferentes lineas celulares de estirpe linfoblastica (BEED et al,. 1983; ROBBERECHT et al.,
| 1988b). Observandose, que el VIP influye en la fisiologia de los linfocitos T (OTTAWAY,
1984), en la sintesis de inmunoglobulinas (STANISZ et al., 1986) o en la funcién de las
células NK (ROLA-PLESZCZYNSKI et al., 1985). A partir de aqui, el VIP empieza a ser
considerado como un péptido modulador de la funcién inmune dentro de un eje
neuroinmunoendocrino (FANTINI et al., 1985).

De igual modo que se avanza en el esclarecimiento del papel fisiologico del VIP, se
profundiza en el estudio del macrofago y su funcién en la respuesta inmune. Se verifica, que
es preciso que €l macroéfago procese previamente a los antigenos para después presentarlos a

los linfocitos (TREVES et al., 1976), y de igual modo se observa que los macréfagos,
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secretan unas sustancias que modulan la respuesta inmune y que se denominan monocinas. Al
mismo tiempo se caracterizan en monocitos circulantes y en células presursoras de los
macrofagos tisulares, receptores para diferentes neuropéptidos y hormonas: insulina y
glucagbn (BLECHER y GOLDSTEIN,1977), parathormona (PERRY et al., 1984),
neurotensina y sustancia P (BAR-SHAVIT y GOLDMAN, 1986), receptores que pueden
intervenir en la regulacion de determinadas funciones del macréfago.

Teniendo en cuenta el papel modulador del VIP en el eje neuroinmunoendocrino
(TSENG y O'DORISIO, 1989), asi como la funcién que ejerce el macrofago en el inicio y
desarrollo de la respuesta inmune, y una vez conocida la existencia de receptores para VIP en
macréfagos peritoneales de rata (SEGURA et al., 1991), planteamos la hipétesis de que el
macréfago de ratén también expresara receptores especificos para el VIP, a través de los

cuales, dicho péptido pudiera modular alguna de sus funciones.
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1. EL PEPTIDO INTESTINAL VASOACTIVO.
1.1. ESTRUCTURA QUIMICA.

Estructuralmente, el VIP es un péptido de naturaleza bésica constituido por 28
aminoacidos que forman una tnica cadena de peso molecular 3.326 dalton, con una histidina
en el extremo N-terminal, fundamental en su funcién, y una asparagina amidada en el extremo
C-terminal. Fue aislado en 1970 por SAID y MUTT a partir de intestino delgado pércino,

siendo secuenciado por sus propios descubridores en 1974.
1.1.1. Estructura de la proteina y del gen del VIP.

Cuando se sintetizo el péptido (BODANSZKY et al., 1974), se observé que ninguna
secuencia parcial del mismo, muestra la potencia y eficacia exhibida por el péptido completo
(COUVINEAU et al., 1984). Los fragmentos VIP;¢ VIPig3s8 VIPjs.s VIP1s2s y VIP7.g,
mostraban siempre menor potencia que el octacosapéptido completo, incrementédndose €sta al
aumentar el nimero de aminoacidos. Se ha observado por estudios de estructura-funcion, que
algunos de los aminoécidos de la secuencia son muy importantes en la unién del péptido a sus
receptores y la posterior respuesta bioldgica. Asi, por ejemplo, la eliminacién de la His N-
terminal de la molécula VIP,.,5, disminuye la afinidad del VIP por su receptor unas 100
veces, aunque aun mantiene la capacidad de estimular la actividad adenilato ciclasa
(COUVINEAU et al., 1984; BESSON,1988), comportandose como un agonista completo en
humanos y parcial en rata. Fragmentos menores de VIP se unen a los receptores con una
actividad muy baja (COUVINEAU et al., 1984) llegando a comportarse en algunos tejidos
como antagonistas (VIPjo.23 en intestino de cobaya) (GRIDER y RIVIER., 1990). Andlogos
del VIP modificados en el extremo N-términal, muestran menor afinidad por los receptores
que el VIP nativo, observandose de igual modo, una menor estimulacién de la adenilato
ciclasa. También, se ha observado la importancia de seis de los residuos aminoacidicos, Asp3 ,
Phe®, Thr’, Tyr'®, Tyr*? y Leu®, para la actividad biolégica del péptido (O’DONNELL et al.,
1991). Estos resultados ponen de manifiesto que la conformacién que adopta el neuropéptido |
es responsable de la alta afinidad del mismo hacia su receptor, y determinante de su actividad
bioldgica.

El andlisis de la secuencia de ADN complementario (ADNc) del precursor del VIP
revela que el ARNm del péptido también codifica para PHM en humanos y PHI en ratas
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(NISHIZAWA et al., 1985). Este gen se encuentra localizado en el cromosoma 6 humano
(GOZES et al., 1987a, 1987b) y su estructura primaria fue determinada por TSUKADA et al.
en 1985. Tiene 8837 pares de bases, y esta constituido por 7 exones, de los cuales el 1 y el 7
codifican regiones de RNAm que no serdn traducidas, el exdn 2 codifica el péptido sefial, el
exon 3 codifica el extremo N-terminal de la proteina precursora, el exén 4 codifica el
PHM/PHLI, el ex6n 5 codifica para el VIP y el ex6n 6 codifica para el extremo N-terminal del
precursor (Fig. 1). Su expresiéon parece regulada por sefiales neuronales y endocrinas
(TSUKADA et al., 1987) llevandose a cabo principalmente en células de origen nervioso. El
gen del VIP de humanos, rata y ratén es casi idéntico en organizacion (LAMPERTI et al.,
1991). Como era de esperar, los exones 4 y 5, que codifican para los propios neuropéptidos,
son las regiones mas conservadas del gen, con un maximo de homologia del 87% en el exén
del VIP, en cambio los exones de las secuencias que no traducen, muestran una extraordinaria
divergencia.

El descubrimiento de que las secuencias del VIP y PHM/PHI se encuentran en el
mismo gen y el mismo ARNm, hacia suponer que ambos péptidos coexistian en el mismo
tejido. Sin embargo, no siempre se encuentra VIP y PHI en la misma célula, pudiendo existir,
por ejemplo, neuronas que contienen especificamente VIP y no PHI o viceversa (HOKFELT
et al., 1982), aunque en otros ocasiones, si se ha encontrado secrecién de ambos péptidos,
como es el caso de los tumores pancreéticos tipo VIPoma (BLOOM et al., 1983), o de los
neuroblastomas (ITOH et al., 1983). Estos hechos hacen pensar, en la existencia de un
procesamiento alternativo del precursor del ARN nuclear (FAHRENKRUG et al., 1985;
GOZES et al., 1989a). Estudios de hibridacion in situ (CARD et al., 1988; GOZES et al.,
1989b; BALDINO et al,, 1989) han demostrado que todas las células del cerebro que
sintetizan ARNm para VIP, también contienen ARNm para PHI/PHM. Por lo que la posible
regulacion diferencial de estos dos péptidos podria producirse a nivel de procesamiento
proteico.

Otros péptidos de la familia del VIP son codificados por genes que muestran una
arquitectura similar, como es el caso del gen del glucagéon (BELL et al., 1983), el gen del
GHRH (MAYO et al., 1985) y el gen del PACAP (KIMURA et al., 1990). Esta similitud
sugiere que los genes de la familia del VIP provienen de un gen ancestral comun a partir del
cual han evolucionado. No obstante, los aspectos diferenciales mas importantes que se
observan en todos los péptidos de la familia, pueden haber sido el resultado de un complicado

patrén de evolucién que combina duplicacion de exones, acoplada a duplicacién génica
(BELL, 1986).
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Fig. 1.- Organizacion y transcripcion del gen del VIP de roedores. Los nimeros romanos
(I-VII) representan los exones, donde las zonas rayadas indican porciones de los exones que
codifican para el polipéptido precursor, y las areas en negro corresponden a las secuencias que
codifican para PHI y VIP. C1 y C2 representan los posibles sitios de corte y poliadenilacion
que producen los dos mensajes (1000pb y 1700pb) observados por hibridacién “Northen”.
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Para comprender la regulacion de las actividades del VIP, es preciso el esclarecimiento
de los mecanismos que controlan y gobiernan su produccion. Un primer mecanismo en la
regulacion de la expresién del gen del VIP se produce a nivel de la estructura génica, ya que
el gen del VIP puede sufrir una reorganizacion del ADN, que puede alterar su expresion y su
actividad bioldgica. Un punto de regulacién adicional son los mecanismos de control a nivel
transcripcional. Desde este nivel se han descrito factores que modulan a nivel génico la
produccion de VIP: el AMPc y los ésteres de forbol (activadores de la proteina quinasa C y
de los niveles de calcio). Se ha estudiado como el AMPc induce un incremento sustancial en
la inmunorreactividad para el VIP en células de neuroblastoma humano, que es regulado a
nivel trascripcional (HAYAKAWA et al.,, 1984). La transcripcion de ARNm de prepro-
VIP/PHM en nucleos aislados se observd solamente en células inducidas con AMPc. Estos
datos sugieren un efecto del AMPc en la transcripcion génica del VIP (HAYAKAWA et al.,
1984).

También se ha observado que un incremento en la actividad de la proteina quinasa C
(PKC) inducida por ésteres de forbol, puede inducir la sintesis de VIP en células cromafines
de glandula adrenal (PRUSS et al., 1985), siendo este efecto especifico para el VIP.

Por ultimo, se ha comprobado que existe una implicacion del calcio en la regulacion de
la produccién de VIP (WASCHEK y EIDEN, 1988).

En presencia de AMPc y ésteres de forbol, se produce un aumento de los niveles de
ARNm VIP/PHM varias veces superior al que se produce con cada uno de los factores por
separado. Por lo que se deduce que existe un efecto sinérgico en la estimulacién de la
expresion génica del VIP/PHM por parte de AMPc y ésteres de forbol a través de dos
mecanismos independientes. Estos hechos hacen pensar, que una gran variedad de factores
que activan proteinas quinasa dependientes de AMPc¢, o PKC pueden afectar la transcripcion

génica del VIP.

1.1.2. Péptidos relacionados con el VIP.

Comparando la estructura quimica del VIP con la de otros neuropéptidos y hormonas
gastrointestinales, se observan importantes analogias. Su secuencia aminoacidica posee una
alta homologia estructural con la de los neuropéptidos que se agrupan dentro de una misma
familia, y entre los que se encuentran la secretina (27 aminodacidos, 9 en comun), el glucagdn
(29 aminoécidos, 6 en comun), el péptido inhibidor gastrico o GIP (43 aminoécidos, 4 en

comun), el péptido con histidina N-terminal e isoleucina amida C-terminal o PHI (27



INTRODUCCION.

loo

aminodcidos, 13 en comun) aislado del cerdo por TATEMOTO y MUTT en 1981, y su
homologo humano el péptido con histidina N-terminal y metionina amida C-terminal o PHM
(27 aminodacidos, 12 en comun), aislado por ITOH et al en 1983, el factor liberador de
hormona de crecimiento en rata, GRFr (43 aminoacidos, 12 en comiin), o en humano, GRFh
(44 aminoacidos, 9 en comin), la helodermina (35 aminoacidos, 15 en comun), aislada a
partir del veneno del Helodermus suspectum (HOSHINO et al.,, 1984) y el polipéptido
activador de la adenilato ciclasa pituitaria 0 PACAP (38 aminoacidos, 19 en comuin). También
poseen analogias estructurales con el VIP la o;-timosina, aislada a partir de extractos timicos
(GOLDSTEIN et al., 1977), la helospectina, y a la urotensina I (Fig. 2).

La homologia estructural de los péptidos de la familia del VIP, no esta restringida a una
inica regioén, como ocurre con los péptidos de otras familias estructurales (gastrina-CCK,
bombesina, etc.), sino que se extiende a lo largo de toda la molécula. Se ha comprobado por
estudios de estructura/actividad que el extremo N-terminal de estos péptidos juega un papel
fundamental en su actividad biolégica, siendo esta zona de la molécula donde se producen las
mayores homologias. Sin embargo, las sustituciones en el extremo C-terminal afectan en
menor medida a su actividad bioldgica, aunque es necesario para que interactuen con los

receptores de alta afinidad.
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Péptido Secuencia de aminoacidos % homologia
Con VIP
VIP His Ser Asp Ala Val Phe Thr Asp Asn Tyr Thr Arg Leu Arg Lys 100

Gln Met Ala Val Lys Lys Thy Leu Asn Ser Ile Leu Asn-NH,

PACAP 38  His Ser Asp Gly lie Phe Thr Asp Ser Tyr Ser Arg Tyr Arg Lys
GIn Met Ala Val Lys Lys Thy Leu Ala Ala Val Leu Gly Lys 68
Arg Tyr Lys GIn Arg Val Lys Asn Lys-NH,

PACAP 27 His Ser Asp Gly Ile Phe Thr Asp Ser Tyr Ser Arg Tyr Arg Lys

GIn Met Ala Val Lys Lys Thy Leu Ala Ala Val Leu-NH, 68
PHI His Ala Asp Gly Val Phe Thr Ser Asp Phe Ser Arg Leu Leu

Gly GIn Leu Ser Ala Lys Lys Tyr Leu Glu Ser Leu Ile-NH, 48
PHM His Ala Asp Gly Val Phe Tyr Ser Asp Phe Ser Lys Leu Leu

Gly GIn Leu Ser Ala Lys Lys Tyr Leu Glu Ser Leu Met-NH, 44

Helodermina His Ser Asp Ala Ile Phe Thr Glu Glu Tyr Ser Lys Leu Leu Ala
Lys Leu Ala Leu Gln Lys Tyr Leu Ala Ser Ile Leu Gly Ser Arg 43
Arg Ser Pro Pro Pro Pro Ser-NH,

Helospectina His Ser Asp Ala Thr Phe Thr Ala Glu Tyr Ser Lys Leu Leu Ala
Lys Leu Ala Leu Gln Lys Tyr Leu Glu Ser Ile Leu Gly Ser Ser 40
Ser Ser Pro Arg Pro Pro Ser Ser-NH,

Secretina His Ser Asp Gly Thr Phe Thr Ser Glu Leu Ser Arg Leu Arg
Asp Ser Ala Arg Leu Gln Arg Leu Leu Gln Gly Leu Val-NH, 33

GHRH Tyr Ala Asp Ala Ile Phe Thr Asn Ser Tyr Arg Lys Val Leu Gly
GlIn Leu Ser Ala Arg Lys Leu Leu Gln Asp Ile Met Ser Arg Gln
Gln Gly Glu Arg Asn Gln Glu GIn Gly Ala Arg Val Arg Leu 20

Glucagoén His Ser GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp
Ser Arg Arg Ala Gln Asp Phe Val Gln Trp Leu Met Asn ThrNH, 17

GIP Tyr Ala Glu Gly Thr Phe Ile Ser Asp Tyr Ser Ile Ala Met Asp Lys
Ile Arg Gln Gln Asp Phe Val Asn Trp Leu Leu Ala Gln Lys Lys
Lys Lys Ser Asp Trp Lys His Asn Ile Thr GIn-NH, 10

Fig. 2.- Secuencia de aminoacidos del VIP y de los miembros mas importantes de la
denominada “familia del VIP”. Los aminoacidos idénticos a los del VIP aparecen en negrita.

Se expresa el porcentaje de homologia que existe con respecto a la secuencia del VIP.
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1.2. DISTRIBUCION Y ACCIONES BIOLOGICAS.

Después del aislamiento del VIP a partir de duodeno de cerdo, se ha encontrado VIP
inmunorreactivo en casi todo el organismo, con un amplio espectro de acciones bioldgicas.
Asi, en la actualidad existen numerosos argumentos para considerarlo como un neuropéptido

con funciones neurotrasmisoras y neuromoduladoras (SAID, 1986).

1.2.1. Localizacion general del VIP.

En los primeros estudios se describieron fibras nerviosas inmunorreactivas para VIP a
todo lo largo del tracto gastrointestinal (Tabla I), sobre todo a nivel de las zonas de esfinteres,
capa muscular del colon, pancreas, ganglios parasimpaticos, observandose terminaciones
VIPérgicas a nivel de todas las capas de la pared intestinal y especialmente alrededor de los
vasos sanguineos. Las fibras nerviosas extrinsecas parecen no intervenir en la secrecion de
VIP, ya que su eliminacién no produce cambios en su concentracion y secrecion.

También se han descrito terminaciones nerviosas VIPérgicas en otros aparatos de
nuestra economia (Tabla II). En el aparato genitourinario, estin muy relacionados con los
vasos sanguineos y la musculatura lisa de los conductos y dependen de los ganglios locales
situados en la adventicia (ALM et al., 1977). En el aparato respiratorio, se encuentran en la
proximidad de los acinis de glandulas seromucosas, vasos sanguineos y musculatura de la
pared traqueobronquial. En la piel y anejos, las terminaciones inmunorreactivas para VIP se
localizan, alrededor de las glandulas sudoriparas ecrinas (EEDY et al., 1990). También se ha
encontrado inmunorreactividad para VIP, en placenta, en médula adrenal y en el sistema
cardiovascular (GOZES y BRENNEMAN, 1989). En diferentes modelos animales, se ha
realizado un estudio sistematico de casi todo el sistema nervioso (Tabla III). Apareciendo el
VIP con maxima concentracion en el cortex desde donde parten proyecciones hacia todo el
sistema nervioso central. También se detecta altas concentraciones de VIP en hipotdlamo
(nucleo supraquiasmatico), amigdala, hipocampo, nucleo estriado, nicleo accumbens, bulbo
olfatorio, asi como en torno a los plexos coroideos y a nivel del sistema hipotilamo-
hipofisario (SAID y PORTER, 1979), dato a favor de un papel del VIP en la secrecion
hormonal hipofisaria. En el individuo sano se ha observado que existe VIP circulante en
plasma, probablemente debido a un fenémeno de rebosamiento a nivel de las terminaciones
nerviosas, aunque en determinadas situaciones fisiologicas como el ayuno o el ejercicio, los

niveles plasmaticos de VIP pueden incrementarse.
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TABLA I

Localizacion de terminaciones nerviosas inmunorreactivas para el VIP en el tracto

gastrointestinal.

Localizacion Autores Aifio
Musculo liso gastrico LARSSON et al. 1976
Intestino delgado LARSSON et al. 1976
Vesicula biliar SUNDLER et al. 1977
Esfinter esofagico inferior RATTAN et al. 1977
Pancreas ‘ LARSSON et al 1978
Pared esofagica UDDMAN et al. 1978b
Plexos mientérico y submucoso ALUMET et al. 1979
Glandula pardtida WHARTON et al. 1979
Intestino grueso SUNDLER et al. 1979
Glandulas salivares UDDMAN et al. 1980b
Glandula submandibular LUNDBERG et al. 1980
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TABLAII

Localizaciéon de terminaciones nerviosas inmunorreactivas para VIP en aparato genito-

urinario, aparato respiratorio, piel y anejos.

Localizaciéon Autores Aifio
Vias urinarias SUNDLER et al. 1977
Corteza renal BARAJAS et al. 1983
Vesiculas seminales VAALASTI et al. 1980
Prostata VAALASTI et al. 1980
Tejido eréctil del pene POLAK et al. 1981
Estroma testicular HAKANSON et al. 1982
Vasos deferentes STIJERNQUIST et al. 1983
Cérvix uterino LARSSON et al. 1977
Trompas de Falopio ALM et al. 1980
Miometrio OTTESEN et al. 1981
Ovario AHMED et al. 1986
Vias aéreas UDDMAN et al. 1978a
Parénquima pulmonar SAID 1982
Glandulas sudoriporas WEIHE et al. 1981
Foliculo piloso HARTSCHUH et al. 1984
Glandulas sebiceas HARTSCHUH et al. 1984
Piel axilar WALLENGREN et al. 1987
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TABL

Localizacién de terminaciones nerviosas inmunorreactivas para VIP en Sistema

Nervioso.

Localizacién Autores Aiio
Cortex cerebral SAID y ROSENBERG 1976
Nervio vago SAID y ROSENBERG 1976
Neurohipofisis VAN NOORDEN 1979
Hipotédlamo SAMSON et al. 1979
Nucleo amigdalino BESSON et al. 1979
Nervio ciatico GIACHETTI y SAID 1979
Retina LOREN et al. 1980
Gléndula pineal UDDMAN et al. 1980a
Ganglio celiaco KONDO y YUI 1982
Médula espinal (asta posterior y ANAND et al. 1983
Ganglio raices dorsales)

Terminales nerviosas de fibras pregan- DALSGAARD et al. 1983
Glionares en ganglios simpaticos

Hipotalamo (N. Paraventricular) . MEZEY et al. 1985
Hipofisis anterior ARNOUT et al. 1986
Nucleo central de la amigdala BAEK et al. 1988
Neurohipofisis GAJKOWSKA y VIRON 1991




INTRODUCCION. 14

El VIP es cosintetizado con el PHI/PHM vy por ello son generalmente liberados juntos;
ademds coexiste con acetilcolina, asi como con otros neurotransmisores entre los que se
encuentran la noradrenalina, NPY, CCK, péptidos opiaceos y 4cido y-amino butirico.
Recientemente se ha puesto de manifiesto la localizacion del VIP con la enzima 6xido nitrico
sintasa (NOS) en aparato digestivo y urogenital (FURNESS et al., 1992; JUNEMANN et al.,
1993; SMET et al., 1994), participando ambos neuromoduladores en la regulacion de la
relajacion del masculo liso. También se ha detectado inmunorreactividad para VIP en érganos
del sistema inmune central y periférico, generalmente asociado a NPY, sustancia P o CGRP
(FELTEN y FELTEN, 1991). Por ultimo, se ha descrito que el higado y el musculo

esquelético son érganos en los que no existe produccion de VIP.

1.2.2. Biosintesis y degradacion del VIP.

Los péptidos con actividad biologica se sintetizan mayoritariamente como precursores
proteicos de mayor peso molecular, posteriormente son transformados por un procesamiento
proteolitico postraduccional en diferentes péptidos biolégicamente activos y en las respectivas
secuencias de separacion (ANDREWS et al., 1989). En este sentido, el ARNm que codifica
para el VIP de humanos y de roedores traduce un precursor proteico de 170 aminoécidos
(prepro-VIP) (Fig. 3), que contiene un péptido sefial (prepro-VIP.;;) que desaparece en el
proceso de biosintesis, y cinco dominios funcionales: el péptido del extremo N-terminal
(prepro-VIPy,.79), el péptido histidina isoleucina (PHI) o el péptido histidina metionina
(PHM), un péptido de enlace (prepro-VIPy11.122), €l VIP, y el péptido del extremo C-terminal
(prepro-VIPis6.170) ITOTH et al., 1983; NISHIZAWA et al., 1985). Aunque VIP y PHM/PHI
coexisten en el mismo precursor, la relacion de expresion de los péptidos derivados del
prepro-VIP no siempre es equimolar, lo que hace pensar en la presencia de diferentes rutas
durante el procesamiento postraduccional, transporte y secrecién de los péptidos, asi como
que el procesamiento del prepro VIP puede ser especifico de tejido, como ya ha sido sugerido
en diversos estudios de intestino y cerebro (FAHRENKRUG y EMSON, 1989). De esta
forma, las concentraciones de los péptidos derivados del prepro-VIP encontradas en los
diferentes tejidos, pueden dar una valiosa informacion sobre su importancia fisiolégica.

El VIP circulante tiene una vida media corta (tres minutos) y es rapidamente degradado
en el higado (MISBIN et al., 1982; KABEMURA et al., 1992) y también en menor medida en
el rifion, cerebro y pulmén (HVIDSTEN et al., 1989). El VIP es degradado enzimaticamente
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Fig. 3.- Representacion esquematica de la estructura del precursor del VIP de rata, con los
sitios de corte proteolitico y los productos procesados. Se representan los sitios de

reconocimiento de los distintos productos procesados por parte de varios anticuerpos
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por peptidasas asociadas a la superficie de las células dianas (NAU et al., 1987, KOBAYASI
et al., 1994) o secretadas por otros tipos celulares (CAUGHEY et al., 1988; FRANCONI et
al., 1989). Se han descrito endopeptidasas neutras y del tipo de la tripsina especificas para
VIP en células linfoides humanas tanto de la linea T como de la B (GOETZL et al., 1989).
También se ha evidenciado estudiando los receptores del VIP con radioligandos, que se
produce una degradacion parcial del péptido en incubaciones con linfocitos (FINCH et al.,
1989). Ademas, se ha de descrito, la existencia de autoanticuerpos naturales que hidrolizan

selectivamente al VIP (PAUL et al., 1991)

1.2.3. Acciones biolégicas del VIP.

La extensa distribuciéon del VIP en diferentes 6rganos, tanto en humanos como en
animales, se correlaciona con el amplio abanico de efectos fisioldgicos que muestra este
neuropéptido. Los factores que catalogan al VIP como un péptido regulador son su presencia
en estructuras claves, como vasos sanguineos, musculatura lisa y gldndulas exocrinas y
endocrinas, el gran nimero de sitios de unioén y su coexistencia con otros neurotransmisores.

La primera accion bioldgica descrita que dio nombre al péptido, fue su efecto relajante
a nivel de la musculatura lisa de los vasos de la circulacién mesentérica con la consiguiente
vasodilatacién e incremento del flujo sanguineo (SAID y MUTT, 1970). Este mismo efecto
ha sido descrito a nivel de la arteria pulmonar (HAMASAKI et al., 1983), a nivel de la
mucosa nasal (MALM et al., 1980), en el flujo vascular cerebral (LARSEN et al., 1981) y a
nivel de las arterias coronarias (SMITHERMAN et al., 1982). También se ha observado, que
el VIP produce la relajacién del musculo liso en otras localizaciones, como en bronquios
(FRANDSEN et al., 1978), es6fago (RATTAN et al., 1977) e intestino (SAID et al., 1974).

El otro efecto bioldgico caracteristico del VIP es la estimulacién de la secrecién de
agua, iones y macromoléculas, accién que ejerce principalmente a nivel del epitelio intestinal
(RACUSEN y BINDER 1977; DAVIS et al., 1981; AINSWORTH et al., 1993), en glandulas
lacrimales y salivares (DARTT et al.,, 1984; EKSTROM y TOBIN, 1990), a nivel renal
(ROSA et al., 1985; EDWARS, 1988) y en vesicula biliar NYBERG et al., 1992). Se han
descrito también efectos metabdlicos del VIP en algunos 6rganos, asi se ha podido observar
estimulacion de la glucogenolisis en la corteza cerebral (MAGISTRETTI et al., 1990) y en el
higado (WOOD y BLUM, 1982; SAITO et al., 1992), y accion lipolitica en el tejido adiposo
(FRANDSEN y MOODAY, 1973). Otros autores han demostrado que la inyeccion
intravenosa de VIP produce hiperglucemia en el perro (KERINS y SAID, 1973) y en el
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hombre (DOMSCHKE et al., 1978) y tiene un efecto glucogenolitico en la rata (SANCHEZ et
al., 1991). Estos hechos, junto con el aumento de los niveles plasmaticos del VIP durante el
ayuno y el ejercicio, han hecho pensar en su posible papel como movilizador energético
(SANCHEZ et al., 1991).

Ademas de todas la acciones biolégicas ya mencionadas, se ha comprobado que el VIP
produce otras muchas a nivel de los aparatos digestivo (Tabla IV), respiratorio, cardiovascular
y genitourinario (Tabla V), sistema neuroendocrino (Tabla VI) y sistema inmune (Tabla VII).

En la actualidad existe un gran interés por el efecto que ha demostrado el VIP en la
proliferacién celular. Los efectos observados dependen de varios factores, tales como el tipo
de célula, la concentracién de neuropéptido y las condiciones experimentales utilizadas. El
mayor numero de estudios del efecto del VIP sobre la proliferacion celular se han llevado a
cabo utilizando lineas tumorales de muy distinto origen, donde se ha observado que su
comportamiento depende: del tipo de receptores que expresen en su superficie, del sistema de
transduccién de sefial al que esté acoplado el receptor y de la capacidad de la célula para
producir el propio neuropéptido como factor autocrino. Asi por ejemplo, el VIP produce una
inhibicion de la proliferacion celular en clones de cancer de pulmén humano de células
pequefias (MARUNO y SAID, 1993), y en clones de carcinoma gastrico y de colon humanos
(HOOSEIN et al., 1989; KIM et al., 1991), mediante un aumento de los niveles de AMPc. Por
otro lado, se ha descrito que el VIP estimula la proliferacion celular en otros lineas de células
tumorales como en el cancer de pulmén humano de células pequeiias (BEPLER et al., 1988;
MOODY et al., 1993), en el adenocarcinoma de pulmén humano y en células de Lewis de
cancer de pulmoén de ratén (SCHOLAR y PAUL, 1991), entre otros.

Diferentes evidencias sugieren que el VIP podria actuar como modulador de la
diferenciacion y supervivencia neuronal durante el desarrollo del sistema nervioso. Asi, se ha
encontrado inmunoreactividad para VIP en cultivos de médula espinal (BRENNEMAN vy
FOSTER, 1987) y anticuerpos contra VIP producen una muerte celular durante el desarrollo,
lo que sugiere la importancia de este péptido en la supervivencia neuronal (BRENNEMAN vy
EIDEN, 1986). Han sido descritas otras acciones bioldgicas del VIP sobre el desarrollo
neuronal, de las cuales podriamos destacar las siguientes: previene la muerte neuronal
provocada por la proteina gp 120 de la envuelta del virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH); estimula la proliferacion de la astroglia y la liberacién de sustancias neurotréficas
(BRENNEMAN et al., 1992); y estimula la mitosis, el crecimiento de neuritas, la
diferenciacion y la supervivencia de neuroblastos y de células de neuroblastoma en cultivo a

través de la elevacion de los niveles intracelulares de AMPc (PINCUS et al., 1990a, 1990b).
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TABLAIV

Acciones biologicas del VIP en aparato digestivo.

Accién biolégica Autor Aiio
Estimulacion secrecidn intestinal BARBEZAT y GROSS 1971
Estimula secrecién exocrina pancreatica SAID y MUT 1972
Relajacion de la musculatura lisa intestinal SAID y MAKHLOUF 1974
Inhibicién de la secrecion acida géstrica SCHORR et al. 1974
Relajacion musculatura lisa gastrica KONTUREK et al. 1975
Inhibicion de la absorcién intestinal MAKHLOUF y SAID 1975
Estimulacién de la secrecién biliar. KONTUREK et al. 1975
Relajacion esfinter esofagico inferior RATTAN et al. 1977
Relajacion de la vesicula biliar RYAN y COHEN 1977
Regulacioén del flujo sanguineo intestinal FAHRENKRUG 1979
Inhibicién de la liberacién de gastrina CHIBA et al. 1980
Estimulo de la secrecion de pepsinogeno. DUPONT et al. 1980a
Intercambio agua y electrolitos mucosa instestino | DUPONT et al. 1980b
Estimulacién de la secrecién salivar. LUNDBERG et al. 1981
Inhibicidn del reflejo peristaltico en colon GRIDER et al 1986
Estimulo de la secrecion acida géstrica HERNANDEZ et al. 1987
Descenso del consumo glucosa por el enterocito VIDAL et al. 1988
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TABLAV

Acciones biologicas del VIP en aparato cardiovascular, respiratorio y

genitourinario.

Acciones biolégicas Autor Aiio
Efecto inotrdpico y cronotrépico positivo SAID et al. 1972
Vasodilatador coronario y sistémico ROBBERECHT et al. 1985
Incrementa la ventilacion pulmonar SAID y MUTT 1970
Broncodilatacion SAID y MUTT 1977
Relajacion de los anillos traqueobronquiales FRANDSEN et al. 1978
Estimula la secrecion bronquial SAID 1986
Estimula la secrecion mucosa SHIMURA et al. 1988
Disminucién de la filtracion glomerular DIMALINE et al. 1983
Relajacion muscular vias urinarias KLARSKOV et al. 1984
Aumento de la secrecién renal de Na*, K’ y CI ROSA et al. 1985
Regulacion de la secrecion de protones EDWARDS 1988
Aumenta la liberacion de renina POTER y GANONG 1988
Relajacion del miometrio OTTESEN et al. 1980
Estimula la esteroidogénesis en ovario DAVOREN et al. 1985
Maduracion folicular CARLSSON et al. 1987
Relajacién de la arteria uterina MORRIS y MURPHY 1989
Vasoconstriccion de los vasos deferentes KASTIN et al. 1978
Estimula la secrecion en la vesicula seminal STJERNQUIST et al. 1983
Ereccién del pene WILLIS et al. 1981
Estimula la sintesis de andrégenos en testiculo KASSON et al. 1986
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TABLA VI

Acciones biolégicas del VIP a nivel del sistema neuroendocrino,

Accién biolégica Autor Afio
Accidn hipertérmica CLARK et al. 1978
Inhibe la secrecion hipotalamica de somatostatina EPELBAUM et al. 1979
Estimula la secrecion de prolactina VIJAYAN et al. 1979
Estimula la secrecion de LH VIJAYAN et al 1979
Estimula la secrecién de GH VIJAYAN et al. 1979
Estimula la liberacion de GnRH SAMSON et al. 1981
Estimula la secrecion de ACTH OLIVAetal. 1982
Accion hipnogénica RIOU et al. 1982
Estimula secrecién de serotonina en N. Supraquias. | HERY et al. 1984
Accibn antidipsogénica ITOH et al. 1985
Accidn analgésica KOMISARUK et al. 1988
Estimula liberacion de oxitocina BARDRUM et al. 1988
Modificacion del sistema GABAérgico DUVILANSKI et al. 1990
Estimula sintesis y liberacién de melatonina SIMONNEAU et al. 1990
Factor tréfico y mitoégeno neuronal PINCUS et al. 1990
Estimula la secrecion de insulina SHEBALIN et al. 1977
Estimula la secrecion de glucagén SHEBALIN et al. 1977
Estimula la secrecion pancreatica de somatostatina IPP et al. 1978
Estimula la secrecion de hormonas tiroideas AHREN et al. 1980
Estimula la secrecion de corticosteroides WESTENDOREF et al. 1983
Estimula la secrecion de renina PORTER et al. 1983
Estimula la secrecion de catecolaminas MISBAHUDDIN etal. | 1988
Estimula la liberacion de PTH JOBORN et al. 1991
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TABLA Vi1

Acciones bioldgicas del VIP en el sistema inmune.

Accion biologica Autor Afio
Inhibe la migracién de linfocitos Ty in vivo MOORE 1984
Inhibe la citotoxicidad de las células NK ROLA-PLESZCYNSKY | 1985
Estimula Ia liberacién de histamina en mastocitos | p[OTROWSKY et al. 1985
Inhibe la sintesis de ADN en linfocitos STANISZ et al. 1986
Inhibe la produccién de IgA e IgM STANISZ et al. 1986
Inhibe la produccién de IL-2 OTTAWAY 1987
Inhibe el trafico de linfocitos MOORE et al. 1988
Inhibe el estallido respiratorio en monocitos WIIK 1989a
Inhibe la produccion de IFN-y MUSCETTOLA et al. 1990
Inhibe la secrecion IFNa y B en células HT29 CHELBI-ALIX et al. 1990
Aumento de IL-6 en adenohipéfisis SPANGELO et al. 1990
Estimula la produccién de IL-5 WEINSTOCK 1991
Estimula la producciéon de IL-6 en astrocitos MAIMONE et al. 1993
Inhibe la adherencia en macréfagos peritoneales SEGURA et al. 1993
Estimula la fagocitosis en macr6fagos peritoneales | DE LA FUENTE et al. 1993
Estimula la motilidad en macréfagos peritoneales | DE LA FUENTE et al. 1994
Inductor de la quimiotaxis y adherencia en linfo. T | JOHNSTON et al. 1994
Inhibe produccion de IL-2 e IL-4 en timocitos XIN et al. 1994
Inhibe produccién de IL-10 en linfo.T murinos MARTINEZ et al. 1996
Inhibe apoptosis inducida por gluco. en timocitos | DELGADO et al. 1996d
Estimula produccion de IL-6 en macréfagos perit. | DELGADO et al. 1997
Inhibe produccién de IL-6 estimulada por LPS en
macroéfagos peritoneales MARTINEZ et al. 1997
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Por ultimo, se ha visto que el tratamiento de neonatos con un antagonista del VIP
provoca un retraso en la aparicién de comportamientos motores complejos (HILL et al.,
1991), por lo que parece evidente la importancia que tiene la regulacion de la sintesis del
VIP no s6lo para mantener la actividad del cerebro, sino también para obtener la homeostasis

y la supervivencia celular.

1.2.4. Fisiopatologia del VIP.

El péptido intestinal vasoactivo se ha visto implicado en determinados procesos
patologicos entre los que podemos destacar: 1) Sindrome de Verner-Morrison o célera
pancreético, que se caracteriza por la asociacion de diarrea acuosa, hipocaliemia y aclorhidria
con niveles elevados de VIP circulante producidos por determinados tumores endocrinos
(VIPomas), localizados preferentemente en los islotes pancreaticos (VERNER vy
MORRISON, 1958; BLOOM et al., 1973); 2) en la enfermedad de Hirschsprung y en la
achalasia esofégica, se ha encontrado una disminucion de las concentraciones tisulares de VIP
y una deficiencia de las terminaciones nerviosas VIPérgicas en los segmentos agangliénicos
(TSUTO et al., 1982; AGGESTRUP et al., 1983); 3) se ha descrito una deficiente inervacion
VIPérgica de las glandulas sudoriparas (HEINZ-ERIAN et al, 1985), asi como
autoanticuerpos frente al VIP en la fibrosis quistica (PAUL et al., 1985); 4) los niveles de VIP
en LCR estan disminuidos en la depresion atipica, demencia multiinfarto y tras el infarto
cerebral reciente (SAID, 1986); 5) en pacientes asmaticos, se ha observado alteracién de la
inervaciéon VIPérgica en aparato respiratorio (OLLERENSHAW et al., 1989) y presencia de
autoanticuerpos frente al VIP (PAUL et al., 1989); 6) en pacientes con enfermedad de Crohn,
se ha encontrado un incremento importante de la inervacién VIPérgica en las regiones del
aparato digestivo afectadas por la enfermedad, hecho que no ocurre en la colitis ulcerosa
(POLAK y BLOOM, 1983); 7) se ha querido implicar al VIP como posible agente regulador
de la unién del VIH a sus células diana en el SNC, sobre todo desde que se observo la gran
homologia existente entre las secuencias del VIP y el péptido T (parte de la proteina de la
cubierta del VIH) y que ademas, determinados fragmentos del VIP (VIP,.;2 ) pueden ser
ligandos del receptor del VIH en los linfocitos CD4 (SACERDOTE et al., 1987).
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1.3. MECANISMO DE ACCION.

El VIP ejerce sus acciones biologicas a través de vias similares a las utilizadas por otros
neuropéptidos y hormonas de naturaleza peptidica. Asi, una vez liberado, el VIP interacciona
con receptores especificos situados en la membrana plasmatica de la célula diana en donde, a
través de proteinas transductoras (proteinas Gs), el complejo VIP-receptor activa a la adenilato
ciclasa, incrementando los niveles de un segundo mensajero intracelular, el AMPc, el cual
activa a una proteina quinasa que sera la responsable Gltima de los efectos producidos por el
péptido (LABURTHE, 1985; SAID, 1986; CALVO et al., 1989).

1.3.1. Receptores para VIP.

Las acciones bioldgicas del VIP dependen de la interaccion del péptido con receptores
especificos situados en la membrana plasmatica de las células dianas. Los receptores han sido
caracterizados en numerosos tejidos y especies utilizando como trazador VIP marcado
radiactivamente con '*I (Tabla VIII). Generalmente, se describen dos poblaciones de
receptores (LUIS et al., 1988): una de alta afinidad y baja capacidad de union (K4 = 0°2-1 nM;
5.000-60.000 sitios/célula), y otra de baja afinidad y alta capacidad de union (K4= 10-80 nM;
10°-10° sitios/célula). No obstante, en algunos sistemas sélo se ha descrito una poblacion de
receptores (O’DORISIO et al.,, 1988; AMENTA et al., 1989), siendo en estos casos la
afinidad y la capacidad de unién similares a la de los receptores de alta afinidad. En la
actualidad, estos sitios de unién de VIP han sido denominados como receptor VPAC,;. Por
otra parte, en membranas de higado de rata se ha descrito un receptor con aita afinidad para el
VIP al que se unia de manera especifica el péptido helodermina (ROBBERECHT et al.,
1984), el cual, mediante estudios moleculares, se ha demostrado que se trata de otro receptor
distinto, al que se le ha denominado receptor VPAC,.

Mediante el empleo de técnicas autorradiograficas, se ha comprobado que los
receptores que unen VIP con alta afinidad presentes en pulmon, cerebro, higado e intestino
presentan diferente sensibilidad a los guanilnucledsidos, de tal forma que los VPAC, son
sensibles a GTP, y los VPAC; no son sensibles a GTP (HILL et al., 1994; HARMAR vy
LUZT, 1994).

El receptor para VIP es el de mas baja especificidad entre los receptores para péptidos
de la familia “VIP- secretina —glucagén” (LUIS et al., 1988), ya que es capaz de unir a todos

ellos salvo al GIP y al glucagdn.
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TABLA VIII

Receptores para el VIP en diversos tejidos y lineas celulares.

Tipo celular N K;1 K, |Sitios/célT sitios/cél{| Autor Aifio
Pancreas cobaya 2 074 82 8900 135000 | CHRISTOPHE 1976
Enterocito de rata 2 1’60 74 (140000 1100000 | PRIETO 1979
Ves. biliar humana |2 1’30 16 | 62000 510000 | DUPONT 1981
Cancer pulmon h. 2 034 61 27600 1062000 | LABURTHE 1981
Cancer cérvix h. 2 2’40 100 | 150000 4900000 | PRIETO 1981
Utero porcino 2 040 10 OTTESEN 1982
Cortex de raton 2 290 76 STAUN-OLSEN | 1982
Parétida de rata 2 6’40 150 | 41000 420000 | INOUE 1985
Aorta de rata 2 800 40 60000 140000 | HIRATA 1985
Tiroides bovino 2 13’00 480 MOLINERO 1985
Cancer pulmén h. 2 080 66 SHAFFER 1987
A. Mesentéricarata |2 0’22 14 HUANG 1987
GH4C, de rata 2 220 180 9033 331210 | BJORO 1987
Cortex de rata 1 550 -- O’DORISIO 1988
Cél. Leydigderata |2 1'70 43 HUESO 1989
Melanoma IGR39 2 066 5 |540000 13000000 |} LUIS 1989
V. seminal de rata 2 054 44 GUIJARRO 1991

Kg: constante de disociacién (nM); N: poblaciones de receptores; 1: alta afinidad; {:

baja afinidad.
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1.3.1.1. El receptor VPAC,.

Los primeros resultados sobre la estructura molecular del receptor de VIP, fueron
obtenidos utilizando la técnica de formaciéon de puentes covalentes (cross-linking) entre el
péptido radiomarcado y su receptor por medio de un reactivo (cross-linker), con posterior
solubilizacion en SDS (dodecil sulfato sédico), electroforesis de las proteinas en gel de
poliacrilamida y autoradiografia.

El peso molecular de las proteinas que unen VIP varia con la especie, tipo celular o
preparaciones empleadas, oscilando entre 46 KDa en cerebro de rata (COUVINEAU et al.,
1986 a) y 73 KDa en intestino de rata (LABURTHE et al., 1984). Esta heterogeneidad
molecular es debida al diferente grado de glicosilacion de la proteina (LUIS et al., 1988;
FABRE et al., 1993), aunque no puede descartarse ni la posibilidad de proteolisis del receptor,
ni la existencia de receptores estructuralmente distintos (ROBBERECHT et al., 1990).

Mediante estudios de unién con radioligandos y técnicas autorradiograficas, se ha
descrito numerosos 6rganos donde se localiza el VPAC, (Tabla IX). Ademas, por medio del
analisis por RT-PCR e hibridacion “in situ”, se ha determinado la distribucién tisular del
ARNm del VPAC,, encontrandose principalmente en pulmon, intestino delgado y grueso,
higado, determinadas areas del SNC y en numerosas lineas celulares humanas, de rata y raton.

La determinacién de la estructura primaria del receptor es fundamental para entender
las bases moleculares de su funcién. Dado que se trata de grandes proteinas, no se puede
obtener su secuencia de aminoacidos por técnicas de secuenciacion convencionales y sélo ha
sido posible determinarla mediante la utilizacion de técnicas de biologia molecular, clonando
y secuenciando el ADNc y deduciendo a partir de éste la secuencia de aminoécidos. De este
modo, se ha demostrado que el VPAC, pertenece a la familia de receptores acoplados a
proteinas G, que se caracterizan por estar constituidos por una unica cadena polipeptidica que
posee siete segmentos transmembrana de 20-25 aminoacidos de longitud conectados por 3
bucles extracelulares y 3 bucles intracelulares que se alternan, un dominio extracelular
(extremo N-terminal) y un dominio intracelular (extremo C-terminal). Los miembros de esta
familia de receptores poseen un alto grado de homologia en su secuencia primaria y
atendiendo al grado de similitud se clasifican en subfamilias de receptores (STRADER et al.,
1994). El receptor para VIP es una glicoproteina de membrana, habiéndose comprobado que
una de las causas que condiciona su heterogeneidad reside en la parte glucidica (FABRE et
al., 1993).
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TABLA IX
Distribucién tisular de los receptores VPAC;.
Tejido Autores Aiio
Higado COUVINEAU y LABURTE 1985
SHIVERS et al. 1991
Péncreas BISSONETTE et al. 1984
RAUFMAN et al. 1991
Intestino grueso y delgado PRIETO et al. 1981
SADAYI et al. 1988
Vasos sanguineos AMENTA et al. 1991
Pulmén PAUL y SAID 1987
ROBBERECHT et al. 1988a
SHIVERS et al. 1991
Corteza adrenal y tiroides MOLINERO et al. 1985
MAGISTRETTI et al. 1988
Gléandulas salivares TORNWALL et al. 1994
Tracto digestivo LABURTHE et al. 1994
Retina NILSSON et al. 1994
SNC (corteza, hipocampo, MAGISTRETTI et al. 1983
Hipofisis, hipotalamo, bulbo WANKE y ROSTAD 1990
Olfativo, médula espinal) HILL et al. 1991
ISHIHARA et al. 1992
USDIN et al. 1994
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Mediante el analisis de la secuencia de los receptores clonados, se ha puesto de
manifiesto que en el extremo N-terminal de todos ellos hay residuos muy conservados de Cys,
lo que apoya la importancia de los puentes disulfuro en la funcionalidad del receptor de VIP
(OTTAWAY, 1992¢) y sitios potenciales de glicosilaciéon, lo que avala su naturaleza
glicoprotéica. Mediante el clonaje de los ADNc que codifican las secuencias de los receptores
para VIP, podremos disponer de herramientas que nos ayuden a estudiar su distribucion,
regulacion, estructura y funcionalidad. Asi, en estudios de estructura-funcién llevados a cabo
con el receptor humano de VIP, se ha observado que residuos muy conservados en el extremo
N-terminal pueden ser esenciales para que se una el péptido (COUVINEAU et al., 1994). Por
otra parte, es importante comentar que se han obtenido anticuerpos especificos contra el
receptor del VIP (GOETZL et al., 1994).

La uni6n del VIP a su receptor trasmite una sefial al interior de la célula, que activa a la
proteina efectora adenilato ciclasa a través de una proteina G (Ggs), lo que da lugar a un
aumento en la concentracion intracelular de AMPc, que actia como segundo mensajero
estimulando la actividad de la proteina quinasa A (PKA). Sin embargo, algunos suptipos de
receptor estimulan también la produccién de inositoles fosfato y la movilizacién intracelular
de calcio, mediante el acoplamiento del receptor con el enzima efectora fosfolipasa C (PLC) a
través de proteinas G del tipo Gq (SREEDHARAN et al., 1994). También hay trabajos en los
que se describe que el VIP puede activar a la proteina quinasa C (PKC), tal y como se ha visto
en nucleos de esplenocitos de rata y en astrocitos corticales (ZORN y RUSSELL, 1990;
OLAH et al., 1994).

Recientemente, se ha observado que en el musculo liso gastrointestinal el VPAC; se
encuentra acoplado mediante la proteina Gij., a la 6xido nitrico sintasa dependiente de
calcio/calmodulina que se encuentra localizada en la membrana plasmatica celular
(MURTHY y MAKLOUF, 1994).

1.3.1.2. El receptor VPAC,.

Los estudios en la linea celular linfoblastica de origen inmune SUP-T1, describen un
nuevo tipo de receptor para VIP que muestra una mayor afinidad por la helodermina que por
el VIP (helodermin-preferring receptor) y que esta acoplado al sistema efector de la adenilil
ciclasa (ROBBERECHT et al., 1988b y 1989a).

El VPAC, fue clonado y secuenciado por LUTZ et al. (1993) y se observé que

pertenecia a la superfamilia de receptores acoplados a proteinas G. Esta constituido por 437
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aminodcidos y posee un 51% de identidad con el VPAC,. La baja homologia existente entre
este receptor y el VPAC,, asi como la potencia relativa de los agonistas, sugiere que es
diferente del receptor clasico del VIP (VPAC)).

Recientemente se ha identificado diversas moléculas con propiedades agonistas que
son capaces de discriminar al VPAC, del VPAC,, lo que ayuda a la identificacion de la
presencia del VPAC,; (VERTONGEN et al., 1997, GOURLET et al., 1997a; GOURLET et
al., 1997b). De igual modo, ciertos antagonistas del VIP, como los analogos del VIP y del
GRF, [4-Cl-D-Phe®,Leu'’JVIP y [Ac-Tyr',D-Phe*|GRF,20-NH,, distinguen entre el VPAC, y
el VPAC,, de tal forma que sélo son capaces de bloquear la unién del VIP al VPAC,, no
teniendo ningun efecto en la union del VIP al VPAC,; (USDIN et al., 1994).

Se ha detectado expresion del VPAC, en el SNC, en areas asociadas a una funcién
neuroendocrina como talamo, hipocampo, hipofisis anterior, bulbo olfatorio y nucleo
supraquiasmatico (LUTZ et al., 1993; USDIN et al., 1994). También se ha descrito este tipo
de receptor en tejidos periféricos como estémago, intestino, pulmoén, sistema cardiovascular,
musculo esquelético, células parenquimatosas de testiculo y ovario, bazo, islotes pancreaticos,
corteza adrenal y timo (USDIN et al., 1994), casi siempre en células diferentes a las que
expresan VPAC,.

En cuanto a los mecanismos de transduccion de sefial, mayoritariamente se observa que
existe un acoplamiento del VPAC,; al sistema de la adenilato ciclasa, aumentando los niveles
intracelulares de AMPc (LUTZ et al., 1993; USDIN et al., 1994). Sin embargo, también se ha
descrito que, ademas de inducir la acumulaciéon de AMPc intracelular, el VPAC, esta
acoplado a un canal de cloro activado por calcio, lo que hace pensar en un posible

acoplamiento al sistema de la fosfolipasa C (INAGAKI et al., 1994).
1.3.2. Proteina reguladora fijadora de nucleétidos de guanina (proteina G).

La interaccion del VIP con su receptor especifico no estimula directamente la adenilato
ciclasa, sino que el receptor activado estimula a una proteina reguladora (proteina G), la cual
transmite la sefial de excitacion a la adenilato ciclasa. Este proceso de transduccion de sefial
tiene lugar en la membrana plasmatica (Fig.4).

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 accién transductora en el acoplamiento receptor-efector,
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Fig. 4.- Mecanismo por el que las proteinas G estimulan (Gg) o inhiben (G;) la actividad
de la adenilato ciclasa (AC). La interaccién de un péptido u hormona (H) con su receptor (R
o R;) cataliza el intercambio de GDP por GTP, liberandose los complejos activos Ggo-GTP
(estimulador) o Gio-GTP (inhibidor), iniciandose el ciclo. La hidrélisis del GTP por la
actividad GTPasica intrinseca de la subunidad G, de la proteina G cierra el ciclo. Segun la
hipotesis de KATADA (1986), el complejo Gpy proveniente de G; también interviene en la

inhibicion de la adenilato ciclasa, al unirse a Gy, y devolverla a su forma inactiva. Tomado de

GILMAN, 1987).
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por su estructura heterotrimérica (SPIEGEL., 1989), y porque estin preferentemente

asociadas a la membrana plasmatica, aunque también han sido encontradas en el aparato de

Golgi y en vesiculas endociticas. Existen dos tipos de proteinas G implicadas en el sistema

generador de AMPc, una estimuladora, la proteina Gs, que es la que interviene en el caso del

VIP, glucagon, TSH, PTH y agonistas B-adrenérgicos, y otra inhibidora, la proteina G;, que

interviene como transductora de la somatostatina, bombesina y de los agonistas D,-

dopaminérgicos (SPIEGEL, 1989). Tanto la G; como la G; son estructuralmente proteinas

heterotriméricas y estan constituidas por tres subunidades:

a) Una subunidad o de peso molecular entre 45-52 KDa, con una secuencia aminoacidica
bastante conservada y que define los diferentes tipos de proteinas G. Fija los nucledtidos
de guanina (uni6n dependiente de Mg®*) y posee actividad GTPasa intrinseca.

b) Una subunidad B de peso molecular 35 KDa, de la que se han encontrado e identificado
por clonacidn dos tipos distintos (GAWLER et al., 1987).

c¢) Una subunidad y con un peso molecular de 8 KDa y fuertemente asociada a la subunidad
B (MILLIGAN, 1988), teniendo ambas propiedades reguladoras y de anclaje a la
membrana.

Tanto la proteina G5 como la G; pueden encontrarse en dos estados funcionales: activo ¢
inactivo. En su estado inactivo, las proteinas G son trimeros Gupy cuya subunidad G, esta
unida a una molécula de GDP dando el complejo a-GDP. El estado activo se produce cuando
la subunidad o-GDP intercambia en presencia de Mg®" la molécula de GDP por otra de GTP,
dando lugar al complejo activo a-GTP. El mecanismo de accién de las proteinas G; es
idéntico para todos sus agonistas. Asi, en el caso del VIP, al interaccionar el agonista con su
receptor especifico, el complejo VIP-receptor da lugar a un cambio conformacional sobre la
proteina Gs que hace que ésta pase de su estado inactivo al activo, intercambiando en
presencia de Mg”* una molécula de GDP por otra de GTP. Este cambio de nucleétido produce
dos consecuencias: 1%) la disociacién del trimero en un dimero By y un complejo activo a-
GTP, que es el que activa a la adenilato ciclasa, y 2%) 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.,
1986 a; CALVO et al., 1990). La actividad del complejo a-GTP termina con la hidrélisis del

GTP a GDP gracias a la actividad GTP4sica intrinseca de la subunidad o, siendo este un
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mecanismo autoregulador del sistema (GILMAN, 1987). El complejo resultante o-GDP se
une de nuevo al dimero By,constituyéndose de nuevo el trimero inactivo.

En el caso de las proteinas G, la secuencia de acontecimientos es la misma, con la
diferencia de que el complejo formado por la subunidad o de la proteina G; y el GTP (Giq-
GTP) inhibe a la adenilato ciclasa. KATADA et al.,, 1986, proponen que el dimero By
proveniente de G;, posee un efecto inhibitorio sobre la actividad adenilato ciclasa al
interaccionar con la subunidad o de la Gs, anulando de este modo su efecto.

Diversos estudios han observado que los substratos de ciertas toxinas bacterianas
(colérica y pertiisica), interfieren en el papel de estas proteinas en la correcta transduccion de
la sefial a través de la membrana plasmatica al introducir un grupo ADP-ribosa en la
subunidad o. Asi, la toxina colérica inhibe la actividad GTPasica intrinseca de la subunidad
as, lo que da lugar al mantenimiento de esta subunidad en su forma activa, con la
consiguiente estimulacion mantenida de la adenilato ciclasa incluso en ausencia de sefial
externa.

Hoy se sabe, gracias a diferentes trabajos (BOKOCH et al., 1984; HILDEBRANT et
al., 1984; GILMAN, 1987), que las proteinas G se encargan del acoplamiento receptor-efector
no sélo en el sistema de generacion de AMPc, sino también en otros mecanismos efectores de
accion hormonal, tales y como el sistema GMPc-fosfodiesterasa (Gy), la apertura de canales

de calcio (Gs) y la estimulacion de la fosfolipasa C (Gq) (BOURNE et al., 1990).
1.3.3. Activacion de la adenilato ciclasa.

La adenilato ciclasa (AC) es una proteina intrinseca de la membrana celular, muy
sensible al calor y a la desnaturalizacion, que cataliza la reaccion de formacion del
AMPc a partir del ATP en presencia de Mn®>" 0 Mg®* al ser estimulada por las proteinas Gs. Es
un tetramero de unos 120-150 KDa de peso molecular y su activacién o inhibicion se inicia
cuando el ligando se une a su receptor. Esta union, da lugar a un cambio conformacional en la
molécula receptora que favorece su interaccion con la proteina G (G o Gs), la cual se activa e
intercambia su GDP por GTP, se disocia del receptor ¢ interacciona con la AC, estimulandola
o inhibiéndola (segun se trate de G; o G;).

El efecto estimulador del VIP sobre la produccion de AMPc o sobre la actividad de la
adenilato ciclasa ha sido observado tanto en células aisladas como en membranas (Tabla X).

En la mayoria de los casos el efecto del VIP es dosis-dependiente, obteniéndose la mitad de la
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TABLA X
Tejidos y lineas celulares en los que se ha evidenciado que el VIP estimula la produccion
de AMPec.

Célula / Especie EDsg (nM) Autores Afio
Membranas hepéaticas de rata 0’25 BATAILLE et al. 1974
Membranas de adipocitos de rata 2’50 BATAILLE et al. 1974
Membranas de enterocitos de rata 4’10 AMIRANOFF et al. 1980
Células tumorales HT29 humanas 0°30 LABURTHE et al. 1978
Enterocito de rata 2’30 LABURTHE et al. 1979a
Vesicula biliar humana 0°20 DUPONT et al. 1981
Células tumorales HeLa humanas 1°00 PRIETO et al. 1981
Células mononucleares humanas 0’10 GUERRERO et al. 1981
Préstata ventral de rata 1’40 CARMENA y PRIETO | 1983
Linfoblastos T Molt 4b 5’00 BEED et al. 1983
Células acinares de parétida de rata 10°00 INOUE et al. 1985
Membranas de tiroides bovino 5°00 MOLINERO et al. 1985
Linfocitos humanos (T, B y NK) 0’06 CALVO et al. 1986a
Leucocitos mononucleares humanos 0’36 WIIK 1988a
Células CI. 19A humanas 0°07 ROUYER-FESSARD 1989
Linfocitos T8 NS8 30°00 ROBBERECHT et al. 1989b
Vesicula seminal de rata 3°00 RODRIGUEZ-P et al. 1991
Células T de raton 1’62 BOUDARD et al. 1991
Macréfagos peritoneales de rata 1’20 SEGURA y CALVO 1992
Macréfagos peritoneales de raton 1’00 CALVO et al. 1994
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estimulacién maxima (EDsp) con concentraciones de péptido de 0°05 a 5 nM , siendo estas
concentraciones muy similares a los valores de la constante de disociacion (Kg) de los

receptores de VIP de alta afinidad.
1.3.4. Proteina quinasa dependiente del AMPc (PKA).

La respuesta de como influye el AMPc sobre tantos procesos celulares, surgio de los
estudios del control del metabolismo del glucdégeno. Edwin Krebs y Donald Walsh
descubrieron que en el musculo esquelético el AMPc activa una proteina quinasa (PKA). De
hecho, muchos de los efectos del AMPc en las células eucaridticas se producen por activacion
de la PKA, la cual se activa por AMPc a concentraciones del orden de 10 M.

La proteina quinasa dependiente del AMPc es un tetramero formado por dos
subunidades reguladoras, de diferente peso molecular, y dos subunidades cataliticas iguales y
con la misma capacidad para interaccionar con las subunidades reguladoras. En el caso del
VIP, el AMPc producido en respuesta al péptido, interacciona con las subunidades
reguladoras de la PKA. Esta interacciéon produce un cambio conformacional en las
subunidades reguladoras, lo que da lugar a la separacion de las subunidades cataliticas que,
una vez libres, transfieren grupos fosforilos sobre grupos hidroxilos de restos especificos de
serina o treonina de determinadas proteinas blanco intracelulares, modificando asi su
actividad biolégica y siendo estas proteinas diana las que, en ultimo termino, regulan los
procesos fisiolégicos (LABURTHE et al., 1979¢c; GUERRERO et al., 1984; COHN, 1987).
En todas las fosforilaciones catalizadas por la PKA, se utiliza como dador de radicales fosfato
al complejo ATP-Mg"". Por otra parte, para regular estos procesos de fosforilacién catalizados
por la PKA, existen unos enzimas denominados proteinas fosfatasas. Las proteinas fosfatasas
son enzimas que hidrolizan el enlace fosfoéster formado por la PKA en las proteinas blanco,
regulando de esta forma la actividad de las proteinas blanco al devolverlas a su primitivo
estado funcional (Fig. 5).

La activacion por el VIP de proteinas quinasas AMPc-dependientes ha sido descrita en
enterocitos de rata (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).
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Fig. 5.- Activacion de la proteina quinasa: Cuando el AMPc se une a las subunidades
reguladoras (R) de la proteina quinasa inactiva (PQi), se produce el paso a su forma activa
(PQa), lo que da lugar a la liberacion de las subunidades cataliticas (C) que fosforilan al
enzima blanco activo (Ea) convirtiéndolo en su forma inactiva (Ei). La proteina fosfatasa
puede volver a activar el enzima, hidrolizando el enlace fosfoester que anteriormente se habia

formado.
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1.3.5. Regulacion del sistema receptor-efector del VIP.

La regulacion de la activacion del sistema de la adenilato ciclasa sensible a hormonas,
se lleva a cabo en un primer momento mediante una reversion casi instantinea de la accion
hormonal al producirse la hidrélisis del GTP unido a la proteina Gs, lo que da lugar al cese de
la actividad de la adenilato ciclasa. Sin embargo, conocemos otras formas de regulaciéon que
requieren un tiempo mayor y que se han denominado con el término de desensibilizacion,
adaptacion o “down-regulation”. Este concepto, hace referencia a la perdida del efecto
(estimulador o inhibidor) de una hormona después de haber sido utilizada en tratamientos
previos, y conlleva una desensibilizacién homologa u hormono-especifica y otra heterdloga o
no hormono-especifica (HERTEL y PERKINS, 1984). El proceso de desensibilizacion
involucra diversos mecanismos, tales y como la fosforilacién del receptor y el secuestro o
disminucién de los receptores presentes en la superficie de la célula.

En el caso del VIP, se ha descrito tanto la regulacion homéloga como heterdloga de su

sistema receptor-efector.

1.3.5.1. Regulacién homdloga del sistema receptor-efector para el VIP.

El nimero de receptores funcionales para el VIP en la superficie celular no es
constante, permitiendo a la célula responder dptimamente a pequefios cambios en los niveles
de VIP. Asi, la continua exposiciéon de una célula al VIP, da lugar a una reduccion en el
numero de sus receptores, por lo que la célula se desensibiliza. Esta desensibilizacién se
relaciona con la internacion del propio receptor y su consiguiente desaparicion de la superficie
celular (ROSSELIN et al., 1988).

La regulacion del sistema receptor-efector para el VIP ha sido estudiada
profundamente en las células HT-29 (LUIS et al., 1986), donde se considera que, tras la
formacion del complejo VIP-receptor, éste se internaria en vesiculas endosdémicas de corta
vida media y se desacoplaria del sistema de la adenilato ciclasa. Esta internacion de los
receptores en los endosomas ocurre a muy corto plazo, y ocasiona un descenso reversible de
los sitios de unién para VIP, ya que los receptores intactos son reciclados a la superficie
celular.

En otros casos, se ha demostrado la degradacion de parte de los complejos ligando-

receptor en compartimentos lisosomales, lo que podria dar lugar a una desensibilizacién a
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largo plazo que requeriria la biosintesis y el procesamiento de nuevos receptores de VIP en la
superficie celular (BOISSARD et al., 1986).

La regulacion homologa del receptor de VIP ha sido demostrada en linfocitos
mononucleares humanos (WIIK et al., 1988a), linfocitos de raton (OTTAWAY, 1992),
macrofagos peritoneales de rata (POZO et al.,, 1995) y en células linfoblasticas SUP-T1
(ROBBERECHT et al., 1989c) y BL/VL; (ABELLO et al., 1989).

Por 1ltimo, tratamientos crénicos con VIP inducen una desensibilizacion al péptido en
algunas lineas celulares (HOHMANN y TASHIJIAN, 1984; GESPACH et al., 1984) y en
diferentes modelos bioldgicos y fisioldgicos (STAUN-OLSEN et al., 1982; KAKU et al,,
1985).

1.3.5.2. Regulacion heterdloga del sistema receptor-efector para el VIP.

El fenémeno segun el cual, tras la exposicion de células a agonistas especificos de
diversos tipos de receptores, se produce una respuesta reducida a estimulaciones posteriores
del agonista, esta bien documentado. Cuando esta atenuacién a ulteriores respuestas para una
hormona o una droga no es especifica de agonista, se denomina desensibilizacion heteréloga.

Asi, algunas hormonas y neurotransmisores que actian sobre receptores acoplados a la
adenilato ciclasa mediante proteinas G, pueden regular heterlogamente al sistema receptor-
efector para el VIP. Otros agentes capaces de producir este tipo de regulacion heteréloga son
los ésteres de forbol (activadores de la PKC), tal y como ha sido demostrado en células
epiteliales de prostata de rata (ESCUDERO et al., 1987) y en células HT-29 (BOZOU et al.,
1987).

En el caso de las células del sistema inmune, esta regulacion heterdloga del sistema
receptor-efector para el VIP ha sido demostrada en leucocitos mononucleares humanos (WIIK

et al.,, 1988b; WIIK, 1991) y en la linea celular BL/VL; (ABELLO et al., 1989).

1.3.5.3. Otros factores que regulan el sistema receptor-efector para el VIP.

Otro tipo de regulacion del sistema receptor-efector para el VIP ha sido descrito en
pancreas de roedores (COLLEN et al., 1982), en donde se ha demostrado la capacidad del
calcio intracelular para amplificar la accién del AMPc sobre procesos secretores de enzimas.
Asi, secretagogos que producen la movilizacion intracelular del calcio (CCK o bombesina),

amplifican la accion del VIP sobre la secrecion de enzimas pancreaticas.
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Por otra parte, también ha sido demostrado como el 4cido retindico regula el sistema
receptor-efector para el VIP en determinadas lineas celulares de neuroblastoma humano
(WASCHEK et al., 1997).

1.4. VIP Y SISTEMA INMUNE.

Existen numerosos estudios que ponen en evidencia la relacién entre el VIP y el
sistema inmune (OTTAWAY, 1988; TSENG y O’DORISIO, 1989), habiéndose propuesto al
VIP como uno de los péptidos mas importantes en la regulacion del eje
neuroinmunoendocrino (O’DORISIO et al, 1985b). Los hechos que conducen a la
elaboracion de esta hipétesis son basicamente de tres tipos: 1°) el hallazgo de terminaciones
VIPérgicas en los drganos primarios y secundarios del sistema inmune, en relacién intima con
las células inmunes (ZENTEL y WEIHE, 1991), 2°) la caracterizacion de receptores para VIP
en células que participan en la respuesta inmune (OTTAWAY et al.,, 1990; CALVO et al.,
1986a, 1986b, 1994a; SEGURA et al., 1992) y 3°) la constatacion de diferentes efectos del
VIP sobre la funcién de determinadas células inmunes (DE LA FUENTE et al., 1994,
SEGURA et al., 1993; DELGADO et al., 1998).

1.4.1. Relacion entre los sistemas neuroendocrino e inmune.

Los sistemas neuroendocrino ¢ inmune han sido considerados como dos complejos
auténomos que funcionaban para mantener la homeostasis corporal y el adecuado equilibrio
entre el medio interno y el externo. Sin embargo en los tultimos 20 afios, numerosas
evidencias han confirmado la existencia de una estrecha relacién entre los sistemas
neuroendocrino e inmune (PAYAN et al.,, 1986; MORLEY et al.,, 1987; DUNN, 1988;
GOETZL et al., 1990). Asi, hormonas y neuropéptidos producidos por el ' sistema
neuroendocrino modifican la actividad de las células del sistema inmune (Fig. 6), a la vez que
estas hormonas y neuropéptidos pueden ser producidos y secretados por células del sistema
inmune y actuar en el sistema neuroendocrino (BLALOCK, 1989).

Ya en el afio 1898 el investigador italiano CALZOLARI observé que la castracion en
conejos producia una aumento significativo de la masa del timo en estos animales, de este
modo evidenci6 un efecto de las hormonas endocrinas sobre 6rganos del sistema inmune. Este
hecho fue confirmado en 1940 por CHIODI, que encontr6 que el efecto de la castracion en el

timo, podia ser revertido por la administracion de esteroides gonadales. Posteriormente, se
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han desarrollado numerosos estudios destinados a demostrar que la supresion de la actividad
hormonal, produce cambios evidentes en la morfologia del tejido linfoide y en la actividad del
sistema inmune, sugiriendo que las hormonas pueden estar implicadas en la regulacién de la
respuesta inmune (COMSA et al., 1982; BERCI y NAGY, 1987). También se ha encontrado
en determinadas 4reas de Organos linfoides primarios y secundarios, inervacion
noradrenérgica y peptidérgica, lo que ha establecido las uniones necesarias para la
modulacién neuronal de la respuesta inmune (BULLOCH, 1985; FELTEN et al., 1985, 1987,
1992; FELTEN y FELTEN, 1991).

Del mismo modo, existen evidencias experimentales que demuestran el efecto
reciproco, es decir, que los productos secretados por las células inmunes pueden modular
algunos mecanismos neuroendocrinos. Asi, se ha observado como los sobrenadantes de
cultivos de linfocitos estimulados con mitdgenos e inyectados en animales normales,
provocan un aumento en los niveles de¢ ACTH y glucocorticoides (BESEDOVSKI et al.,
1981). Posteriormente BESEDOVSKI et al (1983) demostraron que estos sobrenadantes
disminuyen el contenido de noradrenalina del hipotdlamo. Asimismo, la IL-1 parece ser
responsable de los cambios que se producen en los niveles de glucocorticoides en ciertas
infecciones de origen virico (BESEDOVSKI et al., 1986). También se ha demostrado que la
IL-6, el TNFa y el INFy estimulan el eje pituitario-adrenal (SHARP et al., 1989).

Todas estas experiencias ponen de manifiesto, la existencia de una comunicacion
bidireccional entre el sistema inmune y el neuroendocrino, la cual viene mediada por la
producciéon por parte de los dos sistemas de moléculas sefial (hormonas, citocinas,
interleucinas, neuropéptidos y neurotransmisores) y sus receptores especificos, que son a
menudo compartidos por ambos sistemas (BLALOCK, 1992, 1994 a, 1994b).
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SISTEMA
NEUROENDOCRINO
Producciy

Accién Accion
HormoXas Hormonas
Neuropéptidos Neuropéptidos
Neurotransmisores Neurotransmisores
Citocinas Citocinas

Accion Accion
Produccion
SISTEMA INMUNE

Fig. 6.- Esquema de las interconexiones reguladoras entre los sistemas neuroendocrino e
inmune.
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1.4.1.1. Mediadores inmunes en el sistema neuroendocrino.

Células del sistema neuroendocrino, como la microglia, pueden producir y secretar
mediadores caracteristicos del sistema inmune como las citocinas. Estas son polipéptidos o
glucoproteinas con un peso molecular menor de 30 kDa, aunque algunas pueden formar
oligbmeros de mayor peso molecular. Presentan una serie de caracteristicas funcionales
comunes (Tabla XI), se producen en la fase efectora de la inmunidad y sirven para regular la
respuesta inmune. Las citocinas incluyen a factores de crecimiento (factores estimuladores de
colonias o CSF), a las interleucinas (IL), a los interferones (IFN), a los factores de necrosis
tumoral (TNF), y a varios factores con actividad estimuladora o inhibidora para los
macroéfagos. Las citocinas suelen tener una vida media muy corta (de minutos a pocas horas),
estan presentes en pequeiiisimas concentraciones en suero o tejidos y actuan sobre receptores
de membrana especificos a concentraciones del orden de picomolar (10’12 molar) de forma
endocrina, paracrina, o autocrina. En general, las citocinas no se almacenan como moléculas
preformadas, y su sintesis se inicia por una nueva transcripcion genética. Esta activacion
suele ser transitoria y los ARNm que codifican las citocinas suelen ser inestables, lo que
asegura que la sintesis de citocinas sea transitoria y se produzca en respuesta a estimulos
externos concretos.

La activacion de las células del sistema inmunitario esta regulada en gran parte por la
produccion ordenada de una gran cantidad de citocinas que controlan la activacion de los
genes y la expresion de las moléculas de la superficie celular. Muchas citocinas tienen
funciones similares, y es importante que exista una considerable redundancia en las
capacidades de las citocinas para que el sistema inmunitario funcione normalmente. Ademas,
muchos tipos celulares diferentes tienen receptores para la misma citocina, dando lugar al
concepto de “red de citocinas” donde diferentes tipos de células secretan diferentes citocinas
capaces de unirse y estimular a miltiples tipos de células.

La primera evidencia de que sustancias producidas por los linfocitos actuaban sobre el
sistema neuroendocrino se obtuvo al comprobar que la timectomia neonatal en ratones,
provocaba una marcada degranulacion de las células somatotropas de la hipofisis
(BESEDOVSKY et al., 1975). En la actualidad es de gran interés el estudio de los efectos de
varios de estos factores inmunorreguladores, tales como IL-1, IL-2, IL-6, IFN-y, y TNF, asi

como de sus receptores, en el sistema neuroendocrino.
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TABLA XI

Caracteristicas comunes de las citocinas.

10.

Secrecion transitoria: la secrecidn de citocinas es un suceso breve y
limitado. En general no se almacenan en la célula.

Radio de accion corto, siendo su modo de accién autocrino o paracrino.
Actuacion a través de receptores especificos.

Produccién por diversos tipos celulares.

Solapamiento: diferentes citocinas con los mismos efectos.

Cascada de citocinas: un tipo de citocina influye sobre la sintesis de otra,
pudiendo alterar la produccién de otras citocinas.

Sinergismo/Antagonismo: la presencia de varias citocinas puede variar la
respuesta de forma cualitativa.

Pleiotropismo: una citocina tiene multiple dianas y acciones.
Cada tipo celular presenta receptores para multiples citocinas.
Transmodulacién a través del receptor: la unién de una citocina a su

receptor altera la expresion de receptores tanto para la propia citocina
como para otras.
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En principio se observé que al estimular el sistema inmune con estos factores
reguladores, se producia numerosos efectos sobre la secrecién de hormonas neuroendocrinas,
observandose un patrén comun, como el incremento en la secrecion de ACTH vy la inhibicion
de la liberacion de TSH, mientras que el comportamiento para otras hormonas, como
prolactina, GH y LH, no era tan uniforme (WEIGENT y BLALOCK, 1995). El efecto mejor
caracterizado es la capacidad de la IL-1 de estimular el eje hipotadlamo-pituitario-adrenal,
mientras que, en general, se puede decir que la IL-6, el TNFa y el INFy inhiben el eje
hipotalamo-pituitario-adrenal (VAN DER POLL et al., 1993).

Recientemente se sugirié una produccion local por parte del sistema neuroendocrino de
citocinas, habiéndose comprobado este hecho para el caso de la IL-1 e IL-6 (VANKELECOM
et al., 1989; KOENING et al., 1990). Asi, se demostré que células endocrinas productoras de
TSH de la hipofisis anterior presentaban inmunoreactividad en granulos citopldsmicos y
ARNm para IL-1B (KOENING et al., 1990). Este descubrimiento sugirié la posibilidad de
que IL-1pB estuviera implicada en la regulacion autocrina/paracrina de la hipéfisis durante el
proceso infeccioso, pudiendo jugar un papel importante en la secreciéon de TSH (KOENING
et al., 1990).

Seguramente, la citocina mejor estudiada de origen inmune producida por estructuras
endocrinas sea la IL-6. Asi, se ha observado que las células de la pituitaria anterior, tanto en
raton como en rata, secretan IL-6 de manera espontinea (SPANGELO et al, 1991),
pudiéndose aumentar su produccion por LPS, ésteres de forbol, IL-1p, TNFa, VIP, IFNy y
prostaglandina E; (SCHOBITZ et al.,, 1993), e interviniendo en el proceso rutas de
transduccion dependientes (TATSUNO et al., 1991) e independientes (SPANGELO et al.,
1991b) de AMPc. Ademas, otros investigadores han evidenciado como la liberacién de IL-6
es inhibida por los glucocorticoides (SARLIS et al., 1993). Por otra parte, algunos autores
han demostrado que en estado basal la pituitaria anterior y posterior liberan gran cantidad de
IL-6 biolégicamente activa, habiéndose descrito recientemente que las células del 16bulo
neurointermedio de la pituitaria también pueden secretar IL-6, y que tanto el LPS como la IL-

1B estimulan su produccién, siendo este efecto anulado por la vasopresina y la oxitocina.

1.4.1.2. Hormonas y neuropéptidos en el sistema inmune.

También el sistema inmunitario, es capaz de producir hormonas y neuropéptidos que

actian como inmunomoduladores. La primera vez que se observd que células del sistema
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inmunitario podian producir un péptido restringido hasta esa fecha a la glandula hipofisaria,
fue el descubrimiento en 1981 de que linfocitos infectados por el virus de la enfermedad de
Newcastle producian una proteina que compartia antigeneicidad y actividad biol6gica con la
ACTH (SMITH y BLALOCK, 1981). A partir de ese momento, se ha podido confirmar la
capacidad que tienen los linfocitos humanos y de ratén de producir ARNm del precursor de la
ACTH, la proopiomelanocortina (POMC) y péptidos relacionados con ella (BLALOCK,
1992, 1994a, 1994b). Ademas, se ha demostrado una homologia completa entre la ACTH de
la hipéfisis y la de leucocitos, al haberse observado que las secuencias de aminoécidos y de
nucledtidos de la ACTH de bazo y de hip6fisis son idénticas (SMITH et al., 1990). Por otra
parte, diversos autores han identificado ARNm de la POMC en macréfagos esplénicos
(LOLAIT et al., 1986), en timo de raton (LACAZE-MASMONTEIL et al., 1987), y en
linfocitos de sangre periférica humana estimulados con fitohemaglutinina (PHA) (OATES et
al., 1988).

Poco después de estos hallazgos, se observd que estimulando PBLs humanos con
mitégenos de células T se incrementaba al immunofluorescencia especifica de la subunidad f
de TSH o tirotropina (SMITH et al., 1993). Este estudio describia la sintesis de novo de TSH
de linfocitos con una estructura similar a la TSH hipofisaria. Detectandose también, ARNm
para la TSH en linfocitos humanos y murinos (KRUGER et al., 1989), asi como en lineas de
células T (PEELE et al., 1993). Después de la TSH, se identificaron en células inmunes otras
dos hormonas localizadas hasta ese momento en la hipéfisis, como son la LH y la FSH. Del
mismo modo, en 1986, los trabajos de HIESTAND et al. demostraron que los linfocitos
podian producir GH y prolactina al observar que linfocitos activados contenian ARNm de
estas dos hormonas. A partir de estos trabajos, otros investigadores han establecido mas
claramente que los linfocitos humanos y de rata producen ARNm de prolactina similar a la de
la hipéfisis (PELLEGRINI et al., 1992; O’NEAL et al., 1992). Por tltimo, se ha descrito en
numerosos estudios la produccion de GH por parte de linfocitos humanos y de roedores, asi
como de determinadas lineas celulares (HIESTAND et al., 1986; KAO et al., 1989; VARMA
et al., 1993), sugiriéndose que la GH producida por los linfocitos puede funcionar
fundamentalmente de una forma autocrina/paracrina, puesto que los niveles de GH
producidos por las células inmunes son muy bajos (KAO et al., 1992).

Dado que las células del sistema inmunitario producen y secretan hormonas
neuroendocrinas y que las hormonas liberadoras hipotalamicas tienen efectos sobre el sistema
inmune, se pensé que las células que componen este sistema podrian producir estos factores

de liberacién. El primer trabajo en este sentido, demostré la presencia de ARNm e
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inmunoreactividad para CRH en PBLs humanos sin estimular y en neutréfilos (STEPHANOU
et al., 1990). Otro factor liberador hipotaldmico identificado como producto de células del
sistema inmune, fue la GHRH (WEIGENT y BLALOCK, 1990), al observarse que el ARNm
de GHRH de los linfocitos poseia el mismo tamafio que el de la hormona hipotaldmica y que
el factor sintetizado de novo por los linfocitos, podia unirse al receptor d¢ GHRH de la
hip6fisis e incrementar la sintesis del ARNm de GH en linfocitos y en células hipofisarias.

Gracias a los distintos trabajos ya mencionados, se ha puesto de manifiesto que células
del sistema inmune son capaces de producir mediadores propios del sistema neuroendocrino
como son las hormonas, las cuales a su vez modulan distintas funciones del sistema
inmunitario. Esta modulacién viene determinada por la presencia en las células linfoides de
receptores especificos que tienen caracteristicas estructurales semejantes a los receptores
hallados en los 6rganos neuroendocrinos (Tabla XII). Asi, se han identificado receptores de
alta afinidad para ACTH en linfocitos T y B de rata (CLARKE y BOST, 1989), receptores
para TSH en neutréfilos, monocitos y linfocitos B (HARBOUR et al., 1990), receptores para
LH en linfocitos T, receptores para prolactina en linfocitos humanos y de raton (DARDENNE
et al., 1994) y receptores para GH en c€lulas del timo, bazo, PBLs de rata, humanos y ratén
(GALA, 1991; ARGETSINGER et al., 1993). También se han identificado receptores para
CRH en macréfagos y linfocitos B de bazo (DE SOUZA, 1993) y para GHRH en timocitos y
linfocitos esplénicos (BLALOCK, 1994b). Del mismo modo, han sido identificados
receptores para andrégenos y estrogenos en fracciones citosélicas del timo y en el epitelio
timico (PEARCE et al., 1981; GROSSMAN, 1985) y finalmente se han descritos receptores
para los glucocorticoides en linfocitos T, B, macréfagos, timocitos y células reticuloepiteliales
del timo (SMITH et al., 1977, WERB et al., 1978; CUPPS y FAUCI, 1982).

Los neuropéptidos, que también juegan un papel importante en la mediacion de los
efectos del sistema neuroendocrino en el sistema inmunitario, no sélo son producidos por las
células neuroendocrinas, sino que varios tipos celulares del sistema inmune son capaces de
producir idénticos factores, actuando de una forma paracrina en la regulacién de la actividad
de las células inflamatorias y de otros elementos tisulares.

Para establecer las relaciones entre ambos sistemas, es preciso definir en primer lugar
las relaciones anatdmicas entre las células inmunoldgicas del timo, bazo y ganglios linfaticos
y las terminaciones nerviosas que contienen a estos neuropéptidos. En la actualidad, esta
demostrado que el sistema nervioso periférico auténomo inerva directamente el tejido
parenquimatoso del timo, bazo, ganglios linfaticos, apéndice, médula 6sea y otros tejidos

linfoides, proporcionando una importante base anatomica de relacion entre el sistema
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TABLA XII
Células del sistema inmune que poseen receptores para determinadas
hormonas neuroendocrinas.
Tipo celular Receptor Autores Aiio
Células T y B de bazo de rata ACTH CLARKE y BOST 1989
JOHNSON et al 1992
Células de bazo B-endorfina CARR 1991
Neutréfilos, monocitos y céls B Tirotropina HABAUD et al. 1977
HARBOUR et al 1990
Células T y B de ratén y humano | Prolactina ALl et al. 1991
GALA y SHEVACH 1993
KROWN et al. 1994
Timo, bazo, PBLs de rata, ratony | GH ROUPAS et al. 1989
humano GALA 1991
ARGETSINGER et al. 1993
Bazo de rata y PBLs humanos GHRH GUARCELLO et al 1991
PBLs humanos CRH BURNTON et al. 1992
Lineas celulares T TRH HARBOUR et al. 1990
Timocitos de rata LHRH BLALOCK y COSTA 1990
Linfocitos T y B, macro6fagos, Glucocorti- SMITH et al. 1977
Timocitos coides WERSB et al. 1978
CUPPS y FAUCI 1982
Epitelio timico Androgenos PEARCE et al. 1981
Estrégenos GROSSMAN 1985
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nervioso y el sistema inmunitario (FELTEN et al., 1985). Asi, varios investigadores han
encontrado que diversos neuropéptidos como sustancia P (SP), péptido relacionado con el gen
de calcitonina (CGRP), péptido intestinal vasoactivo (VIP), somatostatina y neuropéptido Y,
estan presentes en la inervacién auténoma de los organos linfoides y son liberados en
respuesta a estimulos especificos (HERMANSON et al., 1987). En este sentido, se han
identificado en el timo de rata fibras nerviosas que contienen SP, CGRP, VIP y neuropéptido
Y (WEIHE et al., 1991). Por otra parte, se ha encontrado a lo largo de la arteria central de la
pulpa blanca del bazo inmunoreactividad para neuropéptido Y, met-encefalina y
colecistocinina (CCK) (FELTEN et al., 1985). Del mismo modo, se ha observado que el
tejido linfoide asociado a mucosas del aparato digestivo y de pulmoén, esta inervado por fibras
nerviosas que contienen SP, CGRP y VIP, y que son las zonas ricas en células T y
macrofagos las que estin mds abundantemente inervadas (FELTEN y FELTEN, 1991;
WEIHE et al., 1991).

No sélo los neuropéptidos son liberados a partir de las terminaciones nerviosas de los
6rganos linfoides, sino que también son sintetizados por parte de las células linfoides y no
linfoides del sistema inmune (Tabla XIII). Asi, se ha visto como la sustancia P es producida
por eosinéfilos humanos (ALIAKBARI et al., 1987) y por macréfagos (PASCUAL y BOST,
1990) y como existe inmunoreactividad positiva para somatostatina en granulos citoplasmicos
de macrofagos de ratones infectados por schistosomiasis (WEINSTOCK et al., 1990) y en
células epiteliales y neuroendocrinas del timo de rata (GOMARIZ et al., 1990).

Respecto al neuropéptido Y, se ha observado que puede ser sintetizado y secretado por
megacariocitos y plaquetas de rata y raton (ERICSSON et al., 1987; MYERS et al., 1988).
Por tltimo, se ha descrito la presencia de bombesina en células de la linea monocito-
macr6fago de humanos.

Las actividades inmunorreguladoras in vivo de estos péptidos estan influidas por un
gran numero de condiciones, entre las cuales podemos mencionar la concentracién y
distribucién de endopeptidasas tisulares especificas que se hallen en el microambiente en el
que el neuropéptido es liberado, la distribucion de las fibras nerviosas de estos neuropéptidos
en el 6rgano linfoide, asi como la concentracién que alcanza el neuropéptido en la proximidad
de las células efectoras (FELTEN y FELTEN, 1991), siendo un criterio adicional el hecho de
que las células inmunocompetentes expresan receptores especificos para estos neuropéptidos.
Ademas, los neuropéptidos pueden actuar sobre las células endoteliales, fibroblastos y otras
células del tejido conectivo, alterando el microambiente en el que tiene lugar la respuesta

inmune. Por dltimo, los neuropéptidos son también capaces de alterar el flujo sanguineo de
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TABLA XIII
Produccion de neuropéptidos en células del sistema inmunitario.

Neuropéptido Tipo celular Autor Aiio

Sustancia P Eosinéfilos de granulomas murinos. WEINSTOCK y BOROS | 1981
Eosindfilos humanos. ALIAKBARI et al. 1987
Macroéfagos. PASCUAL y BOST 1990

Somatostatina | Células cebadas, basdfilos, fagocitos |LYGREN et al. 1984
mononucleares. GOETZL et al. 1985
Macrofagos de granulomas murinos. WEINSTOCK et al. 1990
Células epiteliales y neuroendocrinas | GOMARIZ et al. 1990
De timo de rata.

Neuropéptido Y |Megacariocitos y plaquetas de rata y ERICSSON et al. 1987
raton. MYERS et al. 1988

Bombesina Monocitos y macréfagos humanos. MELONI et al. 1992
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determinados tejidos por sus propiedades vasoactivas, con la consiguiente modificacion del

movimiento de linfocitos, granulocitos y monocitos (BARANIUK et al., 1989).

1.4.2. Localizacion del VIP en el sistema inmune.

Diversos estudios han evidenciado la presencia de VIP en células relacionadas con el
sistema inmune (Tabla XIV). La primera evidencia de que las células del sistema inmune
podian producir VIP, fue la identificacién de inmunorreactividad para VIP en células cebadas
de peritoneo de rata mediante técnicas de radioinmunoensayo (CUTZ et al., 1978).
Posteriormente, mediante estudios inmunohistoquimicos de secciones de pulmén e intestino
de rata y ratén, asi como en células peritoneales de rata, se identificaron células cebadas
fuertemente positivas para VIP. La caracterizacion molecular indica que el VIP contenido en
las lineas celulares de células cebadas difiere estructuralmente del VIP;.;3, correspondiendo
en una alta proporcion a la forma truncada del mismo.

La evidencia de la produccién de VIP en células leucémicas de rata, ha sido demostrada
por la identificacion de su ARN por amplificacién con RT-PCR (WERSHIL et al., 1993). Asi
mismo, se ha visto como los eosindfilos de ratén y de humano pueden producir VIP
(ALIAKBARI et al., 1987; WEINSTOCK y BLUM, 1990).

La presencia de VIP en leucocitos mononucleares fue descrita por primera vez en
células mononucleares de sangre periférica humana y porcina (LYGREN et al., 1984). Por
otra parte, se ha demostrado la produccién de VIP en los linfocitos de érganos linfoides
centrales y periféricos. Estudios inmunohistoquimicos en secciones histolégicas de timo, bazo
y ganglio linfatico de rata y ratén, demostraron la presencia de células linfoides fuertemente
positivas, que constituia la mayoria de la inmunorreactividad para el VIP en estos 6rganos
(GOMARIZ et al., 1990, 1992), localizdndose, en la corteza profunda y médula del timo, en
la vaina linfoide periarteriolar de la pulpa blanca del bazo, asi como enlas zonas
interfoliculares T- dependientes y en la corteza profunda de los ganglios linfaticos. El nimero
de linfocitos positivos para VIP, es mayor en los drganos linfoides periféricos que en el timo
(LECETA et al., 1994). El andlisis por citometria de flujo de linfocitos marcados con
anticuerpos anti-VIP y anticuerpos que definen distintos marcadores de superficie, indicaron
que tanto los linfocitos B como los linfocitos T contienen VIP en los érganos linfoides
periféricos, y en estos ultimos, el VIP se localiz6 tanto en los suptipos de T colaboradores
como en los T supresores (LECETA et al., 1994). Del mismo modo, otros autores también

han evidenciado como linfocitos timicos y peritoneales serian capaces de sintetizar VIP, como
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TABLA XIV

Localizacidn tisular de VIP inmunorreactivo en el sistema inmune.

Periféricos

Localizacién Autor Aiio
Células cebadas de peritoneo de rata CUTZ et al. 1978
Leucocitos PMN O’DORISIO et al. 1980
Leucocitos mononucleares humanos y LYGREN et al. 1984
- Porcinos
Eosinofilos de raton y de humano ALIAKBARI et al. 1987
WEINSTOCK y BLUM 1990
Timo de rata y ratén GOMARIZ et al. 1990
Bazo y ganglio linfatico GOMARIZ et al. 1992
Células leucémicas de rata WERSHIL et al. 1993
Linfocitos T y B en 6rganos linfoides LECETA et al. 1994
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lo demuestra el hecho de la existencia de transcritos especificos para el mismo (GOMARIZ et

al., 1994b; DELGADO et al., 1996 y DELGADO et al., 1996b).
1.4.3. Receptores para VIP en células del sistema inmune.

Utilizando diversas técnicas, se han caracterizado receptores especificos para VIP en
diferentes células o lineas celulares implicadas en la respuesta inmune tanto de humano como
de roedores (Tabla XV). Adema4s, se ha constatado que dichos receptores estén acoplados a la
adenilato ciclasa.

El primer trabajo que caracterizd receptores para VIP en células mononucleares
sanguineas humanas, fue el realizado por GUERRERO et al. en 1981, el cual encontré dos
poblaciones de receptores: una de alta afinidad (Kq= 2’4 X 107'° M) y baja capacidad de unién
( 8 fmoles/10° células) y otra de baja afinidad (K= 870 x 10® M) y alta capacidad de unién
(800 fmoles/10° células). Al mismo tiempo, este grupo observé que el VIP incrementaba la
produccién de AMPc en células mononucleares sanguineas humanas (GUERRERO et al,,
1981).

Otros grupos han identificado receptores de VIP en PBLs humanos (DANEK et al.,
1983; OTTAWAY et al., 1983; CALVO et al., 1986 a), en monocitos humanos (WIIK et al.,
1985), linfocitos de rata y raton (OTTAWAY y GREENBERG, 1984; CALVO et al., 1986b),
macrofagos alveolares de rata (SAKAKIBARA et al., 1994) y en macrofagos peritoneales de
rata y ratén (SEGURA et al., 1991; CALVO et al., 1994a). En todos estos trabajos, la unién
del VIP a las células cumpli6 con los criterios bioquimicos para un receptor: dependencia del
tiempo, temperatura, pH, concentracion celular, asi como reversibilidad, saturabilidad y
especificidad farmacolégica. Tras el anélisis de los datos estequiométricos por €l método de
Scatchard, se obtuvieron generalmente dos clases de sitios de union para el VIP, uno con alta
afinidad (K4= 0’1-1’1 nM) y otro con baja afinidad (K4= 25-250 nM). Sin embargo, en otros
trabajos, s6lo se observé un sitio de union para el VIP con una afinidad de 0°2-0°47 nM, que
se corresponden con las Ky de los sitios de union para el VIP de alta afinidad. Por otra parte,
se piensa que solamente los receptores de alta afinidad estdn acoplados funcionalmente al
sistema adenilato ciclasa, tanto en el sistema inmune como en el resto de los sistemas
estudiados (CARMENA y PRIETO, 1983; CALVO y GUERRERO, 1993).

Por otra parte, se ha demostrado la presencia de receptores para VIP en varias lineas
celulares humanas, tales como linfoblastos Molt 4b (BEED et al., 1983), la linea celular

humana pre-B Nalm 6, en la que se ha descrito una tinica poblacién de receptores con una
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TABLA XV
Receptores para VIP en células del sistema inmune.

Tipo celular KqT Kgi [sitiosicel T sitios/cél Autor Afio
Monocito humano 024 80 4800 48000 GUERRERO et al. 1981
Monocito humano 024 -—- 2000 - OTTAWAY etal. 1983
Monocito humano 0’25 --- 9600 -—-- WIIK et al. 1985
Linfocito humano 0°47 - 1700 -m- DANEK et al. 1983
Linfocito de ratén (GL) | 0°22 -—- 2150 - OTTAWAY etal. 1984
Linfocito de ratén (B) 022 - 880 ---- OTTAWAY et al. 1984
Linfocito de ratén (PP) | 0°24 --- 490 -—-- OTTAWAY et al. 1984
Linfocito de rata 0°05 142 1566 183000 CALVO etal. 1986b
Esplenocito de rata 0’10 255 2770 1755000 CALVO etal. 1986b
Mieloma humano 760 - 41207 -—-- FINCH et al. 1989
Linfocito B humano 9’10  --- -—-- ---- O’DORISIO et al. 1989b
Célula NK humana 039 --- 2409 - OTTAWAY et al. 1990
CD4" humano 025 - 2530 ---- OTTAWAY et al. 1990
CD8" humano 042 --- 2288 ---- OTTAWAY et al. 1990
Linfocito humano 0’11 - 927 - ROBERTS et al. 1991
Macréf, Peritoneal rata | 1’10 71 6600 250000 SEGURA et al. 1991
Macrof. Peritoneal ratén | 1705 66 | 11400 423000 CALVO etal. 1994

020  --- 1190 ---- SAKAKIBARA et al. | 1994

Macrofagos alveolares

Kq: constante de disociacién; T: alta afinidad; {: baja afinidad; GL: ganglios linféticos; B:
bazo; PP: Placas de Peyer
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Kq= 12’6 nM, en membranas de células plasmaticas de la linea Dakiki, en la que también se
encontré un solo tipo de receptor con una K4= 9’1 nM (O’DORISIO et al., 1989), en células
de mieloma U266, donde se encontré un solo receptor con una K4=7"6 nM y en células de la
linea Jurkat, derivada de una leucemia humana de células T, en la se encontré un solo tipo de
receptor con una K4 = 5’2 nM (FINCH et al., 1989). En estas lineas celulares, los receptores
de VIP expresados por ellas poseen una afinidad y una capacidad de unién que son mayores
que las descritas para los linfocitos circulante humanos de individuos sanos.

Actualmente, también se han caracterizado receptores para VIP en las subpoblaciones
linfoides mas importantes, como son las células T cooperadoras (CD4"), las células T
supresoras/citotoxicas (CD8"), las células B y los linfocitos grandes granulares (CD16").

Una observacion digna de interés fue que el VIP se unia al antigeno CD4 de los
linfocitos humanos, compitiendo por ello con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH-
1) (RUFF et al., 1987). Este hecho se atribuy6 a la semejanza estructural que existe entre el
péptido de la envoltura glicoprotéica del VIH-1 (péptido T), que es la secuencia por la que se
une a la molécula CD4, y la secuencia de aminoacidos 4-11 del VIP. Posteriormente, ha
habido resultados contradictorios a este respecto y otros autores no han encontrado
interaccion entre el péptido T y el receptor de VIP (NGUYEN, 1988; POZO et al., 1995)

En cuanto a la transduccién de sefial del VIP en células del sistema inmune, cabe decir
que se ha visto que el VIP incrementa la produccion de AMPc y estimula la proteina quinasa
dependiente de AMPc. Asi, se ha observado la estimulacion de la produccién de AMPc por el
VIP en linfocitos humanos (GUERRERO et al., 1981; OTTAWAY et al., 1983; CALVO et
al., 1986a), monocitos humanos (WIIK, 1988a), macréfagos alveolares de rata
(SAKAKIBARA et al., 1994), y en macrofagos peritoneales de rata y raton (SEGURA et al.,
1992a; CALVO et al., 1994b). Por otra parte, también se ha observado que el VIP estimula la
actividad adenilato ciclasa en membranas de linfocitos humanos (O’DORISIO et al., 1981),
en varias lineas celulares humanas, tal y como los linfocitos T Molt 4b (BEED et al., 1983) y
en varias lineas celulares de raton (ROBBERECHT et al 1989b).

La produccion de AMPc estimulada por el VIP activa posteriormente a la proteina
quinasa dependiente de AMPc. Asi, se ha visto que el VIP estimula la PKA en PBLs
(GUERRERQO, et al., 1984) y en linfocitos Molt 4b (O’DORISIO et al., 1985).

Dentro del mecanismo de accion del VIP en las células del sistema inmune, se ha
comprobado que los nucleétidos de guanina regulan la unién del VIP a sus receptores en
membranas de macrofagos peritoneales de rata (SEGURA et al.,, 1992b), sugiriendo un

acoplamiento de los receptores de VIP a proteinas G. Otro hecho comprobado es que el VIP y
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el analogo del GTP, Gpp(NH)p, actiian sinérgicamente en el proceso de estimulacién de la
adenilato ciclasa en membranas de linfocitos humanos y en linfoblastos Molt 4b (O’DORISIO
et al., 1981, 1985b), lo que sugiere que el VIP interactua con un receptor acoplado a la
adenilato ciclasa utilizando como intermediario en el proceso de activacién a una proteina Gs.
Hasta ahora, todos los receptores para VIP en células del sistema inmune a los que hemos
hecho referencia son receptores de membrana, sin embargo, existe la posibilidad de que el
VIP también interaccione con receptores situados en el nicleo celular y active una proteina
quinasa C nuclear, tal y como ha sido demostrado en esplenocitos de rata (ZORN y
RUSSELL, 1990).

ROBBERECHT et al. (1988b) caracterizaron el receptor de VIP en linfoblastos de la
linea celular SUP-T1, derivada de un linfoma infantil de células T, y observaron la existencia
de un nuevo tipo de receptor especifico de VIP (VPAC,), el cual mostraba mas afinidad por la
helodermina (K4 = 3 nM), que es un péptido de la familia del VIP, que por éste ultimo.
Ademas, comprobaron que la unién del VIP al receptor de la linea celular SUP-T1 da lugar a
un aumento en los niveles de AMPc intracelulares por acoplamiento al sistema de la adenilato
ciclasa (ROBBERECHT et al., 1989a). Por otra parte, también observaron que la unién y la
estimulacion de la produccion de AMPc por parte del VIP esta sometida a un mecanismo de
regulacién homéloga (ROBBERECHT et al., 1989c¢). Por 1ltimo, es interesante comentar que
este tipo de receptor de VIP ha sido descrito en la linea humana de monocito-macréfago THP-
1 (GESPACH et al., 1989) y en un linfoma de células T murinas (ABELLO et al., 1989a).

1.4.4. Efectos del VIP sobre las células del sistema inmune,

Se ha descrito anteriormente la existencia de fibras VIPérgicas en diferentes 6rganos
linfoides, también se ha comprobado que el VIP puede ser producido por ciertas células
inmunes y que existen receptores para VIP en estas células (CALVO et al., 1986a, 1986b,
1994a; OTTAWAY et al., 1990). Asi pues, podemos sugerir que el VIP es un neuropéptido
con propiedades inmunorreguladoras, que posee numerosos efectos sobre el funcionamiento
de las células implicadas en la respuesta inmunitaria y que estos efectos parecen estar
mediados por el AMPc (TSENG y O’DORISIO, 1989).

Seguidamente se describen algunos de los efectos del VIP sobre las funciones de las
principales clases de células que intervienen tanto en la inmunidad natural (macréfagos,

neutréfilos y células citotdxicas o células NK), como en la inmunidad especifica (linfocitos T
y linfocitos B) (Tabla XVT).
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TABLA XVI

Modulacion de la funcion de las células inmunes por el VIP.

Funcién inmune Efecto Autor Ao
Proliferacion de linfocitos con Con-A Inhibicién OTTAWAY et al. 1984
Migracion de los linfocitos T4 “in vivo” Inhibicién MOORE et al. 1984
Migracion de los linfocitos T4 “in vitro” Inhibicion OTTAWAY 1984
Liberacion de histamina por mastocitos Estimulacion |PIOTROWISKI et al. | 1985
Citotoxicidad de las células NK Inhibicién ROLA-P et al. 1985
Sintesis de ADN Inhibicién STANISZ et al. 1986
Produccion de IgA en placas de Peyer Inhibicién STANISZ et al. 1986
Produccion de IgM en placas de Peyer Estimulacidon [ STANISZ et al. 1986
Produccion de IL-2 Inhibicion OTTAWAY 1987a
Estallido respiratorio en monocitos Inhibicion WIIK 1989a
Proliferacion de linfocitos con Con-A Estimulacién | PEURIERE et al. 1990
Produccion de IL-5 Estimulacion | WEINSTOCK 1991
Produccién de IgM en mononucleares h. Inhibicion ADELMAN et al. 1991
Quimiotaxis macréfagos alveolares rata Inhibicion ~ |LITWIN et al. 1992
Adherencia a sustrato macréfago perit. rata Inhibicién SEGURA et al. 1993
Produccion de IL-2 en céls T CD4* Inhibicion | SUNy GANEA 1993
Adherencia linfo. h. a moléculas de integrina | Estimulacion [JOHNSTON et al. 1994
Produccion de IL-4 en timocitos Inhibicién XIN et al. 1994
Produccién IgA en lamina propia intestinal Estimulacién | BOIRIVANT et al. 1994
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1.4.4.1. Efectos del VIP en células fagociticas.

Se ha descrito que el VIP inhibe la adherencia a sustrato de los macréfagos peritoneales
de rata mediante un mecanismo en el que esta implicado el AMPc (SEGURA et al., 1993), sin
embargo, ha sido demostrado que estimula la adhesion de linfocitos T humanos a moléculas
de integrinas (ICAM y VCAM) y proteinas de la matriz extracelular (JOHNSTON et al.,
1994), asi como la agregacién homotipica de lineas celulares B humanas mediante un
incremento de la interaccién entre LFA-1 y la integrina ICAM-1 (ROBICHON et al., 1993).

Otros autores, han descrito un efecto opuesto del VIP sobre la migracién de los
leucocitos polimorfonucleares dependiendo de la concentracion del péptido (BONDESSON et
al., 1991). Por otra parte, LITWIN et al. (1992) han descrito un efecto inhibidor del VIP en la
quimiotaxis de macréfagos alveolares de rata. Por tltimo y en relacién a la capacidad
quimioatrayente, se ha observado como el VIP y el péptido T (octapéptido similar al extremo
N-terminal del VIP), inducen la quimiotaxis de monocitos humanos (SACERDOTE et al.,
1987; RUFF et al., 1987).

Varias evidencias en diferentes modelos experimentales, sugieren que el VIP puede
modular la distribucién de los linfocitos en los tejidos. Asi, se ha observado que la infusién de
VIP in vivo en los vasos linfaticos aferentes de los ganglios linfaticos popliteos de cordero,
conlleva una disminucién de la salida, tanto de linfocitos pequefios circulantes como de
linfoblastos, por el vaso linfatico eferente, con una accién selectiva sobre los linfocitos T
colaboradores (MOORE et al., 1988). Esta inhibicion de la capacidad migratoria de los
linfocitos puede estar asociada con un aumento en la produccion de AMPc (MOORE y
LACHMAN, 1982; MOORE, 1984). En este sentido, estudios realizados in vitro incubando
linfocitos T de ratén en presencia de VIP, han demostrado que se produce un descenso (50%)
en la densidad de los receptores para VIP expresados en estas células, y que una vez
inyectados los linfocitos en la circulacién del raton, se produjo una fuerte inhibicién dosis-
dependiente de la colonizacion de las placas de Peyer y de los ganglios
mesentéricos por los linfocitos pretratados con VIP (OTTAWAY, 1984, 1985). Otros
trabajos demuestran que el VIP suprime la funcién fagocitica de particulas inertes en
macrdfagos peritoneales y alveolares, implicando un aumento en la concentracién intracelular
de AMPc (LITWIN et al., 1992; ICHINOSE et al., 1994). Sin embargo, JOHNSTON et al.
(1994) demuestran que el VIP estimula de forma significativa la capacidad quimioatrayente in

vitro de los linfocitos T humanos tanto CD4" como CD8".
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Por otra parte, ha sido descrito que el VIP inhibe el estallido respiratorio en monocitos
humanos activados con zymosan a través de un mecanismo AMPc- dependiente (WIIK,
1989a). Por ultimo, se ha descrito que el VIP induce de forma dosis-dependiente la secrecién

de histamina por mastocitos peritoneales de rata (PIOTROWSKI y FOREMAN, 1985).
1.4.4.2. Efectos del VIP en linfocitos.

El primer efecto del VIP descrito sobre células del sistema inmunitario, hacia referencia
a la accién de este neuropéptido sobre la respuesta proliferativa de los linfocitos. Asi, tras la
adicién de VIP a cultivos de linfocitos de érganos linfoides secundarios, se observé una clara
inhibicién dosis-dependiente de la proliferacién de los linfocitos T inducida por concavalina
A (Con A) y fitohemaglutinina (PHA) (OTTAWAY y GREENBERG, 1984). Con
posterioridad, otros autores han obtenido resultados similares en células mononucleares
circulantes (OTTAWAY et al., 1983), en linfocitos de bazo, ganglios linfaticos y placas de
Peyer (STANISZ et al., 1986), en cultivos de células T de bazo murino (BOUDARD vy
BASTIDE, 1991) y en la linea linfoblastica humana Molt-4b (O’DORISIO et al., 1985a;
TANG et al., 1992). También se ha observado una disminucién en la sintesis d¢ ADN en
células mononucleares o en linfocitos obtenidos de bazo, timo, ganglios linfaticos, placas de
Peyer y PBLs de ratén, cuando se cultivaron en presencia de VIP, al igual que una
disminucion de la incorporaciéon de timidina triada en linfocitos de bazo y placas de Peyer
estimulados con concavalina A en presencia de VIP (STANISZ et al., 1986; YIANGOU et al,,
1990). Autores como PEURIERE et al.(1990), han demostrado que el efecto regulador del
VIP sobre la respuesta proliferativa a la ConA en linfocitos de bazo de conejo, parece ser
dependiente del tiempo y bimodal. De esta forma, cuando el VIP es afiadido al cultivo a la
vez que el mitégeno, se produce una inhibicién de la respuesta proliferativa, mientras que
cuando los esplenocitos se incubaron durante mds de seis horas en presencia de VIP, el efecto
fue estimulador. Sin embargo, otros autores (ROBERTS et al.,1991) no han encontrado efecto
alguno del VIP sobre la proliferacion de linfocitos humanos de sangre periférica inducida
por Con A.

La actividad inmunomoduladora del VIP puede estar mediada por los efectos que ejerce
sobre la produccion de citocinas. Asi, la hipdtesis de trabajo formulada por OTTAWAY vy
GREENBERG fue que la unién del VIP a su receptor en los linfocitos T cooperadores, daba
lugar a una disminucion en la produccion de IL-2, lo que impedia una respuesta normal a los

mitogenos. Posteriormente, esta hip6tesis ha sido apoyada por la constatacion de que este



INTRODUCCION, 57

neuropéptido inhibe la produccion de IL-2 en células T CD4" de bazo estimuladas con
mitégenos y activadas a través del receptor especifico de antigeno de células T (TCR)
(BOUDARD y BASTIDE, 1991; GANEA y SUN, 1993) y en timocitos murinos estimulados
a través del complejo TCR/CD3 (XIN et al., 1994). Ademas, el VIP tiene un efecto inhibitorio
en la producciéon de IL-4 por parte de timocitos y células de bazo murino activados via
TCR/CD3,con el condicionante de que este efecto no esta mediado directamente por el VIP,
sino que parece ser una consecuencia de la inhibicién de la produccion de IL-2 (SUN y
GANEA, 1993; XIN et al., 1994).

También se ha observado como el VIP actiia a nivel de otras citocinas. Asi, se ha
descrito que este péptido estimula la produccion de IL-5 en linfocitos activados de ratones
infectados con schistosomiasis (MATHEW et al., 1992), al igual que en linfocitos T de la
mucosa intestinal de ratones sanos (WEINSTOCK, 1991). Ademas, tiene unos efectos
inhibitorios sobre la produccién de IFN-y en células mononucleares de sangre periférica
humana estimuladas in vitro con enterotoxina, siendo esta inhibicién dosis-dependiente
(MUSCETTOLA y GRASSO, 1990).

Se ha demostrado también un efecto modulador del VIP en la produccién de
inmunoglobulinas en diferentes tipos celulares cultivados in vitro. Parece que esta accién
moduladora es isotipo-especifica y con unos efectos érganos especificos. Asi, se ha descrito
que en cultivos estimulados con concavalina A, el VIP produce un aumento en la secrecion de
IgA en linfocitos de los ganglios linfaticos mesentéricos y del bazo, mientras que incrementa
la sintesis de IgM y disminuye la de IgA en las placas de Peyer (STANISZ et al., 1986). En
humanos, el VIP incrementa la produccién de IgA y disminuye la de IgG en cultivos de
células mononucleares de lamina propia intestinal (BOIRIVANT et al., 1994), inhibe la
produccién de IgG en leucocitos mononucleares circulantes (ADELMAN et al., 1991) y
estimula la sintesis de IgM en linfocitos circulantes (ANNIBALE et al., 1990). En células B
de amigdalas, el VIP incrementa la secrecion de IgA sin afectar a la de IgG o IgM
(ISHIOKA et al, 1992). Otros autores (KIMATA et al., 1993) describen que el VIP inhibe la
produccion de IgE en células mononucleares de amigdalas, sin afectar la produccion de otras
inmunoglobulinas, en paciente atpicos. Todos estos efectos, que demuestran la capacidad
que tiene el VIP de modular la produccién de inmunoglobulinas en tejidos y leucocitos
mononucleares de sangre, parecen estar mediados por la accién del neuropéptido en los
subtipos de linfocitos T reguladores, ya que sélo un nimero pequefio de células B periféricas
tienen receptores para VIP (OTTAWAY et al., 1990) y el efecto modulador del VIP sobre al
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sintesis de Ig parece depender de la presencia en el cultivo de linfocitos T y monocitos

(OTTAWAY et al., 1987; ADELMAN et al., 1991; KIMATA et al., 1993).
1.4.4.3. Efectos del VIP en células citotoxicas.

También se ha visto involucrado el VIP en la regulacion de la actividad citotéxica de
las células NK. Asi por ejemplo, se describe como el VIP inhibe la funcién efectora de estas
células cuando esta presente en el medio de incubacién, y sin embargo, se produce un
incremento de esta actividad cuando se preincuban las células NK en presencia de VIP
(ROLA-PLESZCZYNSKI et al., 1985). La hipdtesis que proponen los autores €s que un
aumento transitorio de la concentracion de AMPc ejerceria un efecto estimulador sobre la
capacidad citotoxica, en cambio, un incremento persistente tendria el efecto contrario. Esta
accion del VIP sobre la capacidad citotoxica natural se ha descrito en células NK de sangre
humana (ROLA-PLESZCZYNSKI et al., 1985; SIRIANNI et al., 1992) y de bazo, ganglios
linfaticos mesentéricos y células mononucleares de sangre periférica de raton (YIANGOU et
al., 1990).

1.4.5. Perfil farmacoldgico del VIP en células del sistema inmune.

El analisis farmacolégico de los receptores de VIP en células del sistema inmune
permite el estudio de la heterogeneidad de dichos receptores, asi como la posibilidad de
asignar funciones bioldgicas especificas para este neuropéptido. Pero la capacidad para
valorar la importancia del VIP en diferentes procesos inmunoldgicos, ha estado limitada por
. la ausencia de potentes antagonistas especificos, ya que para entender mejor su papel
fisiologico es preciso disponer de antagonistas que puedan revertir el efecto del VIP cuando
actia sobre sus receptores especificos. En este sentido, han sido descritos diversos
antagonistas del receptor del VIP, entre los que cabe mencionar el analogo del GRF [Ac-
Tyrl,D-Phez]GRF-(l-29)-NH2 , €l cual resulta de la sustitucion de un aminodacido en la regién
N-terminal por un D-isomero y de la modificacion del residuo tirosina N-terminal
(WAELBROECK et al., 1985; LABURTHE et al., 1986), el analogo del VIP [4 CI-D-
Phe®,Leu'’] VIP (PANDOL et al., 1986), el fragmento C-terminal del VIP [VIP (10-28)]
(BISSONETTE et al., 1984), anadlogos quiméricos como la neurotensina (6-11)-VIP(7-28)
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(GOZES et al., 1991) y més recientemente el VIP(6-28)-PACAP(28-38) (FISHBEIN et al.,
1994).

Diversos estudios han sido llevados a cabo con los antagonistas arriba mencionados.
Asi, el [4-Cl-D-Phe® Leu'’]VIP ha sido descrito como antagonista especifico del receptor de
VIP en pancreas de rata (PANDOL et al., 1986), vesicula seminal (RODRIGUEZ-PENA et
al., 1991), intestino (GRIDER y RIVIER, 1990; ESPAT et al., 1995) y tejido cardiaco de
perro (HILL et al.,, 1995). De igual modo, la molécula andloga al GRF [Ac-Tyrl,D-
Phe’]GRF}.2-NH, muestra un eficaz comportamiento como antagonista especifico del
receptor del VIP en pancreas de rata (WAELBROECK et al., 1985), intestino (LABURTHE
et al., 1986) vesicula seminal (RODRIGUEZ-PENA et al., 1991), médula espinal de rata (XU
y WIESEMFELD-HALLIN, 1991) y en colon de gato (BLANK et al., 1990). Finalmente, la
neurotensina (6-11)-VIP(7-28) ha sido descrita como un potente antagonista del receptor del
VIP en sistema nervioso central de rata (GOZES et al., 1991; LILLING et al., 1995).

Con respecto a los efectos que ejercen estos antagonistas del receptor del VIP en células
del sistema inmune, existe poca informacién disponible. Sin embargo, se conoce que el [4Cl-
D-Phe6,Leu17]VIP revierte el efecto inhibitorio del VIP sobre la actividad natural killer en
células humanas (SIRIANNI et al., 1992), reduce el efecto del VIP sobre la produccion de
AMPc y la proliferacion estimulada por ConA en linfocitos murinos (OTTAWAY et al.,
1992), asi como también inhibe la capacidad de adherencia al sustrato en macréfagos

peritoneales de rata (SEGURA et al., 1993).
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2. EL MACROFAGO.

El sistema inmune comprende un conjunto de células y factores solubles que se han
desarrollado en los seres vivos partiendo de la necesidad que tienen de protegerse frente a
todo aquello que le es extrafio. Se halla compuesto por los 6rganos linfoides, primarios y
secundarios, y por los linfocitos y células del sistema mononuclear fagocitico que se
encuentran circulando por el organismo.

El sistema mononuclear fagocitico consta de células ampliamente distribuidas derivadas
de una extirpe pluripotencial comin que se encuentran principalmente en la médula dsea
aunque aparece también en otros tejidos(VAN FURTH y COHN, 1968). Las células
fagociticas que forman este sistema estan involucradas en numerosas e importantes funciones,
basicamente la fagocitosis y la presentacién antigénica. Tras su maduraciéon y posterior
activacion, adquieren diferentes formas morfoldgicas: granulocitos, células epitelioides,
células gigantes, células de la microglia, células de Kupffer, monocitos, macréfagos y
osteoclastos (Tabla XVII).

La primera linea de defensa frente a la infeccién estd representada por las células
fagociticas a través de un proceso que en conjunto se conoce como fagocitosis, mediante el
cual estas células tratan de ingerir y eliminar los microorganismos infectantes. Desde los
estudios de METCHNIKOFF en 1893 sobre las propiedades de los fagocitos, ha sido patente
la importancia del sistema fagocitico mononuclear en los mecanismos de defensa del huésped.

ASCHOFF designé en 1924 a estas células como integrantes del sistema reticulo
endotelial, pero estudios recientes sobre la morfologia, citoquimica, marcadores de superficie
y propiedades celulares in vivo e in vitro, han conducido a la definicién de un sistema celular
conocido ahora como sistema fagocitico mononuclear. Los fagocitos mononucleares
comprenden los monocitos de la sangre periférica circulantes, sus células precursoras en la
medula en la médula 6sea y los macrofagos histicos.

Los monocitos-macréfagos se originan en la médula 6sea y derivan de la linea
mieloide granulo-monocitica. Estan ampliamente distribuidos por el organismo dando lugar a
una gran heterogeneidad tanto estructural como funcional. Particularmente estan presentes en
médula osea, sangre periférica, tejidos (higado, pulmones, tejido conectivo, nédulos
linfaticos, timo, hueso, rifiones, tejido linfoide asociado a mucosas, tracto gastrointestinal,
tracto genitourinario, sistema endocrino, sistema nervioso central y piel), cavidades serosas

(pleural y peritoneal) y en tejidos inflamatorios



Médula 6sea

Tejido solido

Piel

Higado

Pulmén

Hueso

Membrana sinovial
Sistema nervioso central
Cavidad pleural
Cavidad peritoneal
Exudado inflamatorio crénico

Granuloma
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TABLA XVII
Células de la linea celular de monocitos — macréfagos.
Tejido Denominacién del tipo celular
Sangre Monocitos

Monocitos, monoblastos, promonocitos
Macréfagos residentes ( histiocitos)
Células de Langerhans

Células de Kupffer

Macréfagos alveolares
Osteoclastos

Células sinoviales tipo A

Microglia

Macréfagos pleurales

Macroéfagos peritoneales
Macréfagos del e)gudado

Células epiteliodes, células gigantes multinucleadas
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2.1. MORFOLOGIA Y CARACTERISTICAS HISTOQUIMICAS.

El monocito de la sangre periférica es una célula movil, de tamafio mediano o grande,
capaz de diferenciarse en macréfago libre, mas grande, que se encuentra caracteristicamente
en los lugares de inflamacion y en los liquidos peritoneal, pleural y sinovial. En la circulacion,
el monocito se encuentra marginado a lo largo de las paredes vasculares y muestra una
tendencia a adherirse a las superficies. El monocito responde a la inflamaciéon y a los
estimulos quimiotacticos mediante una diapédesis activa a través de la pared del vaso hacia el
foco inflamatorio, donde puede diferenciarse en forma de macréfago libre de mayor tamafio,
con superior capacidad fagocitica y un contenido aumentado en enzimas hidroliticas.

En las extensiones de sangre periférica tefiidas, el monocito tienen un didmetro de 12-
15 p y representa de 3%-8% de los leucocitos circulantes. Su nucleo es voluminoso,
generalmente situado de forma excéntrica, suele ser arrifionado pero puede ser redondo o
irregular. El citoplasma es difuso y esta repleto de pequefios lisosomas que al microscopio
optico le confieren el tipico aspecto en “vidrio mate” (Fig. 7).

A medida que el monocito empieza su evolucién a macréfago, la célula aumenta en
tamafio, asi como en cantidad de enzimas hidroliticas del interior de los lisosomas. Al mismo
tiempo, el tamafio y el nimero de sus mitocondrias aumenta, como lo hace también su
metabolismo energético, el complejo de Golgi que concentra los lisosomas aumenta en
tamaiio y complejidad de sus vesiculas.

Cuando el monocito se diferencia en macréfago, agranda su citoplasma, alcanzando un
diametro de 25-50 um. Tiene un nicleo arrifionado o fusiforme excéntricamente situado, con
uno o dos nucléolos y una cromatina nuclear finamente dispersa de forma laxa que tiende a
aglutinarse en el interior del nicleo. En el citoplasma, se observan algunas mitocondrias, cuyo
numero y tamafio varia con la actividad fagocitica y metabdlica de la célula; también se
aprecia un complejo de Golgi amplio, bien desarrollado, en localizacion yuxtanuclear, asi
como una cantidad variable de ribosomas libres y reticulo endopldsmico rugoso. El rasgo mas
constante y caracteristico de los macrofagos son los lisosomas, los cuales son abundantes en
los macréfagos en reposo, viéndose su ntimero muy reducido en las células que estan
fagocitando activamente. Posteriormente, los lisosomas son regenerados por el aparato de
Golgi. El citoplasma de los macréfagos posee también cierta cantidad de fagosomas y de
cuerpos residuales. El material residual puede ser expulsado del interior del macréfago por
exocitosis, pudiendo permanecer secuestrado en el interior de los tejidos, o bien, volver a la

circulacién para ser excretado o reutilizado en los procesos biosintéticos. Las células en
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Fig. 7.- Vista del monocito al microscopio electrénico: L: lisosomas; G: aparato de Golgi;

M: mitocondrias; P: seudépodos.
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actividad fagocitaria poseen proyecciones citoplasmaticas irregulares o seudépodos que
participan en el movimiento ameboide y en la fagocitosis (Fig. 8).

Por lo que se refiere a sus caracteristicas histoquimicas, el macréfago produce una serie
de enzimas que se han utilizado para su identificacion. Asi, podemos mencionar la esterasa
inespecifica citoplasmatica, la peroxidasa (ausente en los macréfagos peritoneales residentes),
la 5’-nucleotidasa (ausente en macréfagos activados), la aminopeptidasa y la fosfodiesterasa

alcalina I, estas dos tltimas aumentadas en los macréfagos activados.

2.2. CINETICA CELULAR.

El monocito de la sangre es una fase intermedia de una estirpe celular, cuya forma
identificable més joven en la médula dsea es el promonocito y su forma mas madura en el
tejido es el macrofago. Las células de esta linea forman el sistema mononuclear fagocitico.

El término sistema mononuclear fagocitico se aplica hoy dia al grupo de células que se
habia calificado antes como sistema reticuloendotelial. El concepto de un sistema de células
fagociticas especializado, ampliamente diseminado por todo el cuerpo, fue primeramente
planteado por METCHNIKOFF a principios de siglo. Posteriormente, los morfélogos
observaron que ciertas células captaban los pigmentos que se administraban por via
intravenosa. ASCHOFF identificé a estas células como macréfagos en el tejido conectivo,
microglia en el sistema nervioso central, células endoteliales en los sinusoides vasculares, y
células reticulares en los dOrganos linfoides, y sugirié que estos tipos celulares diferentes
actuaban en la defensa del huésped fagocitando a invasores extrafios como los
microorganismos y los agrupd dentro del sistema reticuloendotelial (SRE).

Las células fagociticas se originan en la médula dsea y son el resultado final de una
secuencia de hechos de maduracion y diferenciacion celular bien caracterizados (Fig. 9).
Todas ellas derivan de una sola célula madre mieloide conocida como CFU-G/M (unidad
formadora de colonias granulocito/monocito), procedente, a su vez, de una célula madre
hematopoyética pluripotencial (CFU-S). La célula mieloide CFU-G/M, presente en un 90-
95% en la médula 6sea, se diferencia posteriormente hacia las dos lineas progenitoras de
células fagociticas: granulocitos y células fagociticas mononucleares (monocitos-
macrofagos). La proliferacion de CFU-G/M vy su diferenciacion hacia la produccion de la
serie granulocitica y monocitica, estin reguladas al menos por dos factores de estimulacién
colonial de naturaleza glucoprotéica: el GM-CSF, que es un factor multilinea hematopoyético

que aumenta la produccién de granulocitos y monocitos-macréfagos, y el M-CSF, que
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Fig. 8.- Macréfago activado obtenido del peritoneo de una rata inyectada previamente con
particulas de latex intraperitonealmente. P: particulas fagocitadas; M: mitocondrias; rER:

reticulo endoplasmatico rugoso; L: Lisosomas; R: cuerpos residuales; Pp: seudopodos.
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Fig. 9.- Esquema de diferenciacién de las células del sistema mononuclear-fagocitico
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estimula la supervivencia, la proliferacién, la diferenciacion y la funcién de los fagocitos
mononucleares. Las células del sistema mononuclear fagocitico salen de la médula como
monocitos, y van a localizarse en los diferentes tejidos donde adoptan las caracteristicas y el
nombre de macréfagos histicos. Estos se caracterizan por un mayor tamafio, un metabolismo
mas activo y un sistema lisosémico y una actividad fagocitica mucho mas desarrollada
(TERRITO y CLINE, 1975). Sufren diferentes grados de diferenciacion y especializacion, en
funcion del tejido donde se hallan y los estimulos recibidos, asi hablamos de macréfagos
residentes, inflamatorios y activados (ADAMS y HAMILTON, 1984). En circunstancias
ordinarias, los macréfagos histicos no vuelven a entrar en el torrente circulatorio. Sin

embargo, en determinados procesos se han observado macréfagos en la sangre.
2.3. PROTEINAS DE MEMBRANA.

El macréfago presenta en su superficie diversas moléculas o proteinas de membrana
(GORDON et al., 1988; PEREZ et al., 1990) que actian como receptores para otros tantos
ligandos y que estan relacionadas con sus diversas capacidades funcionales (Tabla XVIII).

Esta extensa enumeracion de receptores de superficie da una idea de la complejidad de

la regulacién y la funcién de dichas células en la respuesta inmune.

1) Moléculas relacionadas con la diferenciacién y activaciéon del sistema monocito-

macréfago.

El descubrimiento de la metodologia de los cultivos celulares en medios semisélidos,
permitié conocer la importancia que tenian ciertos factores solubles en la regulacién del
sistema hematopoyético en general. Cuando se definieron sus caracteristicas, se les llamé
factores estimulantes de colonias (CSF). Dependiendo de la progenie a la que daban lugar las
colonias, se les denominé factor estimulante de colonias granulomonociticas (GM-CSF),
granulociticas (G-CSF), etc. (METCALF, 1989). Asi, se ha podido observar que existen
receptores para estos factores estimulantes de colonias en los macréfagos, siendo
fundamentales para su proliferacion y diferenciacion. También existen receptores para la IL-2
(CD 25), ausentes en el macrofago residente, siendo su expresion inducida por el IFNy;
receptores para la transferrina (CD 71), muy numerosos, que estimulan el crecimiento celular
(PEREZ et al., 1990) y receptores para el interferén y, que es secretado por los linfocitos T

CD4" proinflamatorios y que es la principal citocina activadora de los macrofagos.
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TABLA XVII

Receptores de superficie de los fagocitos mononucleares.

Receptores Fc

Receptores para complemento

Receptores para citocinas

Receptores para péptidos

y pequeflas moléculas.

Receptores para hormonas y otros
Mediadores

Receptores para la transferrina (CD71)
y lactoferrina (LTF)

Receptores para lipoproteinas

Receptores para coagulantes
y anticoagulantes

Receptores para la fibronectina

Receptores de laminina

Receptores para residuos de manosa

Receptores para productos finales
Glucoxilados (AGEs)

IgG: FcGRI(CD64), FcGRII (CDw32), FeyRIII (CD16), IgA
IgE: FceRIIP (CD23).

C3b reconocido por el CR1 (CD35), C3d reconocido por CR2
(CD21), C3bi reconocido por CR3 (CD11b/CD18), C5a,
Clq.

MIF, MAF, LIF, CF, MFF, IL-1, IL-2, IL-3, IL-4 ,IFNa,
IFNB, IFNy, GM-CSF, M-CSF/CSF-1.

HI, H2, 5HT, 1, 2,5-Dihidroxi vitamina D3, encefalinas/
endorfinas, sustancia P, Arg-vasopresina.

Insulina, glucocorticoides, angiotensina, calcitonina, hormona
paratiroidea, histamina, adrenalina, somatomedinas.

Lipoproteinas anionicas de baja densidad, PGE,, LTB4, LTC,,
LTD,, PAG, apoliproteina B y E.

Fibrinogeno/fibrina, Factor VII, a1-antitrombina, heparina.
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2) Moléculas que modulan la respuesta inmune.

Las respuestas inmunitarias contra antigenos proteicos requieren el procesamiento y la
presentacion inicial del antigeno a las células T por parte de las células accesorias
presentadoras de antigeno (APC). La razon de este requerimiento es que las células T
reconocen s6lo antigenos extrafios cuando estos se fragmentan primero en péptidos cortos que
luego se presentan en relacién con proteinas del complejo mayor de histocompatibilidad
(CMH) en las superficies celulares. El CMH es una region de genes muy polimorfos cuyos
productos se expresan en la superficie de varias células. Las proteinas codificadas por el
CMH, a las que se le denomina habitualmente “moléculas del CMH” o “antigenos del CMH”,
son los principales determinantes del transplante de injertos. Existen dos tipos diferentes de
productos genéticos del CMH, llamados moléculas de clase [ y clase II y cualquier célula T
reconoce a un antigeno extrafio unido a una sola molécula de clase I o clase II del CMH.

La region D del CMH codifica la expresion de los antigenos de histocompatibilidad de
la clase II (HLA de clase II). Se han identificado varias series de HLA de clase II (HLA-DR,
HLA-DQ, HLA-DP), siendo su funcién principal servir como elementos de restriccion para
los linfocitos T cooperadores que sélo son capaces de reconocer a los antigenos asociados a
moléculas HLA de clase II. Los macrofagos expresan estos antigenos y lo hacen en un
porcentaje muy variable. Asi, los macréfagos esplénicos y peritoneales de ratén sélo lo
expresan en un 10-50% (GORDON et al., 1988), frente al 80% de positividad en el cobaya
(CLERICI et al., 1984). La expresion de estos antigenos es modulada por determinados
factores medioambientales que rodean al macrofago. Asi, hay determinados factores solubles
que incrementan la expresion de HLA de clase II ( IFNy, IL-4, TNF y el CSF-GM), mientras
que otros la disminuyen (LPS, los corticoides, las prostaglandinas, la serotonina, el AMPc y la
alfa-fetoproteina) (PEREZ et al., 1990).

3) éculas que participan en la quimiotaxis.

La quimiotaxis es una reaccion celular por la cual la direccion de la locomocién de la
célula fagocitica estd determinada por sustancias quimicas del medio conocidas como
citotaxinas o quimioatractantes. Las sustancias quimioticticas de mayor importancia

fisiologica son tres:



INTRODUCCION 70

a)

b)

Factores bacterianos: Ciertas bacterias generan N-formil péptidos con actividad citotaxica
para neutr6filos y monocitos. Asi, se ha observado en el macroéfago receptores para
péptidos N-formilados.

Factores derivados del sistema del complemento: El complemento es un sistema de
proteinas conectadas a nivel funcional que interactuan entre si de forma muy controlada
para proporcionar mucha de las funciones efectoras de la inmunidad humoral y de la
inflamacién. Este sistema complejo, del que en la actualidad se conocen mas de 25
proteinas, actua principalmente de tres formas. La primera funcion es originar la lisis de
células, bacterias y virus recubiertos. La segunda, es mediar el proceso de opsonizacion.
La tercera funcién es la generacion de fragmentos peptidicos que regulan las
caracteristicas de las respuestas inflamatoria ¢ inmunitaria. Determinados fragmentos de
componentes del complemento tienen receptores especificos en la superficie celular. Entre
estos receptores se incluyen CR1, CR2 y CR3, que interaccionan con grandes fragmentos
derivados de C3 o C4, y los receptores para los péptidos quimiotacticos C3a y CSa. El
receptor de C5a (C5aR, CD88) es un miembro de la familia de receptores con siete
dominios transmembrana acoplados a proteinas G (GERARD et al.,1994). Su interaccion
con el factor C5a, formado durante la activacién del complemento, dispara la quimiotaxis
de los macréfagos, los cuales poseen receptores para dicho factor.

Leucotrienos: El metabolismo del 4cido araquidénico via ciclooxigenanasa lleva a la
liberacion de prostaglandinas y tromboxanos, mientras que la via lipooxigenasa genera
acido hidroxi-eicosatetranoico (HETESs) y leucotrienos. Algunas prostaglandinas influyen
en la quimiotaxis de neutréfilos y el tromboxano A puede aumentar la adherencia de estas
células. Sin embargo, HETEs y el leucotrieno B, son los mediadores mds importantes en
la infamacién, influyendo en gran numero de funciones de los macréfagos, como la

quimiotaxis y la expresi(’)h de receptores (GOEZT, 1980).

4) Moléculas relacionadas con la fagocitosis y la capacidad citotéxica celular.

Llegadas las células fagociticas al lugar de inflamacién, deben reconocer como extrafias

y nocivas al organismo a las particulas infectantes y discernir muy selectivamente aquello que

debe ser ingerido. Los macréfagos fagocitan particulas extrafias potencialmente patogenos,

como microorganismos, macromoléculas y tejidos propios lesionados o muertos. El

reconocimiento de forma inespecifica de las sustancias extrafias y de tejidos lesionados puede

implicar a determinados receptores para fosfolipidos y azucares. Asi, se ha evidenciado
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receptores para el B-glucano que se unen a moléculas de oligosacaridos (manosa-fucosa)
presentes en la cubierta de determinados microorganismos como el bacilo Tuberculoso, la
Leishmania o el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH-1); receptores para el factor
C3b, que producido en la activacién del complemento, tiene actividad de anafilotoxina al
unirse a los antigenos y facilitar su fagocitosis; receptores para fracciéon Fc de la
inmunoglobulinas de la clase IgG (sobre todo de las subclases IgG; e IgG3), implicados tanto
en la fagocitosis por opsonizacién, proceso en el cual la IgG se une por una parte al antigeno
especifico y por otra a la célula fagocitica, como en la actividad citotoxica dependiente de

anticuerpo.

5) Moléculas relacionadas con las propiedades de migracién/adhesion.

La recirculacion, migracion y adhesion de las células del sistema fagocitico, estan
gobernadas por receptores de membrana presentes en los leucocitos, en las células
endoteliales y en células residentes de los tejidos. Estos receptores se pueden clasificar en
varias familias que incluyen: inmunoglobulinas, selectinas e integrinas.

a) Inmunoglobulinas: Los miembros de esta familia contienen estructuras
del tipo inmunoglobulina, y comprenden un gran nimero de moléculas cruciales para la
respuesta inmune. Seguidamente se mencionan brevemente algunas de estas moléculas:

La proteina CD2, también llamada LFA-2 o receptor de los hematies de carnero, es
expresada por timocitos, linfocitos T maduros y células NK. Actia como una molécula de
adhesion intercelular, siendo el principal ligando humano del CD2 otra molécula con una
estructura similar 1lamada antigeno asociado a la funcién del leucocito-3 (LFA-3).

ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3, son moléculas estructuralmente relacionadas que
interaccionan con integrinas 2. ICAM-1 tiene una amplia distribucion tisular y es expresada
en células hematopoyéticas y no hematopoyéticas. ICAM-2 tiene un patrén de expresién mas
restringido, encontrandose en células endoteliales vasculares y en linfocitos en reposo. ICAM-
3 es el principal miembro de la familia ICAM y es expresada por linfocitos en reposo, por
neutr6filos, monocitos y por algunas células endoteliales en tumores.

VCAM-1 se expresa en células endoteliales activadas, macréfagos, células dendriticas y
fibroblastos. Se une a algunas integrinas (VLA-1 y a4p7) y esta implicada en la activacion de

los linfocitos por las células presentadoras de antigenos y en la migracion linfocitaria.
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PECAM-1 es expresada por células endoteliales, plaquetas, granulocitos y monocitos.
En estos ultimos se ha descrito que las propiedades adhesivas del PECAM-1 pueden ser
reguladas por TGF-B1.

b) Selectinas: Las selectinas son una familia de receptores de adhesion que se
encuentran en plaquetas, células endoteliales y leucocitos. Se conocen tres tipos de selectinas
que presentan una distribucién celular distinta: selectina E(endotelio), selectina P (plaquetas y
endotelio) y selectina L (leucocitos).

La selectina L fue descrita por primera vez por GALLATIN, WEISSMAN vy
BUTCHER en 1983 como un receptor de homing (migracion selectiva) para el linfocito.
Participa en la entrada de linfocitos y fagocitos en los sitios de inflamacién.

La selectina P es un receptor para neutréfilos y macréfagos. En la superficie de la célula
endotelial, la selectina P inicia la fase mas temprana de reclutamiento leucocitario a los sitios
de inflamacion. La expresion de la selectina P en plaquetas activadas es importante en el
reclutamiento de los leucocitos a los trombos. Se ha encontrado que plaquetas activadas
inducen la producciéon de anidén superéxido por neutréfilos y monocitos a través de las
interacciones de la selectina P, siendo esta produccién inhibida por anticuerpos contra
selectina P.

La selectina E es un receptor endotelial inducible que esta implicado en la adhesion de
neutrdfilos, monocitos y subpoblaciones de células T en los tejidos inflamados, pero no en
tejidos sanos. La expresion de selectina E en células endoteliales estd regulada
transcripcionalmente por las citocinas inflamatorias IL-1 o TNF-a, por neuropéptidos, asi
como por lipopolisacarido bacteriano. La induccion de la expresion de selectina E en células
endoteliales puede ser bloqueada mediante incubacién de las células con TGF-$ o IL-4.

c) Integrinas: La adhesién especifica de unas células a otras o a la matriz extracelular
es un componente basico de la migracion y del reconocimiento celular y subyace a muchos
procesos bioldgicos, incluidos la embriogénesis, la reparacion de los tejidos y las respuestas
inflamatorias e inmunitarias. La superfamilia de las integrinas consta de unas 30 proteinas con
estructuras homdlogas, que promueven las interacciones célula-célula o célula-métriz. Todas
las integrinas son proteinas de la superficie celular heterodiméricas compuestas de dos
cadenas polipeptidicas, o y B, unidas por enlaces no covalentes. La cadena o tiene entre 120 y
200 kDa, y la cadena B entre 90 y 100 kDa. El extremo N terminal de cada cadena forma una
cabeza globular que contribuye a la unién entre la cadena y el ligando. Las cabezas globulares

de las subunidades o contienen dominios unidos por cationes divalentes, los cuales son
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esenciales para la funcién del receptor de la integrina. Se conocen 16 subunidades o y 8
subunidades B y se han identificado como minimo 21 heterodimeros distintos. La poblacion
leucocitaria puede expresar 13 integrinas distintas del repertorio existente y 6 de ellas,
pertenecientes a las subunidades B;, B2 y B7, son importantes en la interaccion leucocito-
endotelio. Entre las integrinas implicadas en interacciones leucocito-endotelio durante la
adhesion y migracion transendotelial, podemos destacar:

Mac-1, que es expresada por monocitos, macréfagos, granulocitos, células NK y
subpoblaciones de linfocitos T y reconoce especificamente como ligandos a ICAM-I,
fibrindgeno, C3bi, factor X, y factor B.

LFA-1 es la integrina expresada por todos los leucocitos y que se une a [CAM-1,
ICAM-2 e ICAM-3. Desempeiia un papel importante en la adhesion de los linfocitos a otras
células, como las células accesorias y el endotelio vascular.

El receptor de adhesion leucocitaria p150,95 es expresado por monocitos, macréfagos,
granulocitos y linfocitos T y B activados. Se une a fibrindgeno y a C3bi y se desconoce su
ligando a células endoteliales.

VLA-4 es expresada en monocitos, linfocitos, timocitos, eosinéfilos y precursores
eritroides. En linfocitos es el receptor mas importante para VCAM-1 y fibronectina.

Una caracteristica general de las integrinas es su capacidad de ser moduladas
funcionalmente por la activacion fisioldgica de la célula en que se expresan. Esta modulacion

funcional comprende cambios en la especificidad del ligando o, mas a menudo, en la afinidad.
6) Moléculas que intervienen en la regulacién neuroinmuno-endocrina.

Distintos trabajos experimentales han puesto de manifiesto la presencia en las células
del sistema mononuclear fagocitico de receptores especificos para neuropéptidos y hormonas,
con caracteristicas estructurales similares a los receptores encontrados en los tejidos
neuroendocrinos (Tabla XIX). La expresion de estos receptores es variable, dependiendo de
los factores que modulan la expresion de las moléculas HLA de clase II, asi como del estado

de activacion del macréfago (GORDON et al., 1988).
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TABLA XIX

Receptores para neuropéptidos y hormonas en células del sistema mononuclear

fagocitico (SMF).

Célula del S.M.F. Horm/Neurop. Autor Aiio
Mononucleares circulantes Insulina BLECHER y GOLDSTEIN 1977
Mononucleares circulantes Glucagén BLECHER y GOLDSTEIN 1977
Mononucleares circulantes Somatomedina ROSENFELD et al. 1979
Mononucleares circulantes Somatostatina BATHENA et al. 1981
Macréfagos hepaticos GH KOVER y MOORE 1984
Macréfagos peritoneales B-adrenérgico ABRASS et al. 1985
Mononucleares circulantes PTH PERRY et al. 1984
Macrofagos alveolares Bombesina WIEDERMANN et al. 1986
Mononucleares circulantes Sustancia P BAR-SHAVIT y GOLDMAN | 1986
Mononucleares circulantes Neurotensina BAR-SHAVIT y GOLDMAN | 1986
Macrofagos alveolares Cortisol SHARMA et al. 1988
Monocitos circulantes CCK-33 SACERDOTE et al. 1991
Macrofagos peritoneales de rata | VIP SEGURA et al. 1991
Macréfagos peritoneales de raton | VIP CALVO et al. 1994
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2.4. PRODUCTOS DE SECRECION.

Los macréfagos tienen una importante capacidad secretora que fue demostrada
primeramente por WEISSMAN, et al., 1971 y ALLISON, et al., 1975. Posteriormente, se ha
confirmado la secrecién por parte del macréfago de numerosas sustancias biologicamente
activas (SELJELID, 1993), con una diversidad mayor que cualquier otra célula del sistema
inmunitario. Hasta el momento, se han identificado mas de 100 productos secretorios de los
macrofagos (Tabla XX). Algunos de estos productos se pueden secretar individualmente
como respuesta a estimulos especificos, mientras que otros son liberados en combinacién
como parte de una respuesta mas generalizada. Algunos productos como la lisozima, los
componentes del complemento y el peroxido de hidrogeno, tienen actividad antimicrobiana.
Otros como las elastasas y las colagenasas, actiian licuando la matriz extracelular. Los
macrofagos también secretan multiples citocinas que influyen sobre el crecimiento y las
actividades de otros tipos celulares. Estas citocinas incluyen factores estimulantes de colonias,
factores de crecimiento de fibroblastos, prostaglandinas y péptidos quimiotrayentes

(quimiocinas). A continuacion se describen brevemente algunos de los mas significativos:

1) Factor de necrosis tumoral o (INFa) (BEUTLER y CERAMI, 1989; VASSALLI, 1992).

Es una proteina que existe en una forma libre y también como molécula de membrana.
Es producido por células T activadas, mastocitos y macréfagos tras la estimulacion por
endotoxinas bacterianas, factor estimulador de colonias de macréfagos (M-CSF), IFN-y o IL-
2. El TNFo fue descrito como factor toxico para algunas células en cultivo, y es €l causante
de necrosis hemorragica de tumores in vivo. En la actualidad se sabe que el TNFa es el
principal mediador de la respuesta inmune frente a bacterias gramnegativas y que el estimulo
mas potente para su produccion son los lipopolisacaridos bacterianos (LPS).

El TNFa ejerce numerosos efectos in vivo muy dependientes de su concentracion. En
concentraciones bajas actiia localmente como un mediador paracrino y provoca un aumento
de la adhesividad de las células endoteliales de los vasos, activacion leucocitaria y
estimulacién de la produccion de IL-1, IL-6 e IL-8 en los fagocitos mononucleares. También
coestimula la activacién de linfocitos T y B. Cuando las cantidades de TNFa son mayores,
éste actiia de modo endocrino y provoca acciones sistémicas. Asi, estimula la produccion de

reactantes de fase aguda por el higado y la produccion de IL-1 e IL-6 en células del endotelio
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TABLA XX

Productos de secrecion de los macréfagos.

Enzimas

Lisozima

Hidrolasas 4cidas (proteasas, nucleasas, fosfatasas, lipasas, etc)
Elastasa

Colagenasa

Activador del plasminégeno

Enzima convertidora de angiotensina

Mediadores

Interferones (IFN alfa, IFN beta)

Factores estimulantes de colonias (GM-CSF, G-CSF y otros)
Interleucinas (IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12)

Quimiocinas

Factor de necrosis tumoral alfa

Factor activador de plaquetas

Factores angiogénesis

Oxido nitrico

Derivados del araquidonato (prostaglandinas, leucotrienos)

Componentes del
Complemento

ClaC9
Properdina
Factores B, D, I, H.

Factores de coagulacion

Factores V, VII, IX, X
Protrombina
Tromboplastina

Especies reactivas de
Oxigeno

Per6xido de hidrégeno
Anidn superdxido
Radicales hidroxilo

Diversos

Glutatién
Nucleésidos (adenosina, timidina, guanosina, etc)
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vascular, activa el sistema de coagulacién, induce fiebre y contribuye a la induccion del
estado caquéctico. En la sepsis por bacterias gramnegativas se producen grandes cantidades
de TNFa, las cuales provocan coagulacién intravascular diseminada (LENTZ et al., 1991),
deprimen la contractilidad del miocardio y relajan el tono del musculo liso vascular
contribuyendo a la disminucion de la presion sanguinea.

Sobre los monocitos, el TNFa. induce un aumento de la expresion de moléculas de clase
I del MHC y liberacién de IL-1. Sobre las células T activadas (los linfocitos T en reposo
carecen de receptores para el TNFa), incrementa el nimero de receptores para la IL-2. En
presencia de esta ltima, el TNFo incrementa la expresion de receptores para IL-2 en células

NK y LAK, asi como su capacidad citotdxica.

2) Interleucina 1 (IL-1).

Es la iniciadora principal de la cascada de citocinas que puede conducir a la activacion
linfocitaria e incluso a la respuesta inflamatoria (DINARELLO y MIER, 1987). Ejerce una
amplia gama de efectos (activacion de linfocitos T y B, macréfagos y neutréfilos,
estimulacion de la produccion de IL-6, IL-8, e IL-2, adhesion de neutréfilos y monocitos a
células endoteliales, etc.), en una extensa variedad de células. Las diferentes actividades de la
IL-1 son el resultado de los efectos de dos proteinas diferentes (IL-la e IL-1B)
(DINARELLO y WOLF, 1993). A pesar de tener menos de un 30% de homologia en su
secuencia aminoacidica, ambas moléculas se unen a dos receptores muy similares entre si (IL-
IRI e IL-1RII) y tienen similares actividades biologicas (COOK et al., 1995). La IL-1 es
segregada por muchos tipos de células tras su estimulacién por diferentes sefiales activadoras.
Los monocitos y los macréfagos secretan IL-1 en respuesta a productos bacterianos tales
como endotoxinas, inmunocomplejos, fragmentos moleculares de degradacién del
complemento, en particular C5a, y citocinas como el M-CSF ,el TNFa y el IFNy.

La IL-1 en bajas concentraciones tiene funciones inmunorreguladoras a nivel local,
actuando como estimulo para la activacion de células T, aumentando la proliferacion de
linfocitos CD4 y la diferenciacion de células B. Ademas, induce el aumento de su propia
sintesis y la produccién de otras citocinas como IL-6 e IL-8 por monocitos y células
endoteliales, IL-6 por fibroblastos o IL-2 por células T.

En concentraciones mayores, la IL-1 ejerce accion endocrina y provoca, a nivel

sistémico, algunos de los efectos que produce el TNFa (fiebre, sintesis de proteinas de fase
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aguda y caquexia). Por otro lado, tiene efectos diferentes a los del TNFa, ya que no
incrementa la expresién de moléculas del MHC, ni inhibe el crecimiento de las células
hematopoyéticas de médula dsea, sino que potencia las acciones de los CSF. Por ultimo, la
accion de IL-1 es mas potente que la del TNFa como coestimulador de las respuestas de los
linfocitos T.

Recientemente han sido aislados de orina humana inhibidores naturales de la IL-1
(SECKINGER et al., 1987). Por otra parte, también se ha descrito anticuerpos naturales contra
IL-1 asi como contra TNFo (SVENSON et al., 1989).

3) Interleucina 6 (IL-6).

Es una citocina producida en grandes cantidades por el macr6fago. Originariamente
llamada interferén B2, ha sido estudiada principalmente por su efectos como factor de
crecimiento sobre varios tipos de células (VAN DAMME et al., 1987), especialmente células
B. De forma similar a la IL-1 y al TNF, induce fiebre y la sintesis de proteinas de fase aguda
por el higado (GAULDIE et al., 1987).

Ademas del macréfago, esta glucoproteina es producida por diversos tipos celulares tras
su activacién por virus, IL-1 o TNFa. El receptor de IL-6, CD126, esta presente en células T
en fase quiescente y su expresion no aumenta tras la estimulacién antigénica (HIRANO,
1994). Por el contrario, las células B en reposo carecen de receptores para IL-6,
adquiriéndolos después de su activaciéon. La IL-6 favorece la diferenciacion de células B
humanas y precisa de la IL-2, aunque sea en cantidades minimas, para ejercer su accién
favorecedora de la diferenciacion de las células B. La IL-6 también actia como coestimulador
de la activacion de las células T y de los timocitos. Por otra parte, también actfia sobre los
hepatocitos estimulando la sintesis de diferentes proteinas plasmaticas, como el fibrindgeno,

que contribuye a la respuesta inflamatoria de fase aguda.

4) Interleucina 10 (IL-10).

Es una citocina de 18 kDa producida por la subpoblacion Ty2 de las células
cooperadoras CD4”, por algunas células B activadas, por células Tyl, por macréfagos
activados y por algunas células no linfociticas (los queratinocitos). Las dos actividades

principales de la IL-10 son inhibir la produccion de citocinas (TNF, IL-1, IL-8 e IL-1) por los
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macrofagos, e inhibir las funciones accesorias de los macr6fagos en la activacion de la célula
T. Este ultimo efecto se debe a la expresion reducida de moléculas de clase Il det CMH y a la
expresion reducida de ciertos co-estimuladores. El efecto neto de estas acciones es la
inhibicién de la inflamaciéon mediada por la célula T (MOORE et al., 1993)

5) Factores de crecimiento.

El macr6fago produce factores estimuladores de la hematopoyesis, conocidos como
factores estimuladores de colonias (CSF). Los CSF son glucoproteinas que intervienen en la
proliferacién, diferenciacion y supervivencia de las diferentes células hematopoyéticas y
estimula ciertas funciones de estas células. Los CSF mas importantes secretados por el
macréfago y con mas relevancia en la clinica son:

a) Factor estimulante de colonias de la linea granulocitica (G-CSF). Es una
glucoproteina constituida por una cadena de polipéptidos de 177 aminoacidos
(HOLLIGSHEAD y GOA, 1991) cuyo gen esta localizado en el brazo corto del cromosoma
17. Su funcién consiste en regular la actividad de los granulocitos neutréfilos. Ademas de
producirlo los macréfagos y monocitos, también es producido por los fibroblastos y células
endoteliales de la médula 6sea y, en menor proporcion, por el higado y el bazo. Actia sobre la
linea granulocito-monocito, induciendo la produccién de neutréfilos maduros. Se estimula
indirectamente por la endotoxina, por lo que aumentan sus niveles séricos en las infecciones
tanto en pacientes neutropénicos como con leucocitos normales. Desde el punto de vista
funcional, aumenta ligeramente la quimiotaxis de los neutréfilos por expresion de los
receptores quimiotécticos, induciendo fagocitosis y destruccion bacteriana en los lugares de
infeccion e inflamacion (LIESCHKE y BURGESS, 1992).

b) Factor estimulante de colonias granulocito-macréfago (GM-CSF). Es un factor
multilinea hematopoyético, que aumenta la producciéon de granulocitos y monocitos-
macrofagos, a diferencia del anterior que sélo tiene una actividad limitada a la linea
granulocitica (GRANT y HEEL, 1992). El GM-CSF es una glucoproteina de 22 kDa
sintetizada por las células T activadas, por los fagocitos mononucleares activados, por las
células endoteliales y por los fibroblastos. El GM-CSF del raton actua béasicamente en los
progenitores de la médula 6sea ya comprometidos en el desarrollo a leucocitos. Sin embargo,
en los humanos, el GM-CSF también promueve la proliferacion de células que todavia no se
han comprometido en evolucionar a leucocitos (plaquetas y progenitores de hematies). El

GM-CSF aumenta la expresion de moléculas de adhesion, estimula la actividad antifiingica de
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monocitos, la produccion de anién superdxido y estimula a las células dendriticas. Ademas,
estimula la presentacion de antigenos por los monocitos y macréfagos y aumenta la respuesta
de células T ala IL-2.

El GM-CSF no se detecta en la circulacién y probablemente actua localmente en los
lugares en que se produce. De este modo, en los tejidos periféricos el GM-CSF producido por
las células T y los macr6fagos pueden intervenir en la activacion de los leucocitos maduros en
los lugares donde se produce una respuesta inmunitaria inflamatoria, mientras que los efectos
hematopoyéticos pueden estar mediados por el GM-CSF producido por las células T, las
células endoteliales y los fibroblastos de la médula 6sea.

c) Factor estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF). El M-CSF, también
llamado CSF-1, es sintetizado por los macrofagos, por las células endoteliales y por los
fibroblastos. El polipéptido secretado tiene aproximadamente 40 kDa y forma un dimero
estable. El1 M-CSF actiia basicamente sobre aquellos progenitores ya comprometidos en el
desarrollo a monocitos que probablemente son mas maduros que las células sobre las que
actia el GM-CSF. El M-CSF no se encuentra en sangre circulante y el principal efecto

estimulante de colonias puede derivar de la produccion local dentro de la cavidad medular.

6) Proteinas del complemento.

Los macréfagos de los animales superiores producen los componentes esenciales del
sistema del complemento, incluyendo las proteinas reguladoras, las cuales, inhiben la
activacion del complemento en miltiples pasos (WHALEY, 1980; HETLAND et al., 1986;
HETLAND y ESKELAND, 1987). Ha sido demostrado que esta produccion de factores del
complemento por parte de los macréfagos es funcional y que puede formar complejos de
ataque ensambléndose a la membrana celular, asi como servir de opsonina.

Dentro de los factores mas importantes secretados por el macréfago podemos destacar,
el C2, C3, C4 y CS5 de la via cléasica y el Factor B y la properdina de la via alternativa,
importantes todos ellos en la respuesta precoz inespecifica contra la infeccion
(ROSENSTREICHT, 1981).

7) Factores de coagulacidn.

En el afio 1978, PRYDZ y ALLISON demostraron la secrecion de tromboplastina por

parte de los monocitos y los macrofagos. La actividad de esta sustancia es estimulada muy
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intensamente por pequefias cantidades de LPS, siendo este fenomeno fundamental en la
patogénesis del shock séptico y en la coagulacion intravascular diseminada. También ha sido
descrita la produccién por los macréfagos de otros factores de la coagulacién, como el factor
X, Xa, VII, V y posiblemente el factor [I{OSTERUD et al., 1981; LINDAHL et al., 1982).
Los macréfagos poseen actividad protrombinasa en su membrana plasmaética (LINDAHL et

al., 1989) y de este modo son capaces de generar trombina.

8) Enzimas.

También podemos enumerar como productos de secrecién del macréfago numerosas
enzimas, fundamentalmente hidroliticas, bien hidrolasas 4cidas, tales y como la catepsina y la
hialuronidasa, que son intralisosomales pero que se liberan cuando el macréfago es activado,
bien proteasas, como la elastasa, la colagenasa y el factor activador del plasmin6geno. La
lisozima es otra proteina con actividad enzimatica que hidroliza el peptidoglicano de la pared

bacteriana.

9) Los interferones de tipo I (IFN tipo I).

En 1957 se descubrié que células expuestas a virus inactivados producen un factor
soluble que puede interferir con la replicacion viral cuando se aplica a células recientemente
infectadas. A este factor soluble se le denominé interferén. Desde entonces, se ha visto que
los interferones constituyen una gran familia de proteinas secretoras que tienen en comin no
solo su actividad antiviral, sino también la propiedad de modular la respuesta inmunitaria.

Los INF tipo I comprenden dos grupos de proteinas seroldgicamente diferentes. El
primer grupo, denominado genericamente IFN-o, es una familia de aproximadamente 20
polipéptidos estructuralmente relacionados, de unos 18 kDa y cada uno codificado por un gen
distinto. La principal fuente celular para la produccion del IFN-a es el fagocito mononuclear.
El segundo grupo consta de un solo producto genético, una glucoproteina de 20 kDa llamada
IFN-B. La fuente habitual de aislamiento del IFN-f son los fibroblastos cultivados.

Ambos interferones interaccionan con un mismo receptor. Sus principales acciones
bioldgicas son la inhibicion de la replicacién virica mediante la induccién en las células diana

de un estado de resistencia a la infeccion virica y la inhibicién de la proliferacién celular. Los
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interferones aumentan el potencial litico de las células NK y de los monocitos, aumentan la

expresion de moléculas de clase I e inhiben la expresion de moléculas de clase IL.

2.5. BIOQUIMICA Y FUNCION DEL MACROFAGO.

2.5.1. Bioquimica del macroéfago.

El monocito de la sangre (Fig.7) es una célula que tiene su origen en la médula 6sea y
que pasa el mayor tiempo de su vida en los tejidos como macréfago. La transformacion de
monocito en macrofago (Fig.8) esta acompafiada de cambios en la estructura, composicion y
metabolismo celular. Después de entrar el monocito en el tejido, aumenta de tamafio y puede
alcanzar cinco a diez veces el diametro celular original. Al aumentar el tamafio, los granulos
densos y otras estructuras citoplasmdticas se vuelven mas numerosos. Los granulos densos
son lisosomas que aumentan de niimero a medida que la célula madura. Junto a estos cambios
morfolégicos se producen los aumentos esperados en las enzimas lisosomicas, incluida la
fosfatasa acida, la B-glucuronidasa, la captesina, y la lisozima (CLINE, 1970). Asi, al
diferenciarse el monocito en macréfago, incrementa su arsenal de enzimas hidroliticas. Este
rico surtido de hidrolasas 4cidas parece apropiado, para una célula que tiene entre otras
funciones, la de la fagocitosis y la lisis de parasitos intracelulares (KAUFMANN, 1995).

La transicion desde el monocito al macréfago, estd también caracterizada por
incrementos en el nimero de mitocondrias, la actividad de enzimas mitocondriales y el grado
de respiracion celular. El grado de la oxidacion de la glucosa y la produccién de éacido lactico,
aumentan también con la maduracion celular. Con la excepcién del macréfago alveolar, los
macrofagos son fagocitos incluso en condiciones anaerobias.

Para eliminar a los agentes patdgenos, las células del sistema mononuclear fagocitico
desarrollan mecanismos destructivos clasificados en oxigeno-independientes (variaciones de
pH y activaciéon de enzimas lisosdmicas y defensinas que requieren la formacion del
fagolisosoma) y en oxigeno-dependientes, en los que no es imprescindible la unién del
lisosoma al fagosoma. Los principales mecanismos destructivos son el complejo enzimatico
NADPH oxidasa, la formacién del 6xido nitrico y las proteinas quinasas activadas por
mitdgenos.

Las células fagociticas contienen, entre otros, un complejo sistema enzimaético
denominado NADPH oxidasa que es el responsable de la produccion de especies oxidantes

toxicas (ROI). Este complejo transfiere electrones desde el NADPH al oxigeno (O,),
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formando anién superéxido (0;) (TSUNAWAKY y NATHAN,1984), el cual, puede
dismutar a peroxido de hidrogeno (H;0;). Asi mismo, pueden ser formados otros
componentes como radicales hidroxilo (OH),e iones hipoclorito ( OCI’) con gran capacidad
bactericida.

Esté establecido que los macréfagos sufren también un estallido respiratorio durante la
fagocitosis o tras la estimulacion con diversos agentes. Sin embargo, la liberacion de los
aniones antes enumerados es menor de la observada en los neutréfilos. Las bases enzimaticas
del estallido respiratorio de los macréfagos son menos conocidas que en los neutrofilos,
debido a una mayor complejidad que deriva de las variaciones entre distintas especies y de la

localizacién y el estado de activacion de las células.
2.5.2. Funciones del macroéfago.

Las funciones de los fagocitos mononucleares pueden englobarse en tres aspectos
dependiendo del tipo de inmunidad que desarrollen: 1) la inmunidad natural, 2) la inmunidad
especifica y 3) la respuesta frente a los tumores.

1) Las principales funciones de los macréfagos en la inmunidad natural son las
siguientes:

a) Los macrofagos fagocitan particulas extrafias, como los microorganismos,
macromoléculas, incluidos los antigenos, e incluso tejidos propios lesionados o muertos. El
reconocimiento de forma inespecifica de las sustancias extrafias y de tejidos lesionados puede
implicar a receptores para fosfolipidos y azucares, pero no se conoce el mecanismo exacto
(EDWARDS y WATSON, 1995).

La fagocitosis consta de dos etapas bien diferenciadas: primero, la uni6n entre la célula
fagocitica y la particula que debe ser fagocitada, y después, la ingestién de la misma. La
fagocitosis es un proceso activo que precisa energia. Ademas una ingestién 6ptima requiere la
presencia de iones Ca”™ y Mg"". La mayoria de las bacterias, para ser fagocitadas, deber ser
previamente preparadas por medio de un fendmeno conocido como opsonizacion. Las
opsoninas son sustancias que favorecen la union entre las bacterias y las células fagociticas y
su posterior ingestion. Los factores séricos fundamentales implicados en el fenémeno de
opsonizacion son el complemento y las inmunoglobulinas de la clase IgG. Las sustancias
fagocitadas son degradadas dentro de los macrofagos por enzimas lisosomales. Estas células,
al ejercer su funcion, son capaces de producir enzimas (hidrolasas acidas), especies reactivas

de oxigeno, 6xido nitrico (NO) y mediadores lipidicos derivados de prostaglandinas. Todos
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estos compuestos sirven para matar microorganismos y controlar la diseminacion de las
infecciones.

b) Los macréfagos son capaces de secretar una gran cantidad de sustancias, que atraen a
otras células inflamatorias, especialmente neutréfilos, y son responsables de muchos de los
efectos sistémicos de la inflamacion. Algunas de estas sustancias parecen estar implicadas en
la respuesta de fase aguda y en la regulacion de la hematopoyesis.

2) Los fagocitos mononucleares también desarrollan funciones como células accesorias
y efectoras en las respuestas inmunitarias. Desempefian las siguientes funciones en la fase de
reconocimiento, activacion, efectora y reguladora de la inmunidad especifica:

a ) Las respuestas inmunitarias esencialmente contra todos los antigenos proteicos,
requieren el procesamiento y la presentacion inicial del antigeno a las células T por parte de
las células presentadoras de antigeno (APC). La razon de este requerimiento es que las células
T sélo reconocen antigenos extrafios cuando éstos se fragmentan primero en péptidos cortos,
que luego se presentan en relacion con proteinas del complejo mayor de histocompatibilidad.

Los macréfagos muestran antigenos extrafios sobre su superficie, de tal forma que
pueden ser reconocidos por los linfocitos T especificos para el antigeno. Los macréfagos
también expresan proteinas que promueven la activacion de las células T, de este modo actilan
como células accesorias de la activacion linfocitaria.

b) En la fase efectora de la respuesta inmunitaria celular, las células T estimuladas por
el antigeno secretan citocinas que activan a los macréfagos. Tales macrofagos activados son
mas eficaces en la realizacion de sus funciones fagocitica, degradativa y citolitica que los no
estimulados, y por ello destruyen con mayor eficacia los antigenos fagocitados.

c) En la fase efectora de la respuesta inmunitaria humoral, los antigenos extrafios, se
cubren u opsonizan por anticuerpos y proteinas del complemento. Debido a que los
macréfagos expresan receptores de superficie para la region constante de los anticuerpos y
para ciertas proteinas del complemento, se unen y fagocitan con mayor avidez estas particulas
opsonizadas.

d) Los macréfagos también desempefian un papel crucial como reguladores de la
respuesta inmune especifica, funcién que desarrollan a través de intimas interacciones con los
linfocitos (ROSENSTREICH, 1981), mediante secrecion de proteinas y la generacion de
fragmentos con caracter inmunogénico, los cuales pueden ser utilizados para la activacioén o
induccion a la muerte programada de los linfocitos T, B y NK (BUTTKE y SANDSTROM,
1994; HANSSON et al., 1996; MUNN et al., 1996)



INTRODUCCION 85

3) Los macréfagos desempefian un papel importante en la citotoxicidad contra los
tumores. Con frecuencia, los macrofagos se encuentran infiltrados en tumores para de esta
forma llevar a cabo la defensa del huésped contra las células tumorales, ya sea inhibiendo la
divisién de las células tumorales o contribuyendo a su eliminacién. Parece que la forma en
que los antigenos tumorales son procesados por las células accesorias y presentados a las
células T, es fundamental para el desarrollo de una repuesta inmune frente al tumor. Varios
trabajos han demostrado que los macrofagos obtenidos de portadores de tumores presentan
una marcada inhibicién funcional in vitro e in vivo, por lo que necesitan ser reactivados con
IFNy y/o factores activadores de macrofagos (MAF) para recuperar la funcién tumoricida y de
célula accesoria (FERNANDEZ-CRUZ, 1985). Ademas, los macréfagos activados requieren
que el sistema inmune del portador del tumor esté intacto para poder inducir el rechazo
tumoral, lo que sugiere que actian como células accesorias potenciando los mecanismos

especificos de inmunidad celular del huésped frente al tumor (FERNANDEZ-CRUZ, 1985).

2.6. ESTADOS DE DIRENCIACION Y ACTIVACION DEL MACROFAGO.

Los macréfagos tisulares, son aun células con gran capacidad de diferenciacion, pues
todavia no han adquirido la suficiente inmunocompetencia que les permite desarrollar sus
capacidades funcionales (HAMILTON y ADAMS, 1987). Es conocido que los macrofagos
pueden presentarse en tres estados diferentes: 1) residentes, 2) inflamados y 3) activados
(Fig.10).

1) Los macréfagos residentes son aquellos obtenidos de animales no tratados
previamente con agentes inflamatorios ni inmundgenos. Representan una poblacién celular
quiescente, que se asemeja morfolégicamente y en competencia fagocitica a los monocitos. Si
se produce una estimulacion adecuada, se pueden inducir modificaciones importantes en su
fisiologia y pueden evolucionar a macréfagos inflamados y/o activados (ADAMS vy
HAMILTON, 1984).

2) Los macrofagos inflamados o estimulados, son aquellos que se obtienen de los sitios
de inflamacién no mediada inmunologicamente. Cuando surge un estimulo inflamatorio, los

macrofagos residentes proliferan y se expanden. Se origina una estimulacion metabolica que
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Fig. 10.- Modelo esquematizado del proceso de activacién del macréfago. T: incremento; :
disminucién; HLA-D: antigeno de histocompatibilidad de clase II. LFA-1: antigeno de funcién
linfocitaria —1; TRF: receptor de transferrina; O,™: anién superéxido; CP: proteasa citolitica;
TFN: factor de necrosis tumoral. (Tomado de HAMILTON y ADAMS, 1987 Immunology

Today) .
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da lugar a cambios morfoldgicos y funcionales. Los macréfagos se transforman en células de
mayor tamafio, con mayor contenido en hidrolasas acidas, mayor secrecion de proteasas
neutras y con un incremento del metabolismo oxidativo, produciéndose gran cantidad de i6n
superdxido, aunque no de perdxido de hidrogeno (COHN, 1978), alcanzando mayor
competencia para la quimiotaxis y la fagocitosis. Los macréfagos inflamados se suelen
obtener de la cavidad peritoneal de animales de experimentacion, a los que previamente se les
ha inyectado intraperitonealmente algin agente inflamatorio no microbiano, como caseina
estéril, peptona, aceite mineral o glucogeno.

3) El término macréfago activado fue introducido por MACKANESS (1969) para
describir los cambios adaptativos intrinsecos que permiten a estas células expresar su
capacidad funcional. La activacién de los macréfagos puede definirse como la adquisicion de
inmunocompetencia para completar una funcion, que es amplia y compleja. Esta incluye
fenémenos de fagocitosis, de procesamiento y presentacion de antigenos, de lisis de parasitos
intracelulares (KAUFMANN, 1995), asi como la destruccion de células tumorales
(FERNANDEZ-CRUZ et al.,, 1985) y control de la respuesta inmune (BUTTKE vy
SANDSTROM, 1994).

Este estado de activacion de los macrofagos se consigue mediante dos mecanismos
inductores diferentes: el primero es la activacion debida a productos microbianos, entre los
que destacan el muramil dipeptido (MDP), la trehalosa dimicolato (TDM), la endotoxina
(LPS) y diversos polimeros de carbohidratos como los B-glucanos. El segundo mecanismo de
activacion seria el mediado por citocinas. En esta segunda forma destacan los MAF
producidos por linfocitos T como consecuencia del reconocimiento antigénico sobre la
superficie del macr6fago. Ademas de estos MAF, entre los que destaca el IFNy ( MARTIN y
EDWARDS, 1994), las células CD4" producen otras citocinas, como la IL-2 o el factor
inhibidor de la migracién macrofagica (MIF), que controlan la proliferacién linfocitaria o la
presencia de células fagociticas en el lugar de la activacion, respectivamente.

El macréfago activado sufre un gran cambio metabolico que le hace incrementar
enormemente la produccion de ién superdxido y de peréxido de hidrégeno, a la vez que
pierde su capacidad proliferativa. También tienen propiedades bioquimicas diferentes de las
células no activadas (KARNOVSKY y LAZDINS, 1978). Asi, se ha descrito:

a) Incremento de determinadas actividades enzimaticas, como lactato deshidrogenasa,
fosfatasa acida, catepsina D. Sin embargo, la actividad 5’-nucleotidasa disminuye en un
50% (COOPER et al., 1984).
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b) Cambios en el metabolismo celular, como el aumento del transporte de glucosa, de la
produccion de lactato, de la oxidacién de la glucosa por la via de las hexosas
monofosfatos (STUBBS et al, 1973), de la fructosa 2,6-bisfosfato y de la
fosfofructoquinasa-2 (BUSTOS y SOBRINO, 1990).

c) Aumento de la secrecion del activador del plasmindgeno (ROSENSTREICHT, 1981), de
los antigenos de superficie y de la expresion de receptores (GORDON et al., 1988).

d) Modificacion de las moléculas expresadas en su membrana, apareciendo los antigenos de

histocompatibilidad de la clase II (HLA-D) y desapareciendo el receptor de transferrina.
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OBJETIVOS

Varios estudios han implicado al VIP como péptido inmunoregulador y han sido
identificados receptores especificos de alta afinidad en diversas células del sistema inmune,
entre ellas el macréfago. Dichos receptores han sido caracterizados funcionalmente usando
'LVIP como radioligando en experimentos de unién y molecularmente mediante
experimentos de “cross-linking” covalente. Se ha evidenciado que la accion del VIP esta
mediada por la activacion de la adenilato ciclasa, produciéndose un incremento de los niveles
intracelulares de AMPc. Diversos trabajos realizados en ratones han demostrado que el VIP
modula diferentes funciones de células del sistema inmune de este animal, asi como
demuestran la existencia de receptores para VIP en linfocitos y en células T de ratén. Sin
embargo, no existe evidencia respecto a la presencia de receptores para el VIP en macrofagos
murinos.

Por otra parte, han sido descritos diferentes antagonistas para el VIP, y se han
realizado estudios para demostrar este efecto antagonista en diferentes drganos de diversos
animales. Sin embargo, con respecto a los antagonistas para el VIP en células del sistema
inmune, existe muy poca informacion disponible.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, se pensoé realizar este trabajo de investigacion,
con la intencién de comprobar las siguientes hipdtesis:

a) La existencia en los macréfagos peritoneales de raton de receptores especificos para VIP.

b) Demostrar que el AMPc es el segundo mensajero del VIP en los macrofagos peritoneales
de ratdn.

c) Demostrar el efecto de los antagonistas especificos del VIP en el macrofagos peritoneal de
raton.

Para llevar a cabo los puntos anteriormente enumerados es necesario proponer los

siguientes OBJETIVOS FUNDAMENTALES:

1) Caracterizacion funcional de los receptores para el VIP en el macrofago peritoneal de
raton.
D) Caracterizacion del sistema efector del VIP en el macrofago peritoneal de ratén.

IIl)  Caracterizaciéon molecular de los receptores para el VIP en el macrofago peritoneal de
raton.
IV)  Caracterizacion del sistema receptor-efector antagonista del VIP en el macrdéfago

peritoneal de raton.
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1. MATERIALES.
1.1. REACTIVOS.

Todos los reactivos fueron de grado analitico y en su mayor parte fueron
suministrados por los siguientes laboratorios:

El VIP sintético de rata, PHI porcino, GRF de rata, octapéptido de colecistoquinina
(CCK 26-33), pancreastatina porcina, helodermina, secretina, somatostatina y los antagonistas
del VIP (4-C1-D-Phe®, Leu ') VIP y (Ac-Tyr!, D-Phe®)GRF|.,0-NH,, fueron suministrados
por Peninsula Laboratories Europe (Merseyside, UK).

El glucagén vy la insulina porcina provenian de Novo (Copenhagen, Denmark).

La leupeptina, fenil-metil-sulfonil-fluorido (PMSF) y Ng-p-tosil-L-lisina clorometil
cetona (TLCK), provenian de Boehringer Mannheim Gmbh (Germany).

La bacitracina, albimina sérica bovina (fraccién V), 3-isobutil-1-metil-xantina (IBMX),
etilen-diamino-tetraacetato sédico (EDTA), N-(2-hidroxietil)piperacina-N’-(acido 2-hidroxi-
propanosulfénico( (HEPES), Tris (Trihidroximetilaminometano), (-)-isoproterenol y D,L-
propanolol, fueron suministrados por Sigma Chemical (St. Louis, MO, USA).

El reactivo de Bradford, los productos quimicos para la electroforesis y los estandares
de masa molecular, fueron suministrados por Bio Rad Laboratories (Richmond, USA).

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

El '"®INa (IMS 30, 100 mCi/ml) y el kit para radioinmunoanalisis de AMPc (RPA 509)
fueron suministrados por Radiochemical Center (Amersham, UK).

La caseina provenia de Difco, Detroit, Michigan, USA.

Eter, 4cido acético, metanol y NH4OH provenia de Fluka (Buchs, Switzerland).

1.2. APARATOS.

Los principales aparatos utilizados han sido los siguientes:
- Las microfugas utilizadas fueron la modelo E™ de Beckman y la 2K15 de Sigma.
- Centrifuga Beckman TJ-6.
- Centrifuga Dupont RC5C Giralt.
- Agitador Heidolph REAX 2000.
- Bafio Unitronic 320 OR.
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- Espectrofotometro LKB Biochrom Ultrospec II E.

- Contador de radioactividad gamma LKB 1261 Multigamma.
- Congelador —80° C REVCO ULT-790-7-VBA.

- Estufa P-Selecta Ref. S-381 mod. 381.

- Sonicador MSE.

1.3. ANIMALES.

Se usaron ratones Swiss macho, de edades comprendidas entre 6-8 semanas, de
aproximadamente 50 gr de peso, nacidos y criados en el animalario de la Facultad de
Medicina. 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%). Asi como

a un ciclo controlado de luz-oscuridad con 14 horas de luz y 10 de oscuridad.
2. METODOS.
2.1. OBTENCION DE MACROFAGOS PERITONEALES DE RATON.

Para la obtencién de los macrofagos peritoneales de ratén seguimos el método utilizado

por TSUNAWAKI y NATHAN (1984), introduciendo algunas modificaciones.
2.1.1. Reactivos:

- Solucién salina: NaCl 0°9% (p/v) en agua destilada.

- Caseinato sddico al 6% (p/v): en un vaso de precipitado conteniendo 6 g de caseina,
afiadimos 90 ml de agua destilada y 3 lentejas de NaOH, se agita en caliente hasta que
se consiga su completa disolucién. Completamos el volumen hasta 100 ml de agua
destilada y distribuimos el contenido en recipientes de vidrio para proceder a su
esterilizacion en el autoclave a 121 °C y 1 atmdsfera de presiéon durante 20 minutos.

Posteriormente el caseinato sddico esterilizado se almacena a —20 °C hasta su uso.
- NaCl 0°2% (p/v) en agua destilada.
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2.1.2. Método:

Los animales eran inyectados intraperitonealmente, cuatro dias antes de la recogida de
las células peritoneales, con 2 ml de caseinato sodico al 6% estéril, procurando mantener la
asepsia necesaria para evitar infecciones. Una vez transcurridos los 4 dias, se anestesia al
animal con éter, se le decapita y se le desangra. Se le realiza una incision en la pared
abdominal, a través de la cual se introducen 5 ml de solucion salina fria y se lava la cavidad
peritoneal aplicandole un suave masaje al abdomen del animal. Con una pipeta de 1 ml se
recupera la solucién que contiene las células peritoneales y se vierte en un tubo cénico de
vidrio de 10 ml. Se centrifuga 10 minutos a 600 xg, a 4 °C. Se desecha el sobrenadante y se
resuspende el sedimento en 1 ml de NaCl 0°2% frio, se incuba durante 30 segundos a 4 °C con
el fin de producir la lisis osmdtica de los hematies contaminantes. Se restaura la osmolaridad
con 9 ml de solucion salina y se vuelve a centrifugar a 600 xg durante 10 minutos a 4 °C. Se
desecha el sobrenadante y se resuspende el sedimento celular en 1 ml de solucién salina. Se
procede al contaje, comprobacion de la viabilidad celular y ajuste a la concentracion celular
que se desee. Las células que se obtuvieron mediante este proceso se utilizaron

inmediatamente para el experimento.

2.2. ESTUDIO DE LA VIABILIDAD CELULAR Y CONTAJE.

Una vez que se han obtenido las preparaciones celulares, se procede al estudio de la
viabilidad celular. Para llevarlo a cabo se ha utilizado el método de la exclusion del azul de
TripAn (HATHWAY et al., 1964), el cual se fundamenta en que las células viables no son
penetradas por este colorante, excluyéndolo, en cambio las células no viables si son

penetradas por el colorante, apareciendo al microscopio tefiidas de azul.

2.2.1. Reactivos;

- Azul de Tripan al 1% en solucion salina.
- TB: Tris 50 mM, BSA 2% (p/v), pH 7°5.
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2.2.2 Método:

Se utiliza una alicuota de 50 ul de la suspension celular que se diluye en 350 pl de TB,
posteriormente se afiade 100 pl de la solucién de azul tripan y se agita suavemente. Se ha
producido asi una dilucién 1:10 de la preparacion celular. Tras una incubacién de 3 minutos a
temperatura ambiente, se toma una alicuota de 20 pl con la que se carga por capilaridad la
camara de Fuchs-Rosenthal y se observa al microscopio a 20x. La extension celular aparece
enmarcada por los cuadrados de la reticula de la cdmara. Contamos el nimero de células,
tefiidas o no, que hay en 4 cuadrados y se calcula la media de células por cuadrado y el
porcentaje de las células que son viables (no tefiidas de azul).

El 4rea de cada uno de los cuadrados de la cdmara de Fuchs-Rosenthal es de 0°25 mm® y,
como sabemos que desde el fondo del cuadrado hasta el cubre hay 0°2 mm, el volumen en el
que estan las células de cada cuadrado que hemos contado serd 0°0125 pl, o lo que es lo
mismo: 1/ 80.000 ml. Asi, para calcular el nimero de células que hay en 1 ml multiplicamos
por 80.000 el mimero medio de células por cuadrado y el resultado de esta operacion lo
volvemos a multiplicar por 10, que era el numero de veces que previamente habiamos diluido

la preparacion celular.
2.3. IDENTIFICACION CELULAR Y RECUENTO DIFERENCIAL.

La identificacion de los tipos celulares que estaban presentes en la suspension celular
obtenida por lavado peritoneal del ratén, se llevé a cabo mediante las técnicas de tincién de

Giemsa y Papanicolau, siguiendo los criterios morfologicos de WINTROBE (1974).
2.3.1. Reactivos:

- Solucién salina.

- Alcohol etilico al 50% en agua destilada.
- Fijador para citodiagndstico “Merckofix”.
- Alcohol etilico absoluto.

- Alcohol metilico absoluto.

- Xilol.

- Xilol-Etanol (1:1).
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- Alcohol etilico en agua destilada al 50%, 70%, 80% y 95% (v/v).

- Solucidn de Giemsa.
- Hematoxilina de Harris.

- Anaranjado G 6.

- Acido clorhidrico al 0°25% en agua destilada

2.3.2. Método:

Parte de la preparacion celular obtenida se diluye 1:1 en alcohol etilico 50% en un tubo

conico de vidrio de 10 ml y se agita suavemente. A continuacién se centrifuga durante 10

minutos a 600 xg, se desecha el sobrenadante, se resuspende el sedimento celular en 500 pl de

solucidn salina fria y se realizan dos frotis de la suspension celular en sendos portaobjetos.

Uno de los portas se deja secar a temperatura ambiente, sin fijacion previa, para después ser

tefiido con el colorante de Giemsa y el otro se fija con fijador para citodiagnéstico, se deja

secar a temperatura ambiente y se colorea con la tincion de Papanicolau.

Técnica de Papanicolau: El frotis fijado con fijador para citodiagnéstico se introduce

sucesivamente durante el tiempo indicado en:

1- Etanol 80% (30 s)
3- Etanol 50% (30 s)
5- Hematoxilina de Harris (4 min)
7- HC1 0°25 % (sumergir 6 veces)
9- Agua destilada (30 s)

11- Etanol 70% (30 s)

13- Etanol 95% (30 s)

15- Etanol 95% (2 min)

17- Etanol 95% (90 s)

19- Xilol —Etanol (30 s)

2- Etanol 70% (30 s)

4- Agua destilada (30 s)
6- Agua destilada (30 s)
8- Agua corriente (6 min)
10- Etanol 50% (30 s)
12- Etanol 80% (30 s)

14- Anaranjado G 6 (90 s)
16- EA 50 (90 s)

18- Etanol absoluto (30 s)
20- Xilol (30 s)

Una vez efectuada la coloracion, los frotis se montan en balsamo de Canada y son cubiertos

por un cubreobjetos. La hematoxilina de Harris tifie los nucleos en violeta o gris azulado. El

anarajando G 6 tifie el citoplasma de las células eosinéfilas de color rosa-anaranjado y el de

las células cianéfilas de color azul-verdoso.
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Técnica de Giemsa: Se lleva a cabo en 5 pasos:
1. Cuando el frotis se ha secado a temperatura ambiente, se fija con metanol durante 3
minutos.
2. A continuacién se desecha el metanol escurriendo el porta y se deja secar a temperatura
ambiente.
3. Se recubre el frotis seco con Giemsa sin diluir, incubando durante 3 minutos a
temperatura ambiente.
4. Se lava el porta con agua.
5. Se secay se observa al microscopio.
Los macréfagos se observan como células de gran tamafio, con nucleo irregular de
color azul y citoplasma azul palido.
El recuento diferencial de las células peritoneales de raton proporcioné el siguiente
resultado: 92°1% de macréfagos, 5’8% de polinucleares y 2°1% de linfocitos. Siendo
despreciable la contaminacién eritrocitaria dado el choque hipoosmotico al que habian sido

sometidas las células.

2.4. OBTENCION DE MEMBRANAS DE MACROFAGOS.

Las membranas de los macréfagos peritoneales de raton se obtuvieron siguiendo el

método de BROMBERG y PICK (1985), introduciendo algunas modificaciones.
2.4.1. Reactivos:

- Solucién salina.
- Tampon HEPES 5 mM, pH 7’5 con inhibidores de proteasas:
- 10 mg/100 ml de bacitracina.
- 1 mg/100 ml de leupeptina.
- 1 mg/100 ml de TLCK.
- 5 mg/100 mi de PMSF, disuelto en etanol.
- EDTA 1 mM.
- Tampon HEPES 20 mM, pH 7°5, PMSF 5 mg/100 ml.
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2.4.2. Método:

Habiendo obtenido los macréfagos peritoneales de los ratones inyectados cuatro dias
antes con caseinato sédico al 6%, resuspendemos los sedimentos celulares en 10 ml de
tampon HEPES 5 mM, pH 7’5, con un coctel de inhibidores de proteasas para inhibir la gran
cantidad de enzimas proteoliticos que se liberan tras la lisis osmoética de los macréfagos. Esta
lisis osmoética se realiza mediante una incubacion en frio de 15 minutos. Seguidamente,
pasamos alicuotas de 3 ml de la suspension celular a un tubo de plastico de 25 ml, se sonican
en frio 2 x 10 segundos y se vierten en tubos conicos de vidrio de 10 ml que se centrifugan a
600 xg durante 10 minutos con el fin de eliminar las células que han quedado intactas y los
nucleos. Una vez desechados los sedimentos, los sobrenadantes se centrifugan durante 30
minutos a 30.000 xg a 4 °C. Se desechan nuevamente los sobrenadantes y el sedimento
obtenido se resuspende en HEPES 20 mM, pH 7’5, con PMSF y se sonica en frio 2 x 10
segundos, repartiéndose en alicuotas de 500 pl en tubos de Eppendorf, los cuales se

almacenan a —80 °C.

2.5. DETEMINACION DE PROTEINAS.

La determinacién de proteinas se realizd segun el método de BRADFORD (1976),
utilizando como estandar albiimina sérica bovina (BSA).

Para ello se preparan distintas diluciones patrones de seroalbumina bovina a
concentraciones entre 2 y 25 pg/ml con las que se construye una curva estandar sobre la que
se calcula, por interpolacion, la concentraciéon de proteinas existente en varias diluciones
(1/50, 1/100, 1/500) de la preparacion de membranas de macrofagos. Las concentraciones se

expresaron como pg de proteinas/ml.

2.6. UNION DEL '»I-VIP A SUS RECEPTORES ESPECIFICOS.

2.6.1. Marcaje del VIP con '*1.

Se realizo segtn la técnica descrita por LABURTHE et al. (1977).
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2.6.1.1. Reactivos:

VIP: se disuelven 0’5 mg de VIP porcino en 0’5 ml de HCI 0°005 N, quedando a una
concentracion de 3 x 107 M. Seguidamente, se agita durante 60 minutos y se reparte

en fracciones (20 alicuotas de 5 pl para su posterior marcaje y 8 alicuotas de 50 pl
como “stock” de VIP a 3 x 10™ M). Estas alicuotas se conservan a — 20 °C hasta que
vayan a ser utilizadas.

Tampoén fosfato (TP) 0°3 M, pH 7°5: disolvemos 2°04 g de KPO4H; en 40 ml de agua
destilada, se ajusta el pH con NaOH 1 N y se afiade agua destilada hasta 50 ml.
Cloramina T (1 mg/ml): se disuelven 10 mg de cloramina T (C7H;CINaO,S3H,0) en
10 ml del tampén fosfato descrito anteriormente. Se prepara 15 minutos antes del
marcaje, lo mantenemos en la oscuridad hasta su utilizaciéon. Actia en el marcaje
como oxidante débil.

Metabisulfito sédico (MbNa) (2 mg/ml): se disuelven 10 mg de metabisulfito sédico
(Na3S;05) en 5 ml de tamp6n fosfato. El metabisulfito sédico actia como reductor,
deteniéndose la reaccion de oxidacion desencadenada por la cloramina T.

12INa con una actividad de 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.

2.6.1.2. Método:

El marcaje fue realizado a temperatura ambiente, en una campana extractora y con una

adecuada radioproteccién. La mezcla de marcaje se prepard en un tubo de plastico, en el que

pusimos por este orden:

20 pl de tampon fosfato.
5 pl de VIP (1 mg/ml).
15 ul de '°1 (15 mCi).

5 pl de solucién de cloramina T.
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Después de agitar durante 30 segundos exactamente, se afiadi6 5 pl de solucién de
metabisulfato sédico y se volvié a agitar. A continuacion, se afiadio 400 pl de TBB,
agitindose nuevamente. Se tomé una alicuota de 5 pul de la mezcla de marcaje y se pas6 a un
tubo que contenia 5 ml de TB, el cual utilizamos para calcular el grado de incorporacién de

'INa al péptido.
2.6.1.3. Purificacion del VIP marcado:

El VIP marcado fue purificado por adsorcién al talco. Para ello, se afiadié a la mezcla
de marcaje 0’1 ml de la suspension de talco. Agitamos y centrifugamos a 2.000 xg,
desechamos el sobrenadante, el cual contiene yodo libre y pequefios péptidos. Resuspendimos
el sedimento de talco en 1 ml de acético 1 N/etanol y agitamos con fuerza para separar el
péptido yodado del talco. A continuacion, centrifugamos durante 10 minutos a 2.000 xg,
recuperandose el sobrenadante, que contiene el '*’I-VIP puro, lo repartimos en alicuotas de 50
ul que conservamos a — 20 °C hasta el momento de su utilizacién. Con este método, el '*’I-
VIP debe ser purificado de nuevo antes de su uso en el experimento, afiadiendo al tubo que
contiene el péptido marcado 350 pl de TB y 100 ul de la suspensién de talco, agitandose bien
y centrifugando posteriormente durante 10 minutos a 2.000 xg. Desechamos el sobrenadante,
que contiene yodo radioactivo libre y fragmentos de péptido. El sedimento, que contiene 1251
VIP puro, se resuspendié en una 1 ml de la solucion de acético/etanol y después de agitar
fuertemente, se centrifugé a 2.000 xg durante 10 minutos, recuperandose el sobrenadante en

el que se encuentra el '*I-VIP purificado.
2.6.1.4. Calculo del porcentaje de incorporacién:

Se toma una alicuota de 5 pl de la mezcla de marcaje y se pasa a un tubo que contiene 5
ml de TB, agitandolo a continuacién. De este tubo, se toman 100 pl y se afiaden a un tubo de
plastico que contiene 300 pl de TBB y 100 pl de la suspension de talco, todo ello por
triplicado. Después de agitar fuertemente, se centrifuga 10 minutos a 2.000 xg y se separan
los sobrenadantes de los precipitados. En un contador gamma se determinan las cuentas por
minuto existentes en el precipitado y en el sobrenadante, y se calcula el porcentaje de

radioactividad del precipitado respecto al total:
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o

cpm en el precipitado

% de incorporacion =

cpm en el precipitado + cpm en el sobrenadante
En los marcajes realizados, el porcentaje de incorporacién medio fue del 80-85%.
2.6.1.5. Célculo de la actividad especifica:

La actividad especifica del '**I-VIP (cantidad de radioactividad, en pCi, incorporada
por pug de péptido) se calcula a partir del porcentaje de incorporacion, conociendo los mCi de

1231 y Jos pg de VIP que se han utilizado en el marcaje, mediante la siguiente formula:

uCi de '°I x % de incorporacién

Actividad especifica =

ug de VIP x 100

La actividad especifica media alcanzada fue de 250 uCi 1251 4 ug VIP, que equivalen a 832

Ci/mmol.
2.6.2. Unién del "*I-VIP a sus receptores en macrofagos peritoneales de raton.

En los estudios de dosis-efecto, se ponen en el medio de incubacién concentraciones
crecientes de VIP frio y una concentracion fija de '*’I-VIP, de tal forma que ambos compiten
por unirse a sus receptores especificos en la membrana celular. En los demas experimentos se
mantienen los mismos presupuestos metodologicos, por lo que sélo se especificaran sus
condiciones particulares. A continuacion se describen los reactivos y el método utilizado en

estos experimentos.
2.6.2.1. Reactivos:
- TB: Tris 50 mM, BSA 2%, pH 7°5.

- TBB: Tris 50 mM, BSA 2%, bacitracina 2 mg/mli, pH 7°5.
- Tris-sacarosa: Tris 50 mM, pH 7°5, sacarosa 10% (p/p).
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- VIP frio: afiadimos 1450 wl de TB a una alicuota de 50 pul de VIP “stock” (3 x107* M)
con lo que el VIP queda a una concentracién de 107 M. Se agita fuertemente y se reparte en
alicuotas de 50 pl, las cuales se utilizaran en los experimentos de dosis-efecto. En alguno de
estos experimentos se necesitara preparar mediante diluciones sucesivas con TB, diferentes
concentraciones de VIP frio comprendidas entre 10" y 107 M. Para la determinacién de la
unién especifica se utiliza VIP frio a una concentracién de 10° M en el medio de incubacién
(VIPns). Cuando el VIP frio alcanza una concentracion tan elevada desplaza por completo al
'5[_VIP de su unién a los receptores especificos, asi pues se considera que el VIP que sigue
unido a las células o a las membranas no est4 unido a receptores especificos, representando la
union no especifica.

- 'BL-VIP: una alicuota de VIP marcado se diluye en TB para alcanzar en el medio de

incubacién una concentracion final de 45 pM, similar a la existente en el plasma.

- Preparacion celular: una vez que hemos obtenido los macréfagos peritoneales de
raton, se determina el porcentaje de viabilidad celular y se cuentan las c€lulas en una
camara de Fuchs-Rosenthal. A continuacién se ajusta la concentracién celular con
una solucién salina a 5 x 10° células / ml, de tal forma que en el medio de incubacién
quede una concentracién celular de 1°5 x 10° células / ml, la cual se ha definido

como Optima a partir de experimentos con diferentes concentraciones celulares.
2.6.2.2. Método general: dosis-efecto.

Para los experimentos se han empleado tubos de plastico de 3 ml, siendo el volumen
final de la incubacion de 500 pl. Cada punto se ha realizado por triplicado. A cada uno de los
tubos se ha afiadido por este orden:

- 250 pl de TBB.

- 50 pl de TB, VIP frio o VIPns.
- 50 pl de "’I-VIP.

- 150 pl de la preparacion celular.

Tras incubar durante 90 minutos a 15 °C (condiciones optimas que se han definido a
partir de la cinética de asociacion), se detiene la reaccién tomando alicuotas de 200 ul y
pasandolas a tubos de microfuga que contienen 200 pl de TB frio. Posteriormente se

centrifuga en la microfuga a 10.000 xg durante 5 minutos a 4 °C, se aspiran los sobrenadantes
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y se lavan los sedimentos celulares dos veces con Tris-sacarosa frio. Por ultimo, se cortan las
puntas de los tubos y se cuentan en un contador gamma durante 2 minutos.

En todos los experimentos se toman 3 alicuotas de 200 pl de los medios de incubacidn,
que no se centrifugan y que son utilizadas para determinar la actividad total (radioactividad
total, en cpm, que habia en 200 pl del medio de incubacidn), la cual se toma como referencia
para expresar en porcentaje la radioactividad (cpm) que muestran los sedimentos celulares al
contarlos, obteniéndose asi el porcentaje de unidn total, que al restarle la “unién inespecifica
(radioactividad en cpm que mostraron las células incubadas en presencia de VIPns),

proporciona la unién especifica, es decir, el porcentaje de '*’I-VIP unido especificamente:
% Unioén Especifica = % Union Total- % Unidn Inespecifica
2.6.2.3. Cinética de asociacion:

Estudiamos la cinética de la unién del 'I-VIP a sus receptores en macrofagos
peritoneales de raton a dos temperaturas, 15 °C y 30 °C. Para lo cual, se determiné la unién
especifica del trazador a los macréfagos en diferentes tiempos de incubacioén (5, 10, 15, 30,
60, 90 y 120 minutos), para cada una de las temperaturas, con el fin de determinar el tiempo al
que se alcanzaba el estado de equilibrio y la estabilidad de la unién, lo que nos permitié
observar cuales eran las condiciones dptimas de tiempo y temperatura que deberiamos utilizar

en los demas experimentos.
2.6.2.4. Concentracion celular:

Con el fin de determinar la concentracion optima de células, se estudié la unién
especifica del '*I-VIP para diferentes concentraciones celulares (desde 0°5 x 10° células/ml
hasta 10 x 10° células/ml) a 15 °C. Mediante este experimento, se determindé que la
concentracién celular 6ptima era de 1°5 x 10° células/ml.

2.6.2.5. Degradacion del '*I-VIP:

Tanto en los experimentos de cinética de asociacién como en los de concentracion

celular, se determiné, para cada tiempo, temperatura y concentracién celular, la cantidad que



MATERIAL Y METODO 103

quedaba indemne de '*’I-VIP en los sobrenadantes de los tubos de microfuga y que refleja la
degradacion sufrida por el trazador durante la incubacién. Para ello se ponen en tubos de 3 ml:
- 200 pl de sobrenadante postmicrofuga.
- 200 ul de TB frio.
- 100 pl de talco.

Se agita bien, se centrifugan a 2.000 xg durante 10 minutos, se separan los precipitados de
los sobrenadantes y ambos se cuentan en el contador gamma. El porcentaje de '*’I-VIP
indemne se calcula dividiendo las cpm que da el precipitado (donde se encuentra el trazador
indemne absorbido al talco) entre la suma de las cpm del precipitado mas las del sobrenadante

(donde se encuentran los fragmentos degradados del péptido marcado):

cpm del precipitado

% '2I-VIP indemne =

cpm del precipitado + cpm del sobrenadante

El porcentaje de '*’I-VIP indemne es muy importante tanto en la valoracién de la
cinética de asociaciéon como en el efecto de la concentracion celular a la hora de elegir las

condiciones 6ptimas de incubacion.
2.6.2.6. Cinética de disociacién:

Para poder estudiar la disociacion del complejo '*’I-VIP-receptor, se realiza una
incubacion a 15 °C durante 90 minutos en las condiciones descritas anteriormente.
Transcurridos los cuales, y una vez alcanzado el estado de equilibrio, se afiade al medio de
incubacién una sobrecarga de VIP frio a una concentracion final de 107 M, para que induzca
la disociacién del complejo '2’I-VIP-receptor. A continuacién, manteniendo la temperatura de
incubacioén a 15 °C, se determina la uni6n especifica del trazador a las células a diferentes
tiempos (0, 5, 10, 15, 30, 60, 90 y 120 minutos), expresandola como porcentaje de la unién

existente en el tiempo 0, justo al afiadir la sobrecarga del VIP frio.
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2.6.2.7. Saturacion:

Las células fueron incubadas durante 90 minutos a 15 °C en presencia de
concentraciones crecientes de '*’I-VIP, desde 25 x 102 M hasta 2 x 10° M, se determind la

union especifica para cada una de las concentraciones del trazador.
2.6.2.8. Especificidad:
Para poder determinar si los receptores son o no especificos para VIP, se estudia la

unién especifica del 'PI-VIP a las células en presencia de péptidos estructuralmente

relacionados o no con el VIP.

Relacionados No relacionados
Helodermina Insulina
GRFr Somatostatina
PHI Pancreastatina
Glucagén Octapéptido de CCK
Secretina

El protocolo es similar al de la dosis-efecto con la unica variacion de que, en lugar de
hacer competir al '>’I-VIP con el VIP frio, se le hace competir con estos péptidos a diferentes

concentraciones, desde 10™'° M hasta 10°M.
2.6.2.9. Degradacion del receptor:

Para estudiar la degradacion del receptor durante la incubacion, se examina el efecto de
diferentes periodos de preincubacion de las células sobre la unién especifica del '*’I-VIP. Para
ello, se determina la union especifica del '*’I-VIP a células que han sido preincubadas a 15
°C durante diferentes tiempos: 0, 5, 10, 15, 30, 60, 90 y 120 minutos. La union especifica
calculada para cada periodo de preincubacién se expresa como porcentaje de la unidén

especifica hallada en células que no han sido previamente incubadas (tiempo 0).
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2.7. PRODUCCION Y CUANTIFICACION DE AMPc.

Se estudi6 el efecto del VIP, asi como el de diversos agentes farmacoldgicos sobre la

producciéon de AMPc en los macrofagos peritoneales de raton.

2.7.1._Efecto del VIP sobre la produccién de AMPc por los macréfagos peritoneales de

raton.

2.7.1.1. Reactivos:

- TBB/IBMX: Tris 50 mM, BSA 2% (p/v), bacitracina 2 mg/ml, 3-isobutil-1-
metilxantina (IBMX) 0’4 mM, pH 7°5.

- TB: Tris 50 mM, BSA 2%, pH 7°5.

- VIP: diluido en TB a concentraciones de 10! M a 10 M.

- Metanol asbsoluto.

- Preparacién celular: los macréfagos peritoneales de raton fueron preparados en

solucién salina a una concentracion de 3’3 x 10° células / ml.

2.7.1.2. Método general: dosis-efecto.

Se determiné cual era la produccién basal de AMPc por parte de los macrdéfagos, asi
como la produccién estimulada por concentraciones crecientes de VIP. Las incubaciones se
realizaron en un volumen final de 500 pl. En cada uno de los tubos se pusieron, por este
orden:

- 250 pl de TBB/IBMX.

- 50 ul de TB.

- 50 pl de TB (basal) o de VIP (estimulada).
- 150 pl de preparacion celular.

Las concentraciones de cada uno de los reactivos en el volumen final de incubacion
fueron las siguientes:

- Tris 35 mM, pH 7°5.
- BSA 1’4 % (p/v).

- Bacitracina 1 mg/ml.
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- IBMX 0’2 mM.

- NaCl 50 mM.

- VIP10""'Ma 10° M, o ausente (basal).
- Células: 1 x 10® células/ml.

Incubamos a 15 °C durante 45 minutos (condiciones Optimas). Después, se detiene la
reaccion afiadiendo a cada tubo 2’5 ml de metanol y agitamos, con lo que se produce la
precipitacion de las proteinas. Centrifugamos 10 minutos a 2.000 xg y se toman alicuotas de
400 pl del sobrenadante las cuales se pasan a tubos de vidrio, estos se dejan evaporar en la
estufa a 60 °C hasta que sélo quede el extracto seco de la fraccion soluble del sobrenadante,
en el que se encuentra el APMc. Los tubos con el extracto seco se conservan a —80 °C hasta la

realizacion del radioinmunoanalisis de AMPc.
2.7.1.3. Efecto del tiempo y de la temperatura:

Con las condiciones bésicas que previamente se han descrito, se estudié la produccion
de AMPc basal y estimulada por VIP 107 M a diferentes tiempos (0, S, 10, 15, 30, 60, 90, y
120 minutos) y a diferentes temperaturas (15 °C y 30 °C). A partir de aqui, se eligieron las

condiciones dptimas de tiempo y temperatura a utilizar en posteriores experimentos.
2.7.1.4. Efecto de la concentracion celular:

Se estudié la produccion de AMPc, basal y estimulada por VIP 107 M, para diferentes
concentraciones celulares de macréfagos (desde 0°5 x 10° células/ml hasta 8 x 10°
c€lulas/ml). Determinandose a partir de este experimento la concentracién celular idénea a

utilizar.
2.7.1.5. Efecto de la concentracion de IBMX:

Se determin6 las producciones de AMPc basal y estimulada por VIP 107 M en
presencia de concentraciones crecientes de IBMX (0, 0°05, 0’1, 0’2, 0’5 y 1 mM).
Decidiéndose a partir de este experimento la concentracién adecuada de IBMX a utilizar en

sucesivos ensayos.
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2.7.1.6. Especificidad:

Se estudi6 la produccion de AMPc por los macrofagos estimulada por concentraciones
crecientes (107" M a 10 M) de diferentes péptidos, relacionados o no estructuralmente con el
VIP, para de este modo determinar la especificidad del sistema efector. Se utilizé la misma
metodologia utilizada en la dosis-efecto de VIP, pero afiadiendo al medio de incubacién en
lugar de VIP, el péptido a estudiar a la concentracion deseada. Se han estudiado los efectos
del PHI, helodermina, GRFr, secretina , glucagén, insulina, pancreastatina, somatostatina y

octapéptido de colecistoquinina.

2.7.2. Produccion de AMPc en macréfagos peritoneales de ratén: efecto de los
antagonistas del VIP ([4-CI-D-Phe®, Leu'’] VIP y [ Ac-Tyr',D-Phe’]GRF.20 -NH; ) y de

diferentes agentes farmacolégicos.

Se estudié la regulacién por los dos antagonistas del VIP antes mencionados de la
produccién de AMPc en macréfagos peritoneales de raton, asi como el efecto de diferentes

agentes farmacoldgicos (isoproterenol, propanolol) sobre dicha produccion.
2.7.2.1. Reactivos:

- Los descritos en el apartado 2.7.1.1.

- (4-C1-D-Phe®, Leu') VIP de 10" M a 10 M.

- (Ac-Tyr', D-Phe?) GRF,.50-NH, de 10" M a 10° M.
- Isoproterenol 10°M.

- Propanolol 107 M.

2.7.2.2. Método:

La determinacion de los niveles de AMPc se realiz6 con la misma metodologia que ya

fue descrita en el apartado 2.7.1.2.
La EDsp (dosis efectiva semimaxima) representa la concentracion de VIP que
induce la respuesta semiméxima de la produccién de AMPc. El valor de la correspondiente

constante de inhibicion (Ki) viene determinado por la siguiente ecuacion:
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[ antagonistas]

Ki

[EDso (A) EDso(C)]- 1

donde [antagonistas] es la concentracion de antagonistas, EDsy (A) y EDso(C) es la
concentracion de VIP que induce la respuesta semimdxima en presencia o ausencia de

antagonistas, respectivamente.
2.7.3. Determinacién cuantitativa de AMPc.

Se llevd a cabo mediante radioinmunoanalisis (RIA), utilizando para ello el kit
suministrado por Amersham, capaz de cuantificar concentraciones de AMPc del orden
fentomolar. El fundamento del RIA de APMc consiste en la elevada capacidad antigénica del
AMPec, lo que posibilita la produccién de anticuerpos (Ac) muy especificos frente a él a partir
del suero de conejos a los que se les ha inyectado previamente, y en la facilidad con que se
puede marcar radioactivamente con '’I, preparandose en la forma AMPc-'>I (trazador).
Cuando a una muestra que contiene una cantidad desconocida de AMPc se le afiade una
cantidad elevada de AMPc-'*’ y, posteriormente, se afiade una cantidad limitada de Ac,
ambas formas de AMPc compiten por unirse al anticuerpo especifico, lo que da lugar a la
formacién de complejos del tipo Ac-AMPc y Ac- AMPc-'%I, quedando tanto més trazador
libre cuanto més AMPc tenga la muestra. Si, a continuacion, hacemos precipitar por
centrifugacién los complejos formados (Ac-AMPc y Ac-AMPc-'%’I), mediante un anticuerpo
anti-inmunoglobulina de conejo (Amerlex-M) unido a polimeros magnetizables, y
desechamos el sobrenadante que contiene el trazador libre, la radioactividad que queda en el
precipitado correspondera solamente al complejo Ac-AMPc-'’I y sera inversamente

proporcional a la cantidad de AMPc quev tuviera la muestra.
2.7.3.1. Reactivos:

- Trazador: AMPc-'%1, diluido en tampon acetato 0°05 M, de tal forma que 100 pl
corresponden a 27.000 cpm.

- Anticuerpo anti-AMPc obtenido de conejo.

- Tamp6n de analisis: acetato 0’05 M, pH 5°8.
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- AMPc estandar: 1 ml a una concentracion de 32 fM.

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

- Muestra: obtenida por reconstitucion con 200 pl de tampon de andlisis, del extracto

seco descrito en el apartado 2.7.1.2.

2.7.3.2. Método:

Preparacion de la curva estdndar: Se preparan distintas diluciones a partir de AMPc 32
fM (25, 50, 100, 200, 400, 800 y 1600 fmol/tubo). Se prepara un blanco (Bo).

Se procede con el siguiente protocolo (cantidades en pl):

Total C Bo Estandares Muestras
Tampén 200 100 jee—e e
Estandares @ |~=-- | - 100 |eeeee-
Muestras |- | e | e 100
Trazador 100 100 100 100
Anticuerpo = |------ 100 100 100

Se agitan todos los tubos y se incuban durante 3 horas a 4 °C. Se detiene la incubacién

afiadiendo 500 pl del segundo anticuerpo (Amerlex-M) a cada uno de los tubos, excepto al de

cuentas totales (Total C.). Se agitan de nuevo todos los tubos y se incuban a temperatura

ambiente durante 10 minutos, tiempo que tarda el segundo anticuerpo en unirse a los

complejos antigeno-anticuerpo formados durante la primera incubacién. Se centrifugan los

tubos a 2.000 xg durante 10 minutos, desechandose los sobrenadantes mediante aspiracién en

vacio y se cuenta la radioactividad de los precipitados (fraccion ligada) durante 2 minutos en

un contador gamma. Con los valores que se obtienen en los estandares, se contruye una curva

patron cuyo punto 0 de AMPc viene dado por Bo. La radioactividad ligada (B) encontrada en

cada una de las concentraciones estandar y en las muestras se expresa como porcentaje de la

radioactividad en Bo. La cantidad de AMPc (fmoles/tubo) en cada una de las muestras, se

calcula por interpolacion a partir de la curva estandar.
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2.8. DETERMINACION DE LA MASA MOLECULAR RELATIVA DEL RECEPTOR
DE VIP MEDIANTE LA TECNICA DE CROSS-LINKING.

Se utilizd6 esta técnica para identificar a nivel molecular el receptor de VIP en
membranas de macrofagos peritoneales de raton, y también para analizar el efecto que a este
nivel tienen los siguientes antagonistas de VIP: (4—Cl-D-Phe6, Leu!)VIP y (Ac-Tyr’,D—
Phe?)GRF.29-NH,.

2.8.1. Cross-Linking del '*I-VIP a las membranas de macréfagos peritoneales de ratén.
2.8.1.1. Reactivos:

- Tampodn Hepes 20 mM, pH 7°5.

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

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

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

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

- LVIP 0’3 nM.

- (4-Cl-D-Phe®, Leu')VIP 100 nM.

- (Ac-Tyr',D-Phe’)GRF.,o-NH, 100 nM.

- VIP frio 10° M.

- Preparacion de membranas a una concentracion final de 100 pg / ml.
2.8.1.2. Método:

Las membranas de macréfagos peritoneales de ratéon (100 pg/ml) se incubaron durante
60 minutos a 15 °C en 5 ml de tampdén Hepes 20 mM, pH 7°5, BSA 2% (p/v), bacitracina
0°1% (p/v) con 'P’L-VIP 0’3 nM, afiadiéndose (4-C1-D-Phe®, Leu!"YVIP 100 nM y (Ac-
Tyrl,D-Phez)GRFl-zg-NHz 100 nM a los experimentos con antagonistas. Para determinar la
unién inespecifica, se hizo la misma incubacién anterior a la que ademas se le afiadié6 un
exceso de VIP frio a una concentracién de 10® M. Después de la incubacién, se detiene la
reaccién afiadiendo 25 ml de tampén Hepes 20 mM, pH 7’5, frio y posteriormente se

centrifuga a 30.000 xg durante 15 minutos a 4 °C. Se desecha el sobrenadante y el precipitado
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se resuspendié en 1 ml de Hepes 20mM , pH 7°5 que contiene DTSP 1mM. La reaccion se
lleva a cabo durante 15 minutos a una temperatura de 4 °C y se detiene afiadiendo 20 pl de
Hepes 20 mM, pH 7’5, frio que contiene glicina 60 mM para detener la reaccion. Esta mezcla
se centrifuga a 4 °C durante 15 minutos a 30.000 xg y el precipitado que resulta, se
resuspende en 0’1 ml de Tris 60 mM-HC], pH 8’8, conteniendo glicerol 10% (v/v), azul de
bromofenol 0°001 % y SDS 3 % (p/v), haciéndolo pasar 5 veces consecutivas a través de una
aguja de calibre 25. Tras calentar durante 30 minutos a 60 °C, la suspension se centrifuga
durante 15 minutos a 48.000 xg y el sobrenadante se somete a gel de electroforesis SDS-

poliacrilamida (SDS-PAGE).

2.8.2. SDS-PAGE y autoradiografia.

2.8.2.1. 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); ovoalbiumina (Mr 42.699); anhidrasa carbonica (Mr 31.000); inhibidor de
tripsina (Mr 21.500); lisozima (Mr 14.400).

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

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

- Film Du Pont Cronex-4.

2.8.2.2. Método:

Fue realizado segin el método de LAEMMLI (1970). Primeramente, se procede al
montaje de los geles, afiadiendo el gel de poliacrilamida al 12%, esperamos su polimerizacién
y a continuacién se afiade el gel de poliacrilamida al 5% y se espera de nuevo su
polimerizacién. Una vez que se ha producido ésta, se procede a montar la cubeta. A
continuacion, se afiade la muestra y los marcadores de peso molecular citados en el apartado
anterior. Los geles se fijaron en metanol al 43 % (v/v) y acido acético 1’6 M, y se tifieron con
azul de Coomasie al 0°1% (p/v). A continuacion, se destifieron en la solucion de fijacion. Los
geles fueron secados y expuestos durante un periodo de 8-12 dias a — 80 °C en una placa Du

Pont Cronex-4 en oscuridad.
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2.9. ANALISIS ESTADISTICO.

Cada uno de los experimentos ha sido realizado por triplicado, expresandose los valores
como la media + el error estindar de la media (SEM).

El célculo de las constantes de afinidad (Kd) y de las capacidades de unién de los receptores
(Bmax) se ha realizado con los programas EBDA, original de McPHERSON (1983) y
LIGAND, original de MUNSON y RODBARD (1980), modificado para microordenadores
por McPHERSON (1985), editados ambos por BIOSOFT, P.O. Box 580, Milltown, New
Jersey, 08850, USA.

Para calcular los coeficientes de correlacion lineal (r), asi como para la aplicacion del test de
la t de Student, ha sido utilizado el programa GraphPAD Instat, versién 1.0, de MOTULSKY
(1989), editado por GraphPAD Software, San Diego, California, 92121, USA. Ha sido

considerado estadisticamente significativo un valor de p < 0°05.
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1. UNION DEL "L.VIP A SUS RECEPTORES EN MACROFAGOS
PERITONEALES DE RATON.

1.1. EFECTO DEL TIEMPO Y DE LA TEMPERATURA.

La unién especifica del '*’I-VIP a macréfagos peritoneales de ratén fue un proceso
dependiente del tiempo y de la temperatura (Fig. 11). A 30 °C, la unién especifica del trazador
a las células fue rapida, obteniéndose la mitad de la unién maxima en los primeros 15 minutos
y el maximo a los 60 minutos, descendiendo después lentamente. A 15 °C, se produce una
disminucion en la velocidad de reaccion, alcanzandose la mitad de la unién maxima pasados
los 30 minutos, el maximo a los 90 minutos y manteniéndose en estado estacionario hasta los
180 minutos. La unién méxima fue similar a ambas temperaturas. La degradacién del '*’I-VIP
también fue un proceso dependiente del tiempo y de la temperatura (Fig. 12). La degradacion
del trazador fue mayor a 30 °C que a 15 °C, especialmente a partir de los 30 minutos,
explicando parcialmente la disminucién de la unién observada a 30 °C. En base a estos
resultados, en los siguientes experimentos la incubacion se llevé a cabo a 15 °C durante 90
minutos, para conseguir una maxima unién especifica con una minima degradacion del

receptor.
1.2. EFECTO DE LA CONCENTRACION CELULAR.

La union especifica del '’I-VIP fue una funcién lineal (r = 0°99) de la concentracion
celular hasta 2 x 10° células/ml (Fig. 13). A mayores concentraciones celulares, la unién
observada fue menor de la esperada, debido probablemente, a la relativamente elevada
degradacion del trazador (Fig. 13). Los experimentos siguientes se realizaron con una
concentracién celular de 1°5 x 10 células/ml, concentracion a la que sélo se habia degradado

un 15% de trazador.
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Fig. 11.- Unién del "*I-VIP a los macroéfagos peritoneales de ratén en funcién del tiempo
y de la temperatura. Las células (1’5 x 10%/ml) fueron incubadas en presencia de '*I-VIP 45
pMa15°C (@) oa30°C (0), determinandose la unién especifica del péptido marcado para
cada uno de los periodos de tiempo identificados. Cada punto es la media de tres

experimentos independientes realizados por triplicado.
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Fig. 12.- Degradacion del 'I-VIP en funcién del tiempo y de la temperatura. Se
incubaron las células (1’5 x 10%ml) en presencia de '*’I-VIP 45 pM a 15 °C (@) 0 2 30 °C

(0), determinandose 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.
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Fig. 13.- Efecto de la concentracién celular sobre la unién del "*I-VIP a los macréfagos
peritoneales de ratén. Degradacion del '*I-VIP en funcién de la concentracion celular.
Se incubaron concentraciones celulares cada vez mayores (hasta 8 x 10° células/ml) durante
90 minutos a 15 °C en presencia de '*I-VIP 45 pM, determinandose para cada una de ellas la
union especifica del trazador (@) y el porcentaje de trazador libre en el medio de incubacién

(0). Cada punto es la media de tres experimentos independientes realizados por triplicado.
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1.3. EFECTO DE LA PREINCUBACION DE LAS CELULAS Y DEL pH DEL MEDIO
DE INCUBACION.

La preincubacion de las células en ausencia del péptido marcado da lugar a una
disminucién progresiva de la unién del '*’I-VIP a los macréfagos de raton (Fig. 14), como
consecuencia, probablemente, de la inactivacion de los receptores. Las células preincubadas
durante 90 minutos a 15 °C en ausencia de trazador conservaron el 76% de su capacidad de
unién al '*I-VIP.

La uni6n especifica del '*’I-VIP a los macréfagos peritoneales de raton, también fue un
proceso dependiente del pH del medio de incubacién. La union especifica se produce en un

rango relativamente grande de pH y es maxima a un pH de 7°5.
1.4. CINETICA DE DISOCIACION.

La unién del 'I-VIP a sus receptores especificos en macréfagos peritoneales de raton
fue un proceso reversible. Asi, la disociacion del complejo péptido-receptor se demuestra por
la progresiva disminucion del trazador unido a los macrofagos peritoneales de ratéon en
funcién del tiempo (Fig. 15) cuando, tras alcanzarse el estado de equilibrio con una
incubacion de 90 minutos a 15 °C, se afiadié al medio de incubacién una sobrecarga de VIP
frio 10”7 M. El 45% del VIP marcado se habia disociado en los primeros 30 minutos, llegando
al 75% a los 120 minutos. Representando graficamente la union especifica del 'BLVIP a los
macréfagos, en escala logaritmica, frente al tiempo transcurrido tras la sobrecarga de VIP frio,
en escala lineal, se observa como la disociacion no sigue una cinética de primer orden,
pudiéndose desglosar en dos lineas rectas la curva semilogaritmica que la representa, lo que
indica la presencia de dos procesos de primer orden: el primero de ellos con una tasa de
1

disociacién de 3°7 x 10 min™, corresponde, a una poblacion de receptores de baja afinidad y

rapida disociacion; mientras que el segundo, con una tasa de disociaciéon de 2’2 x 10 min™,

corresponde a una segunda poblacion de receptores de alta afinidad y lenta disociacion.
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Fig. 14.- Efecto de la preincubacion de las células sobre la unién especifica del 151 _vip
a los macréfagos peritoneales de ratén. Las células (1°5 x 10%/m1) se preincubaron a 15 °C e
ausencia del trazador durante los periodos de tiempo indicados. Entonces, se afiadié '*°I-VIP
45 pM y, tras una incubacion de 90 minutos a 15 °C, se determiné la unién especifica, la cual
se expresa como porcentaje de la encontrada en células control que no habian sido

preincubadas. Cada punto es la media de tres experimentos realizados por triplicado.
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Fig. 15.- Cinética de disociaciéon del complejo II.VIP receptor en los macrofagos
peritoneales de ratén. Las células (1’5 x 10%ml) se incubaron antes de la disociacién en
presencia de '*’I-VIP 45 pM durante 90 minutos a 15 °C. Entonces, se les afiadié VIP 107 M,
determinandose la unién especifica para cada uno de los intervalos de tiempo indicados y
expresandola como porcentaje de la existente en el tiempo 0, justo al afiadir la sobrecarga de
VIP frio. Cada punto es la media de tres experimentos independientes realizados por

triplicado.
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1.5. ESTUDIO ESTEQUIOMETRICO: DOSIS-EFECTO DE VIP.

Cuando afladimos al medio de incubacion concentraciones crecientes de VIP frio,
manteniendo fija la concentracién de '*’I-VIP (45 pM), se observa una disminucién
progresiva de la unién especifica, a consecuencia de la inhibicion competitiva producida por
el VIP al unirse a sus receptores en los macrofagos peritoneales de raton, con el consiguiente
desplazamiento del trazador (Fig. 16).

Con concentraciones bajas de VIP frio (10""), ya se produjo una disminucién
significativa de la unién especifica. La concentracion de VIP frio que inhibio en un 50% la
union especifica del trazador a los macrofagos peritoneales de raton (ICsp) fue de 1’6+ 0°3
nM.

Cuando aplicamos el analisis de SCATCHARD (1949) a los resultados de este
experimento y representamos graficamente el resultado (Fig. 17), se obtiene una curva de
concavidad superior que puede resolverse en dos lineas rectas, lo que viene a indicar la
existencia de dos poblaciones de receptores, confirmandose este hecho al tratar los resultados
del andlisis de SCATCHARD con el programa de ajuste no lineal LIGAND (MUNSON vy
RODBARD, 1980), adaptado por Mc PHERSON (1985), obteniéndose el mejor ajuste para
el supuesto de dos poblaciones de receptores: una de alta afinidad y baja capacidad de unién y

otra de baja afinidad y alta capacidad de unién (Tabla XXI).
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Fig. 16.- Inhibicién competitiva por VIP frio de la unién especifica del '*I-VIP a
macroéfagos peritoneales de ratén. Las células (1’5 x 10%ml) fueron incubadas con BLvip
45 pM durante 90 minutos a 15 °C en presencia de concentraciones crecientes de VIP frio,
determindndose para cada concentracién la unién especifica del trazador. Cada punto es la

media + E.S.]M. de catorce experimentos realizados por triplicado.
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Fig. 17.- Representacion del analisis de SCATCHARD (1949) de los mismos datos de la
Fig.16. B: VIP unido. F: VIP libre.
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TABLA XXI

Constantes de disociacion (Ky), capacidad de unién (fmol/10° células) y mimero de sitios
por célula para los receptores de VIP en macrofagos peritoneales de raton calculados a

partir del analisis de Scatchard del estudio estequiométrico.

Ky (nM) Fmol/10° células Sitios/célula
Alta afinidad 1’05+ 072 19°2+2°8 11’5+£2°3x 10°
Baja afinidad 66’4 +11°0 706°6 £ 172°0 426 +1°04 x 10°

Mediante el programa “EBDA” (McPHERSON, 1983), se realizd6 el andlisis de
SCATCHARD de cada uno de los experimentos de dosis-efecto de VIP en macréfagos
peritoneales de raton y, utilizando el programa de ajuste no-lineal “ LIGAND ” (MUNSON y
RODBARD, 1980) adaptado por McPHERSON (1985), se calcularon la Ky y la capacidad de
unién de los receptores de VIP en macréfagos peritoneales de raton.. En todo los casos, el
mejor ajuste correspondié a un modelo de dos poblaciones de receptores. La Kq y la
capacidad de union representadas en la tabla son la media + E.S.M de los resultados de los 14

experimentos a que hace referencia la Fig. 16.
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1.6.ESPECIFICIDAD.

Para investigar la especificidad de los receptores para VIP en los macrofagos
peritoneales de ratén, se estudié la capacidad que tenian diferentes péptidos, relacionados o
no estructuralmente con el VIP, para inhibir competitivamente la unién del I2L.VIP a sus
receptores (Fig. 18).

Asi se observo como la helodermina inhibi6 la union del trazador con una potencia 1°6
veces menor a la del VIP. El factor liberador de hormona de crecimiento de rata (GRFr)
inhibi6 la uniéon del trazador con una potencia 3’5 veces menor a la del VIP. El péptido
histidina amino-terminal isoleucina amida carboxi-terminal (PHI) también desplazé al
trazador de su unidn a los receptores, pero con mds baja potencia (100 veces menor que la del
VIP). La secretina, otro péptido relacionado estructuralmente con el VIP, produjo una discreta
inhibicion de la unién del '’I-VIP, pero a concentraciones muy elevadas. Los valores de la
ICs( para cada uno de los péptidos son expresados en la tabla XXII.

Por otra parte, también se observd como ni el glucagén, que es un péptido
estructuralmente relacionado con el VIP, ni otros péptidos sin relacion estructural con €l,
como la insulina, la somatostatina, la pancreastatina o el octapéptido de la colecistoquinina
(CCK 26-33), mostraron efecto alguno sobre la uniéon del trazador a sus receptores, a

concentraciones tan elevadas como 107 M.

1.7. EFECTO DE LOS ANTAGONISTAS DEL VIP: [4-C1-D-Phe®, Leu'’] VIP y [Ac-
Tyr', D-Phe’] GRF.5-NH,, SOBRE LA UNION ESPECIFICA DEL VIP A LOS
MACROFAGOS PERITONEALES DE RATON.

Al afiadir al medio de incubacion concentraciones crecientes de [ 4-C1—D-Phe6, Leu”]
VIP y [Ac-Tyr',D-Phez] GRF,.29-NH;, manteniendo fija la concentracion de 25Lyip (45
pM), se observd una progresiva disminucion de la unidn especifica con el consiguiente
desplazamiento del trazador (Fig. 19).

El péptido [ 4-CI-D-Phe®,Leu'’] VIP inhibi6 la union del trazador con una potencia 69
veces menor a la del VIP. El péptido [ Ac-Tyr',D-Phe?] GRF,.,0 -NH, también desplazé al
trazador de su unidn a los receptores, pero con una potencia mas baja que el anterior y que
corresponde a 158 veces menor que la del VIP. Los valores de la ICsy para el VIP y para cada

uno de los péptidos vienen recogidos en la tabla XXIII.
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Fig. 18.- Inhibicién competitiva de la union del I5L.VIP a los macrofagos peritoneales
de raton por el VIP frio (@), helodermina (0), GRFr (v), PHI (v), secretina (m),
glucagoén, insulina, somatostatina, pancreastatina y octapéptido de colecistoquinina (0O).
Las condiciones de incubacion son idénticas a las del pie de la Fig. 16. La union especifica se
expresa como porcentaje de la existente en ausencia de VIP frio (maximo). Cada punto es la
media de ocho experimentos realizados por triplicado. Los errores estdndar de la media no se

expresan para mayor claridad, siendo siempre inferiores al 10% de los valores medios.
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TABLA XXII

Concentraciones inhibitorias semimadximas (ICso) de VIP y de los péptidos que
inhibieron la unién del "I-VIP a sus receptores en macréfagos peritoneales de

raton.

Péptido ICso (nM)
VIP 1’6 £ 03
Helodermina 2’6 + 0’6
GRFr 53 + 1°9
PHI 160°0 + 21°0
Secretina 1000°0 + 237°0

Las ICs representadas en la tabla son la media = E.S.M. de los resultados de los ocho

experimentos a que hace referencia la Fig. 18.
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Fig. 19.- Inhibicién competitiva de la unién del '*I-VIP a los macrofagos peritoneales de
ratén por los antagonistas [4-Cl-D-Phe®,Leu'"]VIP y [Ac-Tyr!,D-Phe’]GRF;.20-NH,. Las
células (1’5 x 10° células/ml) se incubaron con '*’I-VIP 45 pM, durante 90 minutos a 15 °C en
presencia de concentraciones crecientes de VIP (@), [4-C1-D-Phe6,Leu”]VIP (0) y [Ac-
Tyrl,D-Phez]GRFl_zg-NHz (w). La union especifica es expresada como el porcentaje de union
méxima, medida en presencia del trazador solo. Cada punto es la media + E.S.M. de cinco

experimentos realizados por triplicado.
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TABLA XXIII

Concentraciones inhibitorias semimaximas (ICsq) de VIP y de los péptidos [4-Cl-D-
Phe’,Leu'"]VIP (VIP-A-1) y [Ac-Tyr',D-Phe’|GRF}.5-NH; (VIP-A-2) que inhibieron la

unién del "I-VIP a sus receptores en macroéfagos peritoneales de raton.

Péptido ICsp (nM)

VIP 1°580 + 0’12
VIP-A-1 110’8 + 10’7
VIP-A-2 251°0 + 1972

Las ICs, representadas en la tabla son la media + E.S.M. de los resultados de los cinco

experimentos a que hace referencia la Fig. 19.
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2. EFECTO DEL VIP SOBRE LA PRODUCCCION DE AMPc EN MACROFAGOS
PERITONEALES DE RATON.

2.1. EFECTO DE CONCENTRACIONES CRECIENTES DE VIP SOBRE LA
PRODUCCION DE AMPc EN MACROFAGOS PERITONEALES DE RATON.

El VIP estimul¢ la produccion de AMPc en macrofagos peritoneales de ratén en forma
dosis-dependiente y monofasica (Fig. 20). La respuesta tuvo lugar en un rango de
concentraciones de VIP de 0°01-1000 nM. La dosis efectiva semimaxima (EDsg) fue 1’0+ 0°2
nM vy la produccion méxima de AMPc (3 veces sobre la basal) se obtuvo entre VIP y VIP®
M.

2.2. EFECTOS DE DIFERENTES PEPTIDOS SOBRE LA PRODUCCION DE AMPc
EN MACROFAGOS PERITONEALES DE RATON: ESPECIFICIDAD.

Para poder determinar la especificidad del efecto estimulador del VIP sobre la
produccién de AMPc en macréfagos peritoneales de ratén, se estudio el efecto de diferentes
péptidos, relacionados o no estructuralmente con el VIP (Fig. 20).

Varios péptidos relacionados estructuralmente con el VIP, como la helodermina, el
factor liberador de la hormona del crecimiento de rata (GRFr) y el péptido histidina isoleucina
amida (PHI) también estimularon la produccién de AMPc, pero con una eficacia inferior a la
del VIP. Asi, se pudo observar que la potencia con la que la helodermina estimuld la
producciéon de AMPc fue de 3 veces menor que la del VIP, la del GRFr fue de 10 veces
menor que la del VIP y la del PHI fue de 158 veces menor que la del VIP. La secretina tuvo
solamente un ligero efecto estimulador, siendo su potencia inferior en 1200 veces a la del
VIP. Los valores de la dosis efectiva semimaxima (EDsg) para cada uno de ellos se recogen
en la tabla XXIV.

Otros péptidos como la insulina, la pancreastatina, el glucagon, la somastotatina y el
octapéptido de la colecistoquinina, no modificaron los niveles basales de AMPc incluso

utilizados a concentraciones tan altas como 1pM.
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Fig. 20.- Efecto del VIP y otros péptidos sobre la produccion de AMPc¢ en macrdéfagos
peritoneales de ratén. Se incubaron 10° células/ml durante 45 minutos a 15 °C, en presencia
de concentraciones crecientes de VIP (@), helodermina (0), GRFr (w), PHI (v), secretina (W),
glucagoén, insulina, somatostatina, pancreastatina y octapéptido de la colecistoquinina (@). Los
resultados se expresan como porcentaje del maximo incremento de AMPc sobre la basal.
Cada punto es la media de cinco experimentos realizados por triplicado. Para mayor claridad
los errores estandar de la media no estan indicados, siendo siempre inferiores al 10% del valor

de la media.
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TABLA XXIV

Dosis efectivas semimaximas (EDsg) para el VIP y otros péptidos en la produccion de

AMPc en macréfagos peritoneales de raton.

Péptido EDs (nM)
VIP 1°0 + 03
Helodermina 3’3 £ 06
GRFr 1000 £ 1°9
PHI 158°0 £ 26
Secretina 1200°0 + 215

Las EDs; representadas en la tabla son la media + E.S.M de los resultados de los cinco

experimentos a que hace referencia la Fig. 20.
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2.3. EFECTO DE LOS ANTAGONISTAS DEL VIP [ 4-C1-D-Phe®, Leu'’] VIP y [ Ac-
Tyr!, D-Phe’] GRF;3»-NH, SOBRE LA PRODUCCION DE AMPc EN
MACROFAGOS PERITONEALES DE RATON.

Para determinar ¢l efecto de estos dos péptidos sobre la produccion de AMPc en
macrofagos peritoneales de raton, se afiadieron al medio de incubacidon concentraciones
crecientes de ambos péptidos, no observandose ningun estimulo en la producciéon de AMPc
incluso a concentraciones tan altas como 1uM (Fig. 21)

Estos resultados, junto con los efectos que tienen ambos péptidos sobre la unién
especifica del VIP a los macréfagos peritoneales de raton, sugieren que pueden tener un
efecto antagonista sobre el sistema receptor-efector del VIP en macréfagos peritoneales de

raton.

2.4. EFECTO DE LOS ANTAGONISTAS DEL VIP [ 4 — CI-D-Phe®,Leu'’] VIP y [ Ac-
Tyr',D-Phe’] GRF;1-NH;, SOBRE LA PRODUCCION DE AMPc¢ ESTIMULADA
POR EL VIP EN MACROFAGOS PERITONEALES DE RATON.

Para determinar las propiedades antagonistas de ambos péptidos sobre el receptor de
VIP en macrofagos peritoneales de raton, se estudié el efecto que ejercian altas
concentraciones de los mismos (10 uM) sobre la produccion de AMPc estimulada por
concentraciones crecientes de VIP (0.01-1000 nM). Asi, se observé como ambos antagonistas
modificaban la EDsq del VIP y disminuian su efecto maximo (Fig. 22). Las correspondientes
EDs( se muestran en la tabla XXV.

Para estudiar la capacidad de los antagonistas [ 4-CI-D-Phe®, Leu'’] VIP y [ Ac-Tyr!,D-
Phez] GRF;,9-NH; de disminuir la produccién de AMPc estimulada por VIP, se afiadié al
medio de incubacion concentraciones crecientes de los mismos (0°01-1000 nM) en presencia
de VIP a una concentraciéon de 1 nM (Fig. 23). Las concentraciones de ambos péptidos
necesarias para disminuir al 50% el incremento maximo de AMPc son de 30 nM para el [4-
CI-D-Phe®,Leu'’] VIP y de 95 nM para el [ Ac-Tyr',D-Phe?] GRF|.56-NHs.

Las constantes de inhibicién (Ki) para los dos antagonistas, se obtuvieron segun la

férmula expresada en el apartado 2.7.2.2 de Material y Métodos y se muestran en la tabla
XXV.
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Fig 21.- Efecto del VIP y de los antagonistas [4-Cl-D-Phe®,Leu’’]VIP y [Ac-Tyr',D-
Phe’]GRF,.29-NH; sobre la produccion de AMPc en macréfagos peritoneales de ratén.
Se incubaron 10° células/ml durante 45 minutos a 15 °C, en presencia de concentraciones
crecientes de VIP (@), [4-C1-D-Phe® Leu'’]VIP (0), [Ac-Tyr',D-Phe’]JGRF.,o-NH; (). Los
resultados se expresan como porcentaje del maximo incremento de AMPc sobre la basal.

Cada punto es la media + E.S.M. de cincos experimentos realizados por triplicado.
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Fig. 22.- Efecto de los antagonistas [4-C1-D-Phe’,Leu'’]VIP 0) y [Ac-Tyr',D-Phe’]GRF,.
29NH; (w) sobre la producciéon de AMPc estimulada por concentraciones crecientes de
VIP (@) en macroéfagos peritoneales de raton. Se incubaron 10° células/ml durante 45
minutos a 15 °C, en presencia de diferentes concentraciones de los péptidos indicados. Los
resultados se expresan como porcentaje del maximo incremento de AMPc sobre la basal.

Cada punto es la media + E.S.M. de cinco experimentos realizados por triplicado.
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Fig.23.- Efecto de concentraciones crecientes de los antagonistas [4-Cl-D-Phe6,Leu17]VIP
(®@)y [AC-TyI‘l,D-Phez]GRFl-zg-NHz (0) sobre la produccion de AMPc estimulada por
una concentracion 1nM de VIP en macréfagos peritoneales de ratén. Se incubaron 10
células/ml durante 45 minutos a 15 °C, en presencia de VIP 1 nM y de diferentes
concentraciones de los péptidos indicados. Los resultados se expresan como porcentaje de la
maxima produccion de AMPc. Cada punto es la media £ E.S.M. de cinco experimentos

realizados por triplicado.
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TABLA XXV

Dosis efectivas semimaximas (EDsg) para los péptidos antagonistas del VIP sobre la

produccion de AMPc estimulada por VIP en macréfagos peritoneales de raton.

Péptidos EDsy (nM) K; (nM)

VIP 0’90+ 0’15

VIP-A-1 44°0 £ 37 209
1778+ 12 532’5

VIP-A-2

Los datos representados en la tabla son la media + E.S.M. de los resultados de los cinco
experimentos a que hace referencia las Figs. 22 y 23. El valor de K; fue calculado de acuerdo
con la ecuacién que viene especificada en el apartado 2.7.2.2. de Métodos.

VIP-A-1: [4-Cl-D-Phe® Leu'’JVIP; VIP-A-2: [Ac-Tyr!,D-Phe?]GRF | 29-NHa.
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2.5. EFECTO DE DIFERENTES AGENTES FARMACOLOGICOS SOBRE EL
EFECTO INHIBITORIO DE LOS ANTAGONISTAS DEL VIP [4-Cl-D-Phe®,Leu'’]
VIP y [Ac-Tyr', D-Phe’] GRFi2-NH, SOBRE LA PRODUCCION DE AMPc
ESTIMULADA POR EL VIP EN MACROFAGOS PERITONEALES DE RATON.

Para determinar la especificidad del efecto inhibitorio de ambos péptidos en el sistema
receptor-efector del VIP en macréfagos peritoneales de raton, se estudiéo el efecto de
diferentes farmacos sobre la produccion de AMPc.

Asi, se compard el efecto del agonista B-adrenérgico isoproterenol a una concentracion
de 10 uM sobre la produccion de AMPc en presencia y en ausencia de concentraciones de 10
uM de los antagonistas del VIP [4-Cl-D-Phe® Leu'’JVIP y [Ac-Tyr' ,D-Phe’]GRF, 29-NH,. Se
observd que ambos antagonistas no inhibian la estimulacién que ejerce el isoproterenol sobre
la producciéon de AMPc (Tabla XXVI). También se observd que el efecto sinérgico del VIP
(0’1t pM) y el isoproterenol (10uM) en la estimulacion de la produccion de AMPc, es
completamente abolido tanto por el [4-Cl-D-Phe®,Leu'’]VIP a una concentracién de 10 uM,
como por el [Ac-Tyr',D-Phe?]GRF).,5-NH, a la misma concentracién (Tabla XXVI). Estos
resultados vienen a demostrar que ambos antagonistas actiian por la via especifica del receptor
de VIP.

La adicion al medio de incubacion del antagonista 3-adrenérgico propanolol (10 uM),
no afectd a la estimulacion de la produccion de AMPc¢ por el VIP, ni al papel antagonista del

[4-Cl-D-Phe®Leu'"|VIP y del [Ac-Tyr',D-Phe*]GRF, 50-NH; (Tabla XXVI).
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TABLA XXVI

Efectos de diferentes agentes farmacoldgicos sobre el efecto inhibitorio de los
antagonistas del VIP sobre la produccion de AMPc estimulada por el VIP en

macrofagos peritoneales de ratén.

Acumulacion de AMPc (pmol/l()6 células)

Control 21+0°9
Iso 22°12+£2°0

21’45+ 0°8
Iso + VIP-A-1

21’48 £2°0
Iso + VIP-A-2

31’30+ 2°9
Iso + VIP

b + 9

Iso + VIP + VIP-A-1 25°11+£2°5
Iso + VIP + VIP-A-2 26’00+ 1°3
Prop 3’15+ 0°5
Prop + VIP 842+ 1’1
Prop + VIP + VIP-A-1 3’42+ 0’8
Prop + VIP + VIP-A-2 3’15+ 0°1

Iso: isoproterenol (10 pM); VIP-A-1: [4-CI-D-Phe®,Leu'’JVIP (10 pM); VIP-A-2: [Ac-
Tyr',D-Phe*JGRF,.29-NH, (10 pM); VIP ( 0’1 pM); Prop: propanolol (10 uM).
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3. DETERMINACION DE LA MASA MOLECULAR RELATIVA DEL RECEPTOR
DE VIP MEDIANTE LA TECNICA DE CROSS-LINKING EN MACROFAGOS
PERITONEALES DE RATON Y EFECTO DE LOS ANTAGONISTAS [4-CI-D-
Phe®,Leu'’] VIP y [Ac-Tyr',D-Phe’]GRF;_2-NH,.

3.1. DETERMINACION DE LA MASA MOLECULAR RELATIVA DEL RECETOR
DE VIP.

Para identificar a nivel molecular el receptor de VIP en membranas de macréfagos
peritoneales de raton, se realiz6 un cross-linking seguido de electroforesis en gel de
poliacrilamida en presencia de dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE) usando proteinas de masa
molecular relativa (Mr) conocida. En la autorradiografia (Fig. 24) la banda mayor se
identificé con una masa molecular relativa de 55 KDa. Se observaron también otras bandas
menores que se correspondian a masas moleculares relativas de 34 KDa, 23 KDa y 18 KDa.
Cuando se procedio a realizar el cross-linking en presencia de VIP 1 uM, todas estas bandas

fueron completamente abolidas.

3.2. EFECTO DE LOS ANTAGONISTAS DEL VIP [4-C1-D-Phe®,Leu'’] VIP y [Ac-
Tyr',D-Phe’]GRF;.,-NH; EN LOS ESTUDIOS DE CROSS-LINKING DEL '®L-VIP A
MEMBRANAS DE MACROFAGOS PERITONEALES DE RATON.

Para analizar el efecto de los dos péptidos antagonistas a nivel molecular, se estudi6 la
unién covalente del '*’I-VIP a membranas de macrofagos peritoneales de ratén en ausencia y
en presencia de 100nM de [4-C1-D-Phe® Leu'’] VIP y de [Ac-Tyr',D-Phe’]JGRF, 29-NH,. Se
realizé un cross-linking seguido de electroforésis en gel de poliacrilamida en presencia de
dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE). La autorradiografia revela (Fig. 25) que la intensidad de
la banda que corresponde a una masa molecular relativa de 55 KDa es significativamente
menor en presencia de los antagonistas. Cuando el cross-linking se realizé en presencia de

VIP 1 puM, esta banda fue completamente abolida.
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Fig. 24.- Determinacion de la masa molecular relativa de los receptores de VIP en
membranas de macréfagos peritoneales de raton. Se realizo un cross-linking seguido de
electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE)
usando proteinas de masa molecular relativa (Mr) conocida (ver Material y Método). En la
autorradiografia, se observan dos carriles, uno correspondiente a membranas de macréfagos
peritoneales de raton incubadas con '*’[I-VIP en ausencia (-) de VIP frio (1 uM) y el otro
correspondiente a membranas de macréfagos peritoneales de raton incubadas con '’I-VIP en
presencia (+) de VIP frio (1 uM). Se indica la masa molecular relativa de las proteinas de

referencia (Mr). La autorradiografia, es representativa de cuatro experimentos.
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Fig. 25.- Efecto de los antagonistas del VIP [4-Cl-D-Phe®,Leu'’]VIP y [Ac-Tyr',D-
Phez]GRF1_29—NH2 en los estudios de cross-linking del 251.VIP a las membranas de
macrofagos peritoneales de ratén. Se realizo un cross-linking seguido de electroforesis en
gel de poliacrilamida en presencia de dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE) tal y como se
especifica en la Fig.24. En la autorradiografia se observan cuatro lineas. La linea A
corresponde a membranas de macréfagos peritoneales de ratén incubadas con '’I-VIP en
ausencia de VIP frio (1pM), la linea D corresponde a membranas de macréfagos peritoneales
de rat6n incubadas con '*’I-VIP en presencia de VIP frio (1uM), la linea B corresponde a
membranas de macréfagos peritoneales de raton incubadas con '*’I-VIP en presencia de [4-
Cl-D-Phe®,Leu'"IVIP (100 nM) y la linea C corresponde a membranas de macrofagos
peritoneales de raton incubadas con '*I-VIP en presencia de [Ac-Tyr',D-Phe’]GRF.2-NH,
(100 nM). Se indica la masa molecular relativa de las proteinas de referencia (Mr). La

autoradiografia es representativa de cuatro experimentos.
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Se ha descrito la existencia de receptores para VIP en distintos tejidos, células y
lineas celulares. También se han descrito receptores para VIP en macrofagos
peritoneales de rata. Sin embargo, no habia sido estudiado el sistema receptor-efector
para VIP en macréfagos peritoneales de raton.

En el presente trabajo se ha caracterizado por primera vez receptores para VIP en
macrdfagos peritoneales de ratdn, poblacion celular implicada en la respuesta inmune.
Se ha demostrado que estos receptores son funcionales, puesto que de su interaccion
con el VIP se sigue un incremento en la produccion de AMPc. Ademas, se ha
determinado su correspondiente peso molecular, y se ha demostrado también como los
péptidos [4-Cl-D-Phe® Leu!’]VIP y [Ac-Tyr',D-Phe?]GRF}.,-NH; se comportan como
antagonistas de tipo competitivo y especificos del sistema receptor-efector del VIP en
macréfagos peritoneales de raton.

En esta discusion nos referiremos en primer lugar, a la interaccién del VIP con los
macrofagos peritoneales de ratén y a la caracterizacion de su peso molecular, en
segundo lugar, se discutira el efecto del VIP sobre la produccién de AMPc en los
macrofagos y en tercer lugar se abordard la interaccion de los antagonistas arriba

mencionados con los macréfagos peritoneales de raton.

1. INTERACCION DEL VIP CON LOS MACROFAGOS PERITONEALES DE
RATON.

La preparacion celular utilizada ha sido obtenida siguiendo el método de
TSYNAWAKI y NATHAN (1984), utilizado ampliamente en la literatura para la
obtencion de macrofagos peritoneales (BROMBERG y PICK, 1985; RIST et al., 1990;
SEGURA et al.,, 1991; DE LA FUENTE et al., 1993). La preparacion celular contenia
un 92’1 de macréfagos, un 5'8% de polinucleares, células que no poseen receptores
para el VIP (WIIK et al., 1985), y tan sélo un 2°1% de linfocitos, células en las que si se
ha descrito receptores para el VIP (GUERRERO et al., 1981; DANEK et a., 1983;
CALVO et al., 1986b). Los macrofagos peritoneales obtenidos no se consideran
activados, sino solamente estimulados o inflamatorios, ya que no reunen los criterios
bioquimicos de activacion (KARNOVSKY y LAZDINS, 1978), aunque si poseen una
capacidad mayor de quimiotaxis y fagocitosis que los macréfagos residentes.

El VIP ha sido marcado con '*’I mediante el método de la cloramina T

(LABURTHE et al., 1977), consiguiéndose una actividad especifica de 830 Ci/mmol.
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Considerando la actividad especifica del '*’I-VIP utilizado y, teniendo en cuenta que la
méxima actividad especifica posible es de 2.200 Ci/mmol cuando todas y cada una de
las moléculas de VIP han sido marcadas con una molécula de 'L, lo que solo se
consigue cuando se utiliza VIP monoiodado purificado mediante HPLC (MARIE et al,,
1985; MARTIN et al., 1986), el trazador que se ha utilizado contiene,
aproximadamente, 0’39 4tomos de 1231 por molécula de VIP, actividad especifica que se
considera suficiente para la caracterizacion de receptores (LABURTHE et al., 1986).

Los estudios cinéticos y estequiométricos muestran que la union del VIP a sus
receptores en macrofagos peritoneales de ratén es dependiente del tiempo, de la
temperatura y del pH, reversible, saturable y especifica, en consonancia con lo que ya
ha sido descrito en células mononucleares sanguineas humanas (GUERRERO et al,,
1981; DANEK et al., 1983; CALVO et al., 1986a), monocitos circulantes humanos
(WIIK et al., 1985), linfocitos de raton (OTTAWAY y GRENBERG, 1984), células
linfoides de rata (CALVO et al., 1986b), esplenocitos de conejo (PEURIERE et al.,
1990), macrdéfagos peritoneales de rata (SEGURA et al., 1991) y macréfagos alveolares
de rata (SAKAKIBARA et al., 1994).

Los experimentos de union han sido realizados bajo condiciones experimentales
Optimas: temperatura de 15 °C, durante 90 minutos de incubacién y con una
concentracion celular de 1°5 x 10° células /ml. En las condiciones mencionadas, la
degradacién del receptor fue tan solo del 25% y la del trazador no super? el 15%.

La unidn inespecifica, determinada en presencia de VIP 1uM, representd entre un
3-4% de la radioactividad total afiadida (45% aproximadamente de la union total). Esta
relativamente elevada unién inespecifica se debe probablemente, a la internalizacion por
endocitosis del complejo receptor-trazador, con la consiguiente imposibilidad de
desplazamiento del '*I-VIP intracelular, que pasa a incrementar la radioactividad
remanente no desplazable por el VIP 1 uM. Asi, también se ha encontrado una tasa
elevada de internalizacién de los receptores de VIP en las células HT29 (BOISSARD et
al.,1984), en leucocitos mononucleares humanos (WIIK, 1988) y en linfocitos murinos
(OTTAWAY, 1992).

El tiempo empleado en la disociacion del complejo receptor-trazador tras la
sobrecarga de VIP frio, parece indicar una cinética de disociacion que puede
desglosarse en dos procesos de primer orden, o que sugiere la presencia de dos
poblaciones de receptores, una de baja afinidad y rapida disociacidn, y otra de alta

afinidad y lenta disociacién. El mismo tipo de cinética de disociacion ha sido
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encontrada, e interpretada en este mismo sentido, por otros autores en sistemas VIP-
receptor en los que también se describen dos poblaciones de receptores, como en
enterocitos (PRIETO et al., 1979), musculo liso de utero (OTTESEN et al., 1982),
prostata ventral de rata (PRIETO y CARMENA, 1983), monocitos circulantes humanos
(WIIK et al., 1985) y en macrofagos 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 unién especifica del '»I-VIP (45 pM) a los macréfagos peritoneales de raton
fue inhibida por concentraciones crecientes de VIP frio (0°01-100 nM), siendo la
concentracion inhibidora semiméaxima (ICsg) igual a 1’6 + 0°3 nM, valor similar al
encontrado en otros sistemas VIP-receptor (Tabla XXVII).

La curva de concavidad superior observada en la representacion grafica del
analisis de Scatchard (SCATCHARD, 1949) de los resuitados del estudio
estequiométrico puede interpretarse de varias formas (DE MEYTS, 1976):

1) En primer lugar, podria deberse a la existencia de errores técnicos en la separacion
del péptido unido y libre, hecho este que debe ser descartado, ya que el método utilizado
para la separacion de ambas formas de péptido estd suficientemente acreditado,
habiendo sido ampliamente empleado en la literatura (DE MEYTS, 1976; PRIETO et
al., 1979; GUERRERO et al., 1981; WOOD et al., 1985; SHAFFER et al., 1987,
CALVO etal., 1990; SEGURA et al., 1991; CALVO et al., 1994a).

2) Otra explicacion de la curva de concavidad superior seria que la afinidad del VIP
frio por el receptor sea diferente a la del '*’I-VIP, lo que puede descartarse, ya que 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., 1978;
MARIE et al., 1985).

3) Otra posible explicacion, seria la existencia de cooperatividad negativa entre los
sitios de union. En este caso, los receptores no tendrian una afinidad fija, sino que la
afinidad global de los receptores disminuiria conforme fueran uniéndose al VIP como
consecuencia de interacciones receptor-receptor inducidas por el péptido, que
desestabilizarian los complejos VIP-receptor previamente formados, incrementandose la
tasa de disociacion (DE MEYTS, 1976). El hecho de que en ningun sistema VIP-
receptor se haya encontrado cooperatividad negativa en la interaccion del VIP con sus
receptores y que, por el contrario, se haya demostrado la ausencia de la misma en

células de préstata ventral de rata (PRIETO y CARMENA, 1983) y en células HeLa de
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carcinoma de cérvix humano (PRIETO et al, 1981), nos lleva a descartar esta
posibilidad.

Asi pues, la interpretacion mas probable del analisis de¢ SCATCHARD sugiere la
existencia de dos poblaciones distintas de receptores, siendo este un resultado similar al
obtenido por otros autores en la 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). Una de la poblaciones de receptores tendria alta afinidad
(Kq = 1’05 £ 0’2 nM) y baja capacidad de unién (19°2 £ 2’8 fmol VIP/10° células),
representando el 2°6% de la capacidad de union total, y otra de baja afinidad (Kq = 66’4
+ 11’0 nM) y alta capacidad de union (706’6 £ 172°0 fmol/10° células), resultados
similares a los obtenidos por otros autores en diversas poblaciones celulares implicadas
en la respuesta inmune (Tabla XXVIII).

Sin embargo, en contraste con nuestros resultados, otros autores han observado
una sola poblacion de receptores en células mononucleares sanguineas humanas
(OTTAWAY, 1983), linfocitos T de la linea Molt 4b (BEED et al., 1983), linfocitos
humanos no adherentes (DANEK et al., 1983), linfocitos de raton (OTTAWAY vy
GREENBERG, 1984), linfocitos T, B y células NK humanas (OTTAWAY et al., 1990),
linfocitos intraepiteliales humanos (ROBERTS et al., 1991) y en células T de mucosas
de raton (BLUM et al., 1992). El que estos autores encuentren una sola poblacion de
receptores en células mononucleares sanguineas y en linfocitos podria deberse a varios
factores: a) distinta composicion ionica del medio de incubacion; b) diferencias en los
tiempos y temperaturas a los que se realizan las incubaciones; c) utilizacién de
trazadores con actividades especificas diferentes; d) distintas forma de calcular la Kq y
la capacidad de unién, pues unos autores lo hacen a partir del experimento de saturacion
y otros a partir del estudio estequiométrico, empleando diferentes métodos para la
interpretacion del andlisis de Scatchard: el programa LIGAND de MUNSON vy
RODBARD (1980), utilizado por LACEY et al., (1991), la ecuacion de AKERA y
CHENG (1977), utilizada por BEED et al. (1983) y por DANEK et al. (1983), o €l
programa SCTFIT de DE LEAN et al. (1982), utilizado por FINCH et al. (1989).
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Concentracién inhibitoria semimaxima (ICs) de VIP en diferentes sistemas

VIP receptor.

TABLA XXVII

Célula/especie ICso (nM) Autores Aiio
Enterocitos de rata 3’10 PRIETO et al. 1979
Carcinoma pulmonar humano 1’20 LABURTHE et al. 1981
Carcinoma de cérvix humano 60°00 PRIETO et al. 1981
Membranas de pulmoén de rata 5°00 ROBBERECHT et al. 1981
Sinaptosomas de cortex de rata 3°00 STAUN-OLSEN et al. 1982
Células epitel. de prostata de rata 13°00 PRIETO y CARMENA 1983
Células acinares de par6tida de rata 20°00 INOUE et al. 1985
Membranas de tiroides bovino 50°00 MOLINERO et al. 1985
Vesicula seminal de rata 1°00 GUIJARRO et al. 1991
Cé€l. Mononucleares sanguineas hum. 0°30 GUERRERO et al. 1981
Linfocitos sanguineos no adherentes 0’50 DANEK et al. 1983
Monocitos sanguineos humanos 0’40 WIIK et al. 1985
Cél. Mononucleares sanguineas de rata 1’00 CALVO etal. 1986b
Linfoblastos SUP-T1 humanos 15°00 ROBBERECHT et al. 1988
Macréfagos peritoneales de rata 1’90 SEGURA et al. 1991
Membranas de macrofagos de rata 1’00 SEGURA et al. 1991
Macrofagos alveolares de rata 0’33 SAKAKIBARA et al. 1994
Macrofagos peritoneales de raton 1’60 Nuestros resultados 1994
Membranas de Glan.Harderiana de rata 1’30 CALVOetal. 1995
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TABLA XXVIII
Receptores para VIP en células inmunes.

Célula/Especie NKieT Kgd [CUT CU Y |ns Autor Aiio
Cél. Mononucleares hum. [ 2 0°24 80 4800 48000 |1'0 |GUERRERO 1981
Cél. Mononucleares hum. | 1 0’24 ---- 2000 - 0’1 OTTAWAY 1983
Cél. Mononuclearesrata | 2 0°05 142 1566 1183000 {10 |CALVO 1986b
Linfocitos humanos 1 047 ---- 1700 -—-- 0’05 |DANEK 1983
Linfocitos humanos 1 0’11 ---- 927 -—-- 0’1 [ROBERTS 1991
Linfocitos T humanos 1 520 --- 12266 - 0’1 |FINCH 1989
Linfocitos T4 humanos 1 025 --- 2530 --- 0’1l |OTTAWAY 1990
Linfocitos T8 humanos 1 042 ---- 2288 -—-- 0’1 |OTTAWAY 1990
Linfocitos NK humanos 1 0039 - 2409 -—-- 0’1 |OTTAWAY 1990
Linfocitos B humanos 1 047 ---- 603 - 0’1 |OTTAWAY 1990
Linfocitos de ratén 1 022 ---- 2150 -—-- 0’1 [OTTAWAY 1984
Esplenocitos de rata 2 0’10 255 2770 1755000 | 1°0 |CALVO 1986b
Esplenocitos de conejo 2 0°93 225 2000 280000 | 1°0 {PEURIERE 1990
Timocitos de pollo 2 1’12 89 1’0 |LACEY 1991
Bursa de pollo 2 046 71 | - - 1’0 [LACEY 1991
Monocitos humanos 2 025 25 9635 108396 | 1’0 |WIIK 1985
Macréfagos de rata 2 1’10 72 6700 252000 | 1’0 |SEGURA 1991
Membrana Macrdfagos 2 0’60 275 1’0 |SEGURA 1991
Macrofagos alveolarrata | 2 0’20 43 1190 51700 | 1’0 |SAKAKIBARA |199%4
Macréfagos de raton 2 1’05 66 11562 426000 | 1°0 | Nuestros result. [1994

Kq: constante de disociacion (nM). C.U.: capacidad de unién (sitios/célula). T alta

afinidad. {: baja afinidad. N: poblaciones de receptores. ns: concentraciéon de VIP

tomada para determinar la union inespecifica (UM).
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Ademas, es una caracteristica comin de los sistemas VIP-receptor en células implicadas
en las respuesta inmune, el hallazgo de una sola poblacion de receptores cuando en los
estudios estequiométricos se toma para determinar la union inespecifica una
concentracion de VIP frio demasiado baja (0’1 puM), lo que equivale a disminuir el
rango de concentraciones que se analizaran con el método de Scatchard, no dédndose
opcién a que entre en juego el posible receptor de baja afinidad. Cuando esto es asi, el
analisis de Scatchard de los estudios estequiométricos sélo determina la existencia de
una sola poblacion de receptores (OTTAWAY, 1983; BEED et al., 1983; DANEK et
al., 1983; OTTAWAY y GREENBERG, 1984; OTTAWAY et al., 1990; y ROBERTS
et al.,, 1991). Sin embargo, cuando en los estudios estequiométricos se toma para
determinar la uni6n inespecifica una concentracién de VIP mas alta (1 uM), el analisis
de Scatchard suele determinar la existencia de dos poblaciones de receptores
(GUERRERO et al., 1981; WIIK et al., 1985; CALVO et al., 1986b; PEURIERE et al.,
1990; SEGURA et al., 1991; LACEY et al., 1991).

Por otra parte, lo realmente importante a nivel funcional es la presencia de
receptores de alta afinidad, ya que son los unicos que estarian acoplados a la adenilato
ciclasa desencadenando la formaciéon de AMPc (LABURTHE et al, 1979a;
GUERRERO et al., 1981; CARMENA y PRIETO, 1983; CALVO et al., 1986a;
SEGURA et al., 1992a) y activando la proteina-quinasa dependiente de AMPc
(GUERRERO et al., 1984), mientras que los receptores de baja afinidad no producirian
la activacién de la adenilato ciclasa, de forma similar a lo que ocurre con los receptores
B-adrenérgicos de baja afinidad (WILLIAMS y LEFKOWITZ, 1977).

Sin embargo, no podemos descartar que la poblaciéon de receptores de baja
afinidad represente un estado funcional distinto de una unica clase de receptor. En este
sentido, diversos trabajos (PAUL y SAID, 1987; LABURTHE y COUVINEAU, 1988)
han sugerido que la existencia de dos clases 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 mas que un diferente estado de
asociacion entre un unico receptor y una proteina G. El hecho de que el receptor para
VIP en membranas de macréfagos sea sensible al GTP, hace que esta posibilidad deba
ser tenida en cuenta.

Otra posibilidad seria la existencia de subpoblaciones de macréfagos con

diferente grado de expresion del receptor para VIP, o bien con receptores de distinta
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afinidad. En este sentido, es preciso recordar que los experimentos se han realizado con
macrofagos inflamatorios o “respondedores”, estimulados con caseinato sédico, en los
que esta aumentada la expresion de proteinas de membrana (GORDON et al., 1988).

Por lo que respecta al valor de la Ky del receptor de alta afinidad (1’05 £ 0°2
nM), indica que los macrofagos peritoneales de raton, pueden reconocer
concentraciones de VIP del orden nanomolar. De este modo, siendo los macréfagos
células que se encuentran en diferentes regiones anatémicas donde se han descrito
terminaciones nerviosas liberadoras de VIP (FELTEN et al., 1985; OTTAWAY et al,,
1987b; NOHR y WEIHE, 1991) y donde el VIP puede alcanzar concentraciones de
orden nanomolar, podrian ser células diana de la accion neuroparacrina del péptido.

La capacidad de unién del receptor de alta afinidad, 19°2 fmoles/ 10° células, o lo
que es igual, 11.562 sitios/célula, es superior a la encontrada por GUERRERO et al.,
(1981) y por OTTAWAY et al. (1983) en células mononucleares sanguineas humanas,
(4.800 y 2.000 sitios/célula respectivamente), a la encontrada por WIIK (1985) en
monocitos humanos circulantes (9.635 sitios/célula), a la encontrada por CALVO et al.
(1986b) en células mononucleares sanguineas y en esplenocitos de rata (1.566 y 2.770
sitios/célula respectivamente), como también es superior a la encontrada por SEGURA
et al. (1991) en macrofagos peritoneales de rata (6.700 sitios/célula). Esta diferencia en
el numero de receptores podria deberse a variaciones en la expresion del receptor de
VIP a lo largo de la diferenciacion del monocito-macréfago, como sucede con otras
proteinas de membrana de las células del sistema mononuclear fagocitico
(ROSENSTREICH, 1981; GORDON et al., 1985).

Los receptores descritos son especificos para VIP, aunque también reconocen a
otros péptidos relacionados estructuralmente con él. Se ha estudiado la inhibicion de la
union  del "PI-VIP a macféfagos peritoneales de ratén producida por diferentes
péptidos, encontrandose que la helodermina, GRFr, PHI y secretina inhibieron la unién
del trazador a los macréfagos siguiendo el siguiente orden de potencia: VIP >
helodermina > GRFr > PHI > secretina. Similares resultados se han obtenido en
macrofagos peritoneales de rata (SEGURA et al.,, 1991) y en otros sistemas VIP-
receptor (COUVINEAU et al., 1985b; CHASTRE et al., 1985; DICKINSON et al.,
1986; ROUYER-FESSARD et al., 1989; O’DORISIO y CAMPOLITO, 1989a) (Tabla
XXIX). Ni el glucagén , miembro de la familia del VIP, ni otros péptidos no
relacionados estructuralmente con el VIP, como insulina, pancreastatina, somatotastina

y octapéptido de colecistoquinina, inhibieron la union del trazador a los macréfagos.
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TABLA XXIX

Orden de potencia de los péptidos de la familia del VIP en la inhibicién de la union
del "®I-VIP a sus receptores.

Célula /especie Orden de potencia Autor Afio
HT29 humana VIP > GRFh > PHI > secretina COUVINEAU 1985b
Pulmén cobaya VIP > GRFr > PHI > GRFh > secr. DICKINSON 1986
Cortex rata VIP > GRFh > PHI O’DORISIO 1988
SUP-T1 humana VIP = PHI > secretina > GRF ROBBERECHT 1988
Intestino humano VIP > GRFr > GRFh > PHI > secr. ROUYER—FES. 1989
Linfob. Molt 4b VIP > GRFh > PHI O’DORISIO 1989a
Linf. B humano VIP > GRFh > secretina > PHM O’DORISIO 1989b
IGR39 humana VIP > PHM > GRFh > secretina LUIS 1989
Hipéf. Ant. rata VIP > PHI > GRFr > GRFh > secr. WANKE 1990
Carcinoma pulmonar | VIP > GRFr > PHI = helodermina LEE 1990
Vesicula semin. rata | VIP > heloder. > secretina > GRFr GUIJARRO 1991
Macrofagos rata VIP > GRFr > GRFh > PHI > secr. SEGURA 1991
Mem. Macréfagos VIP > GRFr > GRFh = PHI > secr. SEGURA 1991
Macréfagos alveo. VIP > PHI > helodermina >> secr. SAKAKIBARA 1994
Rata VIP > heloder. > GRFr > PHI > secr. |CALVO 1995
Gland. Harderiana rata | VIP > heloder. > GRFr > PHI > secr. |Nuestros resultados | 1994

Macréfagos raton
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Para determinar la masa molecular del receptor de VIP en membranas de
macrofagos peritoneales de ratén, se realizo un cross-linking seguido de una
electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de dodecilsulfato sédico (SDS-
PAGE) y de una autoradiografia, usando como referencia proteinas de masa molecular
conocida. En la autoradiografia, la banda mayor se identificé con una masa molecular
aparente de 55 KDa. Se observaron ademas tres bandas menores que se correspondian
con una masa molecular aparente de 34, 23 y 18 KDa. Suponiendo que existe una
molécula de VIP unida por proteina, la masa molecular relativa de cada proteina es de
52, 31, 21 y 18 KDa respectivamente. Existen varias hipotesis que pueden explicar la
naturaleza de estos complejos 1251 VIP-proteina:

1) El complejo "*I-VIP-proteina de 55 KDa, podria ser el receptor de alta afinidad y
baja capacidad de unién. Asi, el valor de la masa molecular relativa es similar al
encontrado en pulmén de rata (DICKINSON et al., 1986), en pancreas de ternero (LE
MEUTH et al., 1991), en células epiteliales del plexo coroideo de cerdo (NILSSON et
al., 1991), en aorta bovina (SHREEVE et al., 1992) y en macrofagos peritoneales de
rata (CALVO et al., 1994a). Ademas, este valor de la masa molecular relativa también
es muy similar a la masa molecular del receptor de VIP solubilizado de intestino de rata
(CALVO et al., 1989) y al receptor de VIP purificado de higado de cerdo
(COUVINEAU et al., 1990).

2) El complejo '®I-VIP-proteina de 34 KDa, podria estar originado a partir del
complejo '*I-VIP-proteina de 55 KDa por rotura proteolitica y desglicosilacion 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
utiliza la preparaciéon de membranas. Ademas, esta escision podria estar inducida por la
union del ligando, con el consiguiente cambio conformacional del receptor que
favoreceria la accion de las proteasas (LUIS et al., 1988). Otra posibilidad, es que el
complejo 125I-VIP-proteina de 34 KDa, podria corresponder con el receptor de baja
afinidad y alta capacidad de union. 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 pancreas de ternero (LE MEUTH et al., 1991), en macréfagos
peritoneales de rata (CALVO et al., 1994a) y en glandula Harderiana de rata (CALVO
et al., 1995). Finalmente, las bandas de 23 y 18 KDa podrian representar complejos

calmodulina-'*I-VIP, como ha sido observado por STALLWOOD et al. (1992).
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En definitiva, se ha demostrado la existencia de receptores especificos para el VIP
en macréfagos peritoneales de raton, lo que hace pensar que el VIP puede modular
algunas de las funciones del macréfago y, a través de ella, la respuesta inmune. El VIP,
como los demas neuropéptidos y hormonas, produce modificaciones funcionales en las
células diana a través de la formacién de un segundo mensajero intracelular, que en el
caso del VIP, es el AMPc. Asi pues, la hipotesis del papel del VIP como
inmunomodulador a nivel del macréfago de raton, seria mucho mas firme si se
demuestra que los receptores son funcionales. Por ello, se estudio el efecto del VIP

sobre la produccion de AMPc en macréfagos peritoneales de raton.

2. EFECTO DEL VIP SOBRE LA PRODUCCION DE AMPc¢ EN
MACROFAGOS PERITONEALES DE RATON.

Los resultados obtenidos muestran, que el VIP estimula la produccion de AMPc
en los macrofagos peritoneales de ratén. La sensibilidad de la preparacién celular a
concentraciones de VIP tan bajas como 0’01 nM, y la naturaleza monofésica de la
respuesta del AMPc, han sido descritos también en células epiteliales de intestino de
rata (LABURTHE et al., 1979a), criptas epiteliales de colon humano (DUPONT et al.,
1980), células mononucleares sanguineas humanas (GUERRERO et al., 1981), prostata
ventral de rata (CARMENA y PRIETO, 1983), vesicula seminal de rata (RODRIGUEZ-
PENA et al., 1991) y macrofagos peritoneales de rata (SEGURA et al., 1991). No
obstante, en células acinares pancreaticas (ROBBERECHT et al., 1979) y en células
epiteliales de vesicula biliar de cobaya (DUPONT et al., 1981), se ha descrito una
respuesta bifasica en la produccion de AMPc estimulada por el VIP.

La dosis efectiva semimaxima (EDsg) de VIP en la estimulacion de la produccién
de AMPc fue 1’0 £ 0°2 nM, un valor acorde con la constante de disociacion del
receptor de VIP de alta afinidad anteriormente descrito (K4 = 1’05 + 0°2 nM). Este
valor de EDs es similar a los encontrados en otros sistemas en los que el VIP estimula
la produccion de AMPc, tales como células derivadas de carcinoma de cérvix humano
(PRIETO et al., 1981), prostata ventral de rata (CARMENA y PRIETO, 1983) y en una
linea celular derivada de melanoma humano (MARTIN et al., 1989). También es similar
a las descritas para el VIP en otras células implicadas en la respuesta inmune, si bien,

las EDs halladas en estos tipos celulares abarcan un rango muy amplio (Tabla XXX).
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TABLA XXX

Dosis efectiva semimaxima (EDsg) para el VIP en la estimulacion de la produccion

de AMPc en preparaciones de células implicadas en la respuesta inmune.

Célula/Especie EDs¢ (nM) Autor Ao
Células mononucleares humanas 0’10 GUERRERO et al. 1981
024 OTTAWAY etal. 1983
0°06 CALVOetal. 1986a
0’36 WIIK 1988
Linfoblastos T Molt 4b 5’00 BEED et al. 1983
Monocitos humanos 10°00 WIIK 1989a
Linfoblastos SUP-T1 10°00 ROBBERECHT et al. 1989a
Linfocitos T8 NS8 30°00 ROBBERECHT et al. 1989b
Células T de ratén 1°62 BOUDARD etal. 1991
Macroéfagos peritoneales de rata 1’20 SEGURA et al. 1991
Macréfagos alveolares de rata 0°23 SAKAKIBARA 1994
Macréfagos peritoneales de raton 1’00 Nuestros resultados 1994
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La correlacion entre la unién del VIP a sus receptores especificos y la activacion
de la adenilato ciclasa en los macréfagos peritoneales de raton, puede estudiarse
comparando los experimentos de estimulacion de la produccion de AMPc con los
experimentos de unién del IZ1.VIP a los macrofagos. De esta comparacién puede
deducirse que el VIP forma con sus receptores en el macréfago complejos péptido-
receptor que unas veces son activos, estando acoplados a la adenilato ciclasa, y otras no.
Asi, se evidencia como existe un paralelismo entre la cinética de asociacion del 1237
VIP a los macrofagos y la cinética de produccion de AMPc estimulada por el VIP
(Figuras 16 y 20). También, se observa como los péptidos relacionados estructuralmente
con el VIP (helodermina, GRFr, PHI y secretina), muestran la misma potencia relativa
tanto en la inhibicién de la unién del '*I-VIP a las células como en la estimulacion de
la produccion de AMPc por éstas (Figuras 18 y 20). Estos hechos concuerdan con los
hallados por SEGURA et al., 1991 en macrofagos peritoneales de rata. Este autor
evidencia también al comparar ambas cinéticas, de que algunos de los complejos VIP-
receptor no estan acoplados a la adenilato ciclasa.

Estos resultados sugieren que la estimulacién de la produccion de AMPc
estimulada por el VIP estaria mediada en el macréfago tinicamente por receptores de
alta afinidad, los unicos que formarian complejos activos acoplados a la adenilato
ciclasa (LABURTHE et al., 1979a; GUERRERO et al., 1981; CARMENA y PRIETO,
1983; CLAVO et al., 1986; SEGURA et al., 1991), mientras que la interaccion del VIP
con los receptores de baja afinidad originaria complejos inactivos, sin activacion de la
adenilato ciclasa, de forma similar a lo que ocurre con los receptores B-adrenérgicos de
baja afinidad (WILLIAMS y LEFKOWITZ, 1977). Esta hipotesis es apoyada por el
hecho de que en macrofagos peritoneales de rata, el GTP disminuye de forma
significativa la afinidad del VIP por los receptores de alta afinidad, sugiriendo que
solamente esta poblacion de receptores esta acoplada al sistema de la adenilato ciclasa
por medio de una proteina G; (SEGURA et al., 1992b).

El sistema productor de AMPc en los macréfagos peritoneales de ratéon es
especifico para el VIP, aunque otros péptidos estructuralmente relacionados con él,
también estimularon la producciéon de AMPc, siendo el orden de potencia el siguiente:
VIP > helodermina > GRFr > PHI >> secretina. En concordancia con los resultados de
los experimentos de unidn, la helodermina y el GRFr fueron mas potentes que el PHI en
la estimulacién de la produccion de AMPc. Por el contrario, en otros sistemas se ha

encontrado que el PHI es mas potente que el GRFr en la estimulacién de la produccion
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de AMPc, como por ejemplo, en vesicula seminal de rata (RODRIGUEZ-PENA et al.,
1991). Por ultimo decir, que nuestros resultados concuerdan con los obtenidos en
macrofagos peritoneales de rata (SEGURA et al., 1991).

El macrofago tiene un importante papel en muchas funciones inmunes, aunque
los mecanismos moleculares involucrados son aiin pocos conocidos. Muchos sistemas
de respuesta hormonal estan regulados a través de cambios en los niveles de AMPc
intracelular. Estd bien documentado que varias de las funciones del macréfago,
incluyendo la secrecion de enzima lisosomales (LOWRIE et al., 1985), la fagocitosis
(VOGEL et al., 1981), la citotoxicidad celular (SCHULTZ et al., 1978), la quimiotaxis
(GALLIN et al., 1978) y la capacidad de adherencia (SEGURA et al., 1993), son
afectadas por agentes que aumentan los niveles de AMPc. También, se ha demostrado
que el VIP inhibe el estallido respiratorio en monocitos circulantes, los precursores del
macrofago tisular, a través de un mecanismo mediado por el AMPc (WIIK, 1989a;
WIIK et al., 1989b), que altas concentraciones de VIP inhiben la migracion de los
monocitos (BONDESSON et al., 1991), y que el AMPc esta implicado en la inhibicién
que produce el VIP en la capacidad de adherencia a substrato en el macréfago peritoneal
de rata (SEGURA et al., 1993). Ademas, en células mononucleares sanguineas
humanas, con un 15% de monocitos, ha sido demostrada la activacion por el VIP de una
proteina quinasa AMPc-dependiente (GUERRERO et al., 1984), al igual que en los
linfocitos Molt 4b (O’DORISISO et al., 1985a), en los que se ha comprobado que el
VIP activa una proteina quinasa AMPc-dependiente que produce la fosforilacién de una
proteina especifica. Por otra parte, los efectos producidos por el VIP sobre la
funcionalidad de las células inmunes coinciden con los producidos por el AMPc (Tabla
XXXD).

En este contexto, los resultados aqui expuestos refuerzan la hipétesis de que el
VIP, a través de la modulacion de los niveles intracelulares de AMPc, puede jugar un
papel importante en la regulacion de la funcionalidad del macrofago, apoyando los

datos que defienden la funciéon inmunorreguladora del VIP.
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TABLA XXXI

—
N
o <]

Efectos comparativos del VIP y del AMPc sobre la funcién de las células inmunes.

Funcion inmune VIP AMPc
Proliferacion linfocitaria inducida por Con-A Inhibicion Inhibicion
Proliferacidn linfocitaria inducida por PHA Inhibicion Inhibicién
Proliferacion linfocitaria inducida por LPS Sin efecto Sin efecto
Sintesis de DNA Inhibicion Inhibicion
Produccion de IgA por las células plasmaticas Inhibicion Inhibicion
Migracion de los linfocitos Inhibicion Inhibicién
Migracion de los monocitos Inhibiciéon Inhibicion
Citotoxicidad celular natural (actividad NK) Inhibicion Inhibicion
Produccidn de interleucina 2 (IL-2) Inhibicion Inhibicién
Produccién de interferén gamma (IFN,) Inhibicién Inhibicién
Produccion de radicales libres inhibicién Inhibicion
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3. INTERACCION DE LOS ANTAGONISTAS DEL VIP [4-CI-D-Phe®,Leu'’VIP
Y [Ac-Tyr',D-Phe’] GRF;.-NH, CON MACROFAGOS PERITONEALES DE
RATON.

Es un hecho suficientemente conocido, como el residuo histidina N-terminal del
VIP juega un importante papel en la interaccion de este péptido con su receptor en
diferentes tejidos (COUVINEAU et al., 1985; LABURTHE et al., 1986; NAU et al,,
1987), y en la posterior activacion de la adenilato ciclasa (ROBBERECHT et al., 1984;
LABURTHE et al., 1986). De hecho, se ha observado como la potencia del VIP
disminuye marcadamente cuando el residuo de  histidina es modificado
(ROBBERECHT et al., 1984; LABURTHE et al., 1986) o suprimido (COUVINEAU et
al., 1985; NAU et al., 1987). También, ha sido demostrado que andlogos del GRF en
los que ha sido modificada la regién N-terminal, pueden actuar como antagonistas del
sistema receptor-efector del VIP. En este sentido, se ha descrito el efecto antagonista de
un derivado del GRF ([Ac-Tyr',D-Phe’]GRF;.5-NH,) y del péptido [4-CI-D-Phe®-
Leu'’JVIP en el sistema receptor-efector del VIP en diferentes células y tejidos
(WAELBROECK et al., 1985; LABURTHE et al., 1986; COX y CUTHBERT, 1989;
BLANK et al., 1990, RODRIGUEZ-PENA et al, 1991; XU y WIESENFELD-
HALLIN, 1991; PANDOL et al., 1986; RODRIGUEZ-PENA et al., 1991; SIRIANI et
al., 1992; OTTAWAY etal.,, 1992; ESPAT et al., 1995 y HILL et al., 1995).

Los resultados del presente trabajo muestran como los péptidos [Ac-Tyr',D-
PhezlGRFl-zg-NHz y [4-C1-D-Phe6,Leu”]VIP se unen de forma especifica y con baja
afinidad a los receptores de VIP presentes en macrofagos peritoneales de ratdn
siguiendo el siguiente orden: VIP (ICso = 1’6 £ 0’3 nM) > [4-C1-D-Phe6-Leu]7]VIP
(ICso = 110’8 + 10°7 nM) > [Ac-Tyr',D-Phe?|GRF.,0-NH, (ICsp = 251°0 + 19°2 nM),
comportandose ambos péptidos como antagonistas de tipo competitivo y especificos del
receptor de VIP en macrdfagos peritoneales de raton (Fig. 19), sin estimular ninguno de
los dos la producciéon de AMPc (Fig. 21). Resultados similares han sido obtenidos en
macréfagos peritoneales de rata, aunque en éstos, se aprecia una discreta disminucion de
la capacidad de union a los receptores de VIP con ambos péptidos (POZO et al., 1996).

Respecto al antagonista derivado del GRF, [AC-TyI‘l,D-Phez]GRFl-zg-NHz, es
preciso mencionar, que si bien es posible que pudiera inhibir la produccién de AMPc a

través de receptores GRF, hasta la fecha dichos receptores no han sido demostrados en
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macrofagos peritoneales de ratén. Sin embargo, los monocitos humanos expresan
ARNm para el receptor de GH, presentando sitios de union para la GH marcada
(WARWICK-DAVIES et al,, 1995). Por consiguiente, serdn necesarias posteriores
investigaciones para determinar la existencia de receptores especificos del GRF en
macrofagos.

Nuestros resultados indican que la accion de los antagonistas [4-Cl-D-
Pheé,Leu”]VIP y [AC-TyI‘l,D-Phez]GRFl-zg-NHz, esta especificamente mediada a través
de los receptores de VIP presentes en el macrofago peritoneal de raton. Este
comportamiento como antagonistas del receptor se confirmo por:

1) El desplazamiento hacia la derecha de las curvas dosis-respuestas de acumulacion
de AMPc estimuladas por VIP en presencia del [4-C1-D-Phe®,Leu'"VIP o del [Ac-
Tyrl,D-Phe2 IGRF.2-NH;, (Fig. 22), como también ha sido descrito en intestino
(LABURTHE et al., 1986), pancreas (PANDOL et al., 1986), rifion (GRIFFITHS et
al.,1989), vesicula seminal (RODRIGUEZ-PENA et al.,1991) y macrofagos
peritoneales de rata (POZO et al.,1996).

2) La correlacion en la eficacia de ambos péptidos entre los experimentos de
competicién con '“’I-VIP (Fig. 19) y la correspondiente inhibicion de la produccién de
AMPc (Figura 23 ).

3) La ineficacia por parte tanto del [4-CL-D-Phe®,Leu'’]VIP como del [Ac-Tyr',D-
Phez] GRF,.29-NHj sobre la estimulacion de AMPc inducida por el isoproterenol (Tabla
XXVI), lo que viene a demostrar la especificidad de la interaccion estudiada.

También ha sido demostrado en nuestro estudio el efecto sinérgico del VIP y el
isoproterenol en la estimulacion de la produccion de AMPc en macréfagos peritoneales
de raton. Asi, se ha evidenciado que tanto el [4-Cl-D-Phe®,Leu!’]VIP como el [Ac-
Tyrl,D-Phez]GRF1-29-NH2 bloquean el efecto sinérgico del VIP sobre la estimulacién
de AMPc inducida por isoproterenol, lo que sugiere un efecto mediado por receptores
de VIP. Ademas, el propanolol, un antagonista [-adrenérgico, no modifico el
comportamiento antagonista del [4-C1—D-Phe6,Leu”]VIP o del [Ac-Tyr',D-Phe’|GRF,.
29—NHo>, ni la produccién de AMPc estimulada por VIP. Estos datos concuerdan con los
resultados obtenidos por otros autores en macréfagos peritoneales de rata (POZO et al.,
1996).

Para la caracterizacién molecular del efecto antagonista de los péptidos [4-Cl-D-

Phe6,Leu17]VIP y [Ac-Tyr‘,D—Phez]GRFl-zg-NHz, se realizaron experimentos de cross-
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linking seguido de una electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de
dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE) y de una autoradiografia en presencia de ambos
péptidos. En la autoradiografia, se identificd una banda mayor con una masa molecular
aparente de 55 KDa. Suponiendo que existe una molécula de VIP (3’3 KDa) unida por
proteina, la masa molecular relativa de este complejo '>’I-VIP-proteina est en un rango
de 50-52 KDa. Asi, se evidencia que la formacion de complejos entre el LVIP y sus
receptores se ve disminuida en presencia del [4-C1—D-Phe6,Leu”]VIP o del [Ac-
Tyrl,D-Phez]GRFl-zg —NH, en macrofagos peritoneales de raton. Estos resultados estan
en concordancia con los datos obtenidos en los experimentos de competicion de ambos
antagonistas con el VIP, donde los valores de la ICsg estaban dentro de un rango de 100-
300 nM.

En conclusidn, los estudios realizados con los péptidos [4-C-D-Phe’,Leu!"|VIP y
[Ac-Tyrl,D-Phez]GRFl_zg —~NH; muestran que ambos se comportan como antagonistas
de tipo competitivo y especificos para el sistema réceptor-efector del VIP en
macrofagos peritoneales de raton. Por consiguiente, pueden ser utilizados como
herramienta para la mejor comprensiéon de la funcion inmunomoduladora del VIP en
macréfagos.

Asi pues, desde que han sido descritos potentes efectos inmunomoduladores del
VIP (DE LA FUENTE et al., 1996, CALVO et al., 1996), el uso de antagonistas
especificos puede ser un buen instrumento para dilucidar las propiedades selectivas y
especificas del VIP en la funcién inmune. Por otra parte, la posible aplicacion de estas
investigaciones en el area de la inmunologia clinica (DAVID R. BOLIN et al., 1995) es

un hecho interesante e importante desde el punto de vista tanto cientifico como clinico.
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1)  Los macréfagos peritoneales de ratdn poseen receptores especificos para el
péptido intestinal vasoactivo (VIP). La unién del VIP a los macrofagos peritoneales de
ratén es un proceso dependiente del tiempo, de la temperatura y de la concentracion
celular. Ademas, es reversible, saturable y especifico, siendo la ICsq = 1’60 £ 0°3 nM.
Mediante analisis de Scatchard, se evidencian dos poblaciones de receptores para el VIP:
una de alta afinidad y baja capacidad de union (Kq= 1’05 £ 0’2 nM y 19’2 £ 2’8 fmol
VIP/10° células) y otra de baja afinidad y alta capacidad de unién (K4 =664 + 11°0 nM y
706’6 + 172°0 fmol VIP/10° células).

2%)  El estudio molecular de los receptores de VIP en macréfagos peritoneales de raton
se realizo mediante la técnica de cross-linking seguida de electroforesis en gel de
poliacrilamida en presencia de dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE) y de
autorradiografia. Esta técnica revelé bandas especificas de 55, 34, 23 y 18 KDa.
Suponiendo que existe una molécula de VIP unida por proteina, la masa molecular
relativa de estas proteinas que unen especificamente VIP es de 52, 31, 21 y 18 KDa

respectivamente.

3% Los receptores para el VIP en macréfagos peritoneales de ratdn son especificos
para el VIP, aunque también reconocen a varios péptidos relacionados estructuralmente
con €|, observandose el siguiente orden de potencia: VIP (ICso = 1°60 £ 0’3 nM) >
helodermina (ICso = 2°60 £ 0°6 nM) > GRFr (ICso = 5°30 £ 1’9 nM) > PHI (IC5 =
160’00 + 21°0 nM) >> secretina (IC5p = 1000’00 + 237 nM). Ni el glucagdn, miembro
de la familia del VIP, ni otros péptidos sin relacion estructural con el VIP, como la
somatostatina, insulina, pancreastatina y el octapéptido de colecistoquinina, inhibieron

la unién del trazador a los macréfagos peritoneales de raton.

4% El VIP estimula la produccion de AMPc en macrofagos peritoneales de raton, de
una forma especifica, dosis-dependiente y monofasica, siendo la EDsy = 1°00 + 0°2

nM).

5%) El [4-Cl-D-Phe®,Leu'’]VIP y el [Ac-Tyr',D-Phe’JGRF).5-NH,, actiian como
antagonistas de tipo competitivo y especificos sobre el sistema receptor-efector del VIP

en macrofagos peritoneales de raton. Este comportamiento antagonista fue observado al:
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a) desplazar ambas moléculas hacia la derecha las curvas de estimulacion por VIP de la
produccién de AMPc, siendo este fendmeno un proceso dosis-dependiente; b) ser
coherente el orden de eficacia de ambos péptidos en los experimentos de competicion
con los correspondientes de inhibicion en la produccién de AMPc; c) carecer ambos
péptidos de efecto antagonista sobre la produccion de AMPc estimulada por el agonista
B-adrenérgico isoproterenol; d) presentar ambos péptidos un antagonismo sobre el
efecto sinérgico del VIP en la produccion de AMPc estimulada por el isoproterenol; e)
permanecer las propiedades antagonistas de ambos péptidos en presencia del
antagonista -adrenérgico propanolol y f) disminuir ambos péptidos la formacion de

complejos 125I-VIP-receptor en experimentos de cross-linking.
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