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ABREVIATURAS

5'AMP: 5' adenosin monofosfato

BSA: albfimina sérica bovina

AMPc: 3'5'adenosin monofosfato

Ci: curio

c.p.m.: cuentas por minuto

DEAE-celulosa: etilen diamino tetracetato-celulosa

D.0.: densidad bptica

DTE: dithioeritritol

EDTA: etilendiaminotetracetato s8dico

GIP: péptido inhibidor gé&strico

GMP: guanosin monofosfato

Gpp(NH): 5' guanililimido difosfato

GTP: guanosin trifosfato

Kd: constante de disociacidn

Km: constante de Michaelis

Ppdo: precipitado

P.m.: peso molecular

r.p.m.: revoluciones por minuto

Tampd4n 2A: Tris 35 mM, pH 7'5, Lubrol PX 0'5%, DTE 0'2 mM

Tampdén B: Tris 35 mM, pH 7'5, DTE 0'2 mM, EDTA 1 mM

Tampé4n C: Tris 35 mM, pH 7.5, EDTA 1 mM, BSA 0'1l %,
1251 y1P (50.000 c.p.m./ml).

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

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

TCA: &cido tricloroacético



Tris: trihidroximetilaminometano

VIP: péptido intestinal vasoactivo

125I--VIP: VIP marcado con 1251.

Vo: volumen vacio.
Vt: volumen total.
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CONCEPTO DE RECEPTOR.

CONCEPTO Y PROPIEDADES DEL RECEPTOR.

Muchos efectos biol6gicos se inician en la superficie
celular debido a la interaccidén entre una sustancia

( hormona, neurotransmisor, etc. ) y una regibn especi-
fica de la membrana plasmitica. Esta interaccibén con-
siste en la unién de dicha sustancia a algfin (os) com-
ponente de la membrana plasmdtica que usualmente se

denomina " receptor "“.

Actualmente, parece bien establecido que esta inter-
accidn sustancia - receptor, constituye el primer paso
de su mecanismo de accién( Y que esta accibn se mani-
fiesta como una amplia gama de efectos biolbgicos ta-
les como: sintesis de proteinas, transformacién y pro-
liferacibn celular, alteracibn de la permeabilidad de

la membrana, transmisién neurohumoral etc.

Est& igualmente bien establecido que este es el meca-
nismo fundamental por el cual actuan gran nGmero de
hormonas peptidicas y no peptidicas, neurotransmisores

etc. ( Catt, 1977 ).
Varios datos vienen a confirmar esto:

1° La exposicidén de una hormona a la célula diana va

seguida de una répida respuesta biolbgica.



2° Las hormonas peptidicas cuando se acoplan a sustan-
cias macromoleculares, retienen su actividad biolé-
gica, debido probablemente a que son incapaces de en

trar en la célula.

3° La localizacidn de receptores de hormonas peptidiéas
en la membrana plasm&tica se ha puesto mejor de mani-
fiesto mediante la unién de hormonas marcadas, biol6-
gicamente‘activas, con preparaciones de tejidos, cé-
lulas intactas, o, incluso, fracciones solubilizadas.
Asi ée han podido determinar las caracteristicas ci-
néticas, estequiométricas, y de especificidad de la

interaccidn hormona-receptor.

La definicidén de receptor es, todavia, un concepto opera
cional, ya que no se ha conseguido una caracterizacibn
completa de su estructura fisico-quimica, aislado del res
to de las estructuras de la membrana plasmética, asi es-
ta definicién es puramente funcional y se basa en las ca-
racteristicas especiales de la unibén que mantiene con su
hormona correspondiente. Segfn Freychet ( 1976 ), estas
caracteristicas se pueden sistematizar en las -siguientes

reglas;

1° La hormona se une a su receptor correspondiente con un

alto grado de afinidad y especificidad.
2° El1 nmero de receptores debe ser finito.

3° El receptor se encuentra localizado,o predomina, en la



membrana plasmitica celular.

4° La unidn de la hormona a su receptor es répida y re-

versible.

5° La unién hormona-receptor debe estar relacionada di-
recta o indirectamente con los efectos biolbgicos de

la hormona.

Debemos resaltar que el término " receptor " es usado
para designar sdlo aquel, o aquellos componentes de la
membrana celular gque reconocen selectivahente a una hor-
mona determinada en una reaccién de unidén especifica,

sin incluir en este término los hechos quekocurren pos-
teriormente a dicho reconocimiento y que conducen median
te una serie de pasos concatenados ‘a la respuesta celular

éspecifica de cada hormona ( sistema efector ). (Figura 1)

Tenemos por lo tanto, que la mayor y més importante pro-
piedad de los receptores, es su especificidad para una

horrmona dada, y que esta propiedad fundamental se mantie
ne cuando el receptor es "liberado" de la membrana, esto
es,cuando es solubilizado, aun cuando en estas condicio-

nes no podamos verificar su efecto biolégico.

MODELOS BIOLOGICOS EN EL ESTUDIO DE RECEPTORES PARA

HORMONAS PEPTIDICAS.

Los primeros trabajos que sugerian gue los receptores

para hormonas peptidicas podian estar en la superficie



celular fueron realizados con anticuerpos anti—hormona

( Pastan et al, 1966.) : en trabajos llevados a cabo con
insulina se encontré que suero anti-insulina revertia la
accibén de la misma, sugiriendo gque la hormona, aun en el
momento de su accidén, estaba expuesta al medio éxtracelg
lar, o sea, en la membréna plasmidtica de la célula. Por
otro lado, insulina acoplada a particulas insolubles de
agarosa, se mostrd biolbgicamente activa ( Cuatrecasas,
1969.), dado que, bajo esta forma, la hormona no puede
entrar en la célula intacta, se coﬁcluyé gue su efecto
biolégico era generado por la interaccién de la hormona

con receptores de la superficie celular. -

En trabajos realizados en 1969 con 1251-acTH Yy 1251—An—
giotensina ( Lefkowitz et al; 1970; Lin y Goodfriend,
1970, respectivamente ) se desarrollaron nuevos métodos
de trabajo que fueron rapidamente aplicados a la insuli-
na, glucagdn y otras hormonas peptidicas ( Roth, 1973 ;

Cuatrecasas, 1974 _; Kahn, 1975 ; Freychet et al, 1974.)

El descubrimiento del c¢AMP como un " segundo mensajero
intracelular y la localizacién del sistema adenilatoci-
clasa dependiente de la hormona en la membrana plasmética
de la cé&lula ( Fig. 2 ), consolidaron el concepto de la

existencia de receptores en la superficie celular.

Asi, gracias al uso de hormonas marcadas radioactivamente
y de diferentes modelos biolbgicos conteniendo receptores,
la interaccibén hormona-receptor se ha convertido en una

realidad biogquimica cuantificable.
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Los métodos b&sicos para el estudio de la interaccibn

hormona-receptor requieren:

1. Un trazador u hormona marcada con un isbtopo radio-

activo, | 14C, 1251, 3H, etc. ).

2. Una apropiada preparacibén de receptores.

3. Un medio apropiado de separacién del complejo hormo-

na-receptor, de la hormona libre.

El uso de hormonas marcadas radioactivamente debe llenar

dos requisitos:

1. La hormona marcada radioactivamente debe retener la

actividad bioldgica de la hormona nativa.

2. La radioactividad especifica de la hormona marcada
debe ser lo bastante alta para permitir el uso de
bajas concentraciones de la misma, © sea, concentra-
ciones cercanas a las fisiolbgicas.

Para el estudio de receptores podemos empleér:

1. Organos intactos y preparaciones de tejidos.

2. Células intactas aisladas.

3. Fracciones sub-celulares, ( membranas plasméticas ).

4. Receptores solubilizados.

1.2.1. Organos intactos y preparaciones de tejidos.

Los estudios sobre la unién hormona-receptor en 6rganos

intactos aislados y tejidos, presentan las ventajas tel-



ricas de estar en condiciones m&s " fisiolBgicas ", y
presentar minimas alteraciones celulares. En contrapar-
tida encontramos que este tipo de preparaciones presen-
tan bafreras de difusién donde debemos tener en cuenta
factores como la degradacién hormonal y la naturaleza
heterocelular de la muestra, ya que tanto en O6rganos,
como en homogenados de tejidos, la poblacién celular qﬁe
contiene el receptor especifico para una hormona dada,
representa sélo_un tanto por ciento de la poblacibén to-
tal, dando una alta proporcién de unién inespecifica, v
errores debidos a interacciones celulares, hechos estos
que llevan a una mayor dificultad a la hora de sacar
conclusiones‘especificas y establecer correlacidnes en-
tre las determinaciones bioguimicas y la actividad celu

lar.

1.2.2. Células intactas aisladas.

En estudios sobre la unién hormona-receptor pueden uti-
lizarse dos tipos de células; aquellas obtenidas de 6r-
ganos con reconocida capacidad diana para una hormona
dada, ( higado, tejido adiposo etc.), o células gue no
estén claramente reconocidas como células diana, pero
gue son mis accesibles y no requieren ser aisladas de un
6rgano compacto como, por ejemplo, células mononucleares
sanguineas.

Las células intactas aisladas poseen una ventaja poten-
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cial sobre otras preparaciones: son metabdlicamente ac-
tivas y con ellas es posible medir tanto la unién hormo
nal como su efecto biolbgico; esto es de particular inte
rés en el caso de hormonas cuyo segundo mensajero no sea
conocido, como es el caso de la insulina.

Otra ventaja de este tipo de preparacidnes consiste en
la posibilidad de permitif una cuantificacién directa de
los paré@metros de unidn por célula, asi como alteracio-
nes de los receptores que conduzcan a una alteracién de

su efecto bioldgico.

Sin embargo, muchas veces es dificil establecer correla-
ciones directas entre la unifén hormona receptor y su

efecto biolégico, varios factores concurren a ello:

- Los receptores especificos hormonales pueden estar
presentes en células que, en determinado momento del
desarrollo del 6rgano o de su funcibén, no responda a
la hormona.

- Las condiciones experimentales &6ptimas para la medi-
cién de la unién hormona-receptor, pueden diferir de
agquellas necesarias para medirvel efecto biolégico.

- El nGmero de receptores de la superficie celular: si
este es pequefio, se necesitarén altas concentraciones
de células para obtener una unién significativa.

- La dificultad en el aislamiento de poblaciones celu-

lares puras.



1.2.3. Fracciones sub-celulares ( membranas plasmidticas)

Recientemente, el uso de técnicas de ultracentrifugacién
y de marcadores especificos ha permitido la obtencibn
de fracciones subcelulares a partir de un homogenado de
tejido.

Presentan ciertas ventajas sobre las células intactas

como son:

- La degradacibn hormonal y la adsorcibn inespecifica
pueden ser controladas o minimizadas desde que, al

estar esta fraccidn subcelular m&s purificada - en

cuanto a receptores -, puede ser usada a concentracio

nes menores.

- La misma preparacién puede ser utilizada varias veces

si es preparada en cantidad suficiente.

- Pueden ser conservadas congeladas por largos periodos

de tiempo, semanas e incluso meses (=50°C).

Estas preparaciones deben tener un alto grado de purifi-
cacibn, ya que aln en fracciones muy purificadas encon-
tramos un 5% - 10% de contaminacién de proteinas de di-
‘ferentes fracciones, lo que lleva a errores debidos a la

unibén inespecifica.

1.2.4. Receptores solubilizados.

Los receptores pueden ser obtenidos, separados del resto

11
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de la estructura celular mediante procesos que incluyen
solubilizacién de los mismos con detergentes y posterior
centrifugacién, ultrafiltracibn y filtracibén de exclu-

sibn en gel.

Los receptores asi obtenidos poseen muchas, ya que no

todas, de las caracteristicas de los receptores de célu-

las intactas o membranas plasmiticas.

Los receptores solubilizados ofrecen considerables ven-
tajas a la hora de purificar y posteriormente caracteri-

zar la molécula del receptor.



SOLUBILIZACION DE RECEPTORES.

INTRODUCCION.

Se puede abordar el estudio de receptores de dos formas

diferentes:

-~ Una " directa ", consistente en la investigacién de la

unién de hormonas marcadas a sus receptores especifi-

cos en la membrana celular.

- Una " indirecta ", donde se pretende caracterizar el
receptor mediante las correlaciones entre concentra-

cidén hormonal y respuesta biolbgica.

El primer método, aparece como el método de eleccidn pa-

‘ra definir la especificidad de la accién hormonal y para

el estudio de la interaccién de hormonas de la misma fa-
milia y péptidos estructuralmente relacionados, con sus

efectos .

De este modo, andlisis cinéticos y estequiom&tricos de la
reacciébn hacen posible estimar la aparente afinidad y
la capacidad méxima de unién de la hormona a su corres-
pondiente receptor, permitiendo GGtiles comparaciones con

estudios fisiolégicos.

En el segundo método citado, si la respuesta biolbgica a
estudiar constituye el Gltimo paso de la cadena de efec-

tos que tiene lugar a partir del receptor, la definicibn

13
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de este (Gltimo, serd puramente operacional.

Por otro lado, si la respuesta biolbgica a considerar
es un evento primario que implique directamente al
" sequndo mensajero ", no podemos detectar por este
método, aquellos receptores cuyo segundo mensajero

no haya sido identificado.

Estos métodos de an8lisis han dado como resultado
una gran informacibén sobre las propiedades y caracte-
risticas de la interaccién entre diversas hormonas
y sus correspondientes receptores : cinética, especi-
ficidad, saturabilidad, reversibilidad, receptores
Yy constantes de afinidad, efectos de los nuclebtidos,

etc.

Sin embargo, aungue inestimables, los datos obteni-
dos son esencialmente descriptivos, y revelan muy po-
co sobre los mecanismos moleculares reales de esta

interaccién.

Una aproximacidn directa a este problema, es solubili-
zar y purificar el sistema receptor-efector y entonces
analizarlo por los medios convencionales de estudio

de interacciones de proteinas ligantes.

En este punto debe ser estipulado el gqué debe ser so-

lubilizado y qué debe ser analizado. Preferentemente,



habr{a que solubilizar el complejo receptor-efector in-
tegramente, v entonces, aislar y estudiar separadamente -
cada componente de este complejo. Este problema ha sido
abordado usando'una gran variedad de técnicas ( Levey,;
1973 ; .Ryan y Storm, 1974 ), sin que hasta ahora hayan

dado el resultado deseado.

Una alternativa a la solubilizacién de todo ei complejo
receptor-sistema efector de las membranas plasmiticas,

es solubilizar y aislar separadamente cada macromolécula.
Este método tiene:la ventaja, inicialmente al menos,

de no preocuparse sobre la integridad de ambos componen-

tes durante el proceso de aislamiento.

En este sentido, en trabajos realizados sobre el gluca-
gén, Pohl et al ( 1971 ), obtuvieron un 15% de solubi-
lizacidn de la adenil ciclasa de membranas plasmiticas,
sin gque hubiera respuesta al glucagdn. Resultados simi-
lares fueron descritos por Swislocki et al, ( 1973 ) vy
por Blecher et al ( 1972 ), quienes encontraron ade-
nil ciclasa insensible al glucagbén en extractos solubi-
lizados de membranas plasméticas de higado de rata obte-
nidas por el método de Neville. Del mismo modo, Giorgio
et al,( 1974 ) y Blecher et al ( 1972 ), describieron
las propiedades del receptor para glucagdn en membranas

de hepatocitos.

En trabajos realizados con insulina ( Cuatrecasas,b1972;
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Roth, 1973; Kahn, 1975; Freychet, 1976; Jacobs et al ,
1977 ), el tratamiento de membranas del tejido adiposo

y de higado de rata con detergentes no iénicos, condujo
a una disolucién de la membrana y a la desaparicibn en
el residuo tras centrifugacién, de la actividad de unibn
de insulina, actividad esta que es recuperada en el so-
brenadante tras centrifugacién a 300.000xg‘por‘un perio-
do de tiempo de 70 min a 4°C. Mediante filtracibn en
gel de las protefnas solubilizadas, se comprobd que la
insulina se une de modo especifico y reversible a los
constituyentes solubilizados de la membrana. Krupp y Li-

vingston ( 1978 ), tratando células del tejido adiposo

con detergentes no iénicos ( Tritén X-100 ), encontrb

evidencia sobre la existencia de dos componentes dife-
rentes de receptores para insulina existentes en el mate
rial solubilizado de membranas de adipocitos, con dife-

rentes caracteristicas de unibén para la insulina.

Por lo expuesto anteriormente, podemos concluir que la
solubilizacién de las proteinas de membranas, permite
un estudio especifico y detallado de sus caracteristicas

fisico-quimicas

METODOS DE SOLUBILIZACION,

Debemos entender que la palabra solubilizacién se refie-

re primariamente a la ausencia de sedimentacibn signifi-



17

cativa tras centrifugacién a 300.000xg durante un perio
do de 6 hr., v ausencia de retencibn de material en fil-

tros con poros de 0.2 u ( Cuatrecasas, 1972 )

Muchos y muy variados métodos y sustancias han sido uti-
lizados para la obtencibén de proteinas de membranas,
bien receptores, complejo adenil ciclasa u otros. Asfi,
Neville ( 1968 ) demostr6 la solubilizacién de una pro-
teina de membrana 6rgano especifica ( higado ), mediante
soluciones alcalinas diluidas, y fraccionada por electro
foresis en disco a pH 2.7 en urea. Para la solubiliza-
cidén y aislamiento de glicoproteinas de membranas como
por ejemplo: receptores de lecitina, se emplean diversos
agentes como el diiodosalicilato, piridina, guanidina,
fenol, y més recientemente detergentes no idnicos del
tipo del Tritdén X-100. Otros agentes usados en solubili-
zacidén de proteinas de membranas son: dodecilsulfato de
sodio ( SDS ), dimetil sulfdxido, dimetil formamida,

hexafluoroisopropanol y piridina, (Hollenberg y Cuatrecasas)

Recientemente se ha generalizado el uso de detergentes
no ibénicos en procesos de solubilizacibén de proteinas de
membrana y usando diversos métodos de fraccionamiento
como son precipitacién con polietilenglicol, electrofo-
resis en gel de poliacrilamida, filtraci6n en gel y cro-

matograffd de afinidad.

Ross ( 1981 ) describe un método fisico de separacibn

de las subunidades catalfitica y reguladora de ‘la adenil
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ciclasa hepé&tica mediante solubilizacibén en colato con
elevada fuerza ibnica y bajo estas condiciones, separa-

das por cromatografia en filtracién en gel.

De los diversos métodos y sustancias empleados, el més
interesante para este trabajo, es el de la utilizacién

de detergentes no idnicos, que se expone a continuacibn.

DETERGENTES .

El uso de detergentes en bioquimica experimental,_ha ido
aumentando progresivamente, particularmente en el campo
de la biogquimica de membranas donde la extraccién de

protefnas de su envoltorio lipfidico es a menudo necesa-

ria.

Las proteinas de membrana estdn caracterizadas por una
zona hidrofébica qgue interacciona directamente con la
zona hidrofébica de la bicapa lipidica ( Tanford y Rey-

nolds, 1976 ).

Detergentes no ibnicos tales como Lubrol PX, la serie

del Tritén, Brij, Tween y otros, son particularmente Gti-
les para la solubilizacién y caracterizacién de estas
proteinas, ya gque no alteran apreciablemente las propie-
dades de las mismas y tienen selectividad de solubiliza-

cibn.

Durante la solubilizacién, el detergente no ibnico reem-

plaza a la mayorfa de las moléculas lipidicas en contac-
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to con la zona hidrofébica de las proteinas de membrana
y conduce a la formacibén de micelas proteinas-detergente
solubles. En contraste con las proteinas de membrana‘que
poseen estructura anfifflica, proteinas solubles en agua
o hidrofflicas presentan poca, © ninguna, int2raccién
hidrofdbica con los detergentes no ibnicos y no es de
esperar que sus propiedades fisico-quimicas sean influen
ciadas por la presencia del detergente en la solucidn

( Helenius y Simons, 1975 ). Diversas propiedades de es-
tas micelas mixtas,tales como tamafio y capacidad hidrofd
bica, van a depender de las propiedades de las proteinas
.solubilizadas, de la temperatura, asi como de las propie
dades del detergente presente en el complejo y la concen

tracidén del mismo.

Segfin Tanford y Reynolds ( 1976 ), el tamafio del resto
apolar de los detergentes no ibnicos es un parémetro cri
tico para su penetracién y colocacién dentro de la bica-
pa lipidica. Sin embargo, trabajos recientes ( Guillon
et al, 1978 ) hacen depender en gran medida el efecto
solubilizante del detergente de la longitud de la cade-
na polar de oxietileno. La capacidad de solubilizacién
va en aumento con el nmero de unidades de oxietileno
hasta un valor de 10, vy decrece'rébidamente a partir de
valores superiores a 12, llegando a casi desaparecer a

valores por encima de 15.
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Seglin el modelo elaborado por Helenius y Simons (1975),
el proceso de solubilizacién es debido a la penetra-
cibén del detergente dentro de la membrana, lo que
aumenta la curvatura de la bicapa lipidica, #si, este
grado de curvatura inducido por el detergente no ibnico,
dependerd del tamano del residuo polar. A este respecto,
estudios conformacionales de detergentes no iénicos,
revelan la existencia de una configuracién en zig-zag
para la cadena oxietilénica; asi, los detergentes con
mayor capacidad de solubilizacién ser&n aquellos con un
resto polar del mayor tamafio compatible con la confi-

guracidn en zig-zag (Fig. 3 ).

Al mismo tiempo que el uso de detergentes no iénicos
ocupa un puesto preferente en los métodos de solubili-
zacién de proteinas de membrana por su eficiencia y
selectividad de solubilizacidn, también se encuentran
en la literatura referencias gue indican que su presen-
cia en la solucibén proteica provoca alteraciones diver-
sas en subsecuentes andlisis. Asi se describe un marca-
do descenso en la actividad de la adenil ciclasa obte-
nida de fuentes diversas, dificultando esta inactiva—‘
cibn la posterior purificacidén del enzima (Guillon et
al., 1978). De igual modo, pueden ocurrir "artefactos"
durante la cromatografia de las proteinas, o distor-
siones en los patrones de electroforesis en gél de

poliacrilamida con dodecacil sulfato de sodio (SDS)
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(Horikawa y Ogawara, 1979). Otro de los efectos obser-
vados en andlisis realizados con trazadores radiactivos
de naturaleza anfipltica es la formacién de micelas
entre estos v el detergente (Giorgio et al. 1974),
ocasionando disturbios en la uniéh receptor-trazador

(Jacobs et al. 1977).

Estos efectos provocados por la presencia del deter-
gente son debidos a factores tales como temperatura,

concentracidén v estructura del mismo.

Temperatura:

Los detergentes no ibnicos presentan soluciones homo-
génea a 0°C; a medida que la temperatura aumenta se
formén soluciones micelares clarés, vy, el peso moleculér
de estas micelas va aumentando hasta que en determinado
momento la solucibn se torma sibitamente turbia. A esta
temperatura, llamada punto de turbidez, ocurre una
microscbpica separacién de fases en la solucibn, que a
temperaturas afin mayores se convierte en dos fases
claramente diferenciadas una enriquecida en detergente

y la otra sin &1 (Bordier, 1981).

Concentracidn:

La concentracién del detergente es uno de los factores
mé's importantes a considerar, ya que por encima de un
cierto valor conocidoicomo concentracibén micelar critica
(cmc) el detergente forma agregaciones micelares que

. . ,
pueden interferir no solo "per se" en patrones de
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cromatografia y electroforesis, sino que también atra-
pe " en estas micelas cantidades indeterminadas del ma-
terial en an8lisis ( trazador o enzima ) ocasionando he-

terogeneidad en lapphlacién molecular, con diferente

accesibilidad hacia el sustrato.

Por estas razones, es importante determinar la concentra
cibén micelar critica del detergente usado para solubili-
zar membranas biolbgicas. Diversos medios pueden emplear
se para ello como son espectrofotometria, tensién inter-
facial y dispersibn Sptica. Para citar un ejemplo, Golds
tein y Blecher (1976 ) dan como cmc para el Lubrol PX,

valores entre 0'16 y 0'18 mM.
Estructura:

Como fue mencionado anteriormente, la estructura del de-
tergente es otro factor importante no sSlo en la efica-

cia de la solubilizabién, sino también en efectos poste-
riores. Sukow et al ( 1980 ), en estudios sobre la unibn
de detergentes no iénicos de la serie del Tritbén X, re-
latan la disminucién de la capacidad de unién conforme

aumenta el nlmero de unidades de oxietileno en varios de

los componentes de la serie.

Por lo tanto, habria que pensar que dentro del proceso
de solubilizacibén, tan importante como el uso del deter-
gente, debe ser la reduccibén de la concentracién del

mismo, desde los valores necesarios para que la solubi-
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lizacién tenga lugar, a valores que,tras ella, no alte-
ren an8lisis posteriores y mantengan sin embargo estas

proteinas en solucién.

Existen numerosos métodos tendentes a resolver el pro-
blema de la reduccién del detergente en los métodos de
an8lisis. Asi, Harrison et al ( 1978 ) describen la re-
duccibn de la concentracién del detergente no  ibnico
Tritén X-100 de una solucibn de receptores de membranas
placentarias humanas mediante agitacién de la misma con
gel de estireno-divinilbenzeno neutro, con exclusién de
peso molecular limite de 14.000 ( BIOBEADS SM-2 ), lle-
vando el detergente a concentraciones por debajo de su
concentracidén micelar critica. Jacobs et al ( 1977 ),

en trabajos con receptores de insuiina en membranas plas
m&ticas de higado de rata, proceden a una cromatografia
en DEAE-celulosa y posterior cromatografia de afinidad
en agarosa como medio de reducir la concentracién del
detergente. De modo similar, Giorgio et al ( 1974 ),
trabajando con receptores para glucagon, abordan la eli-
minacidn del detergente por ultrafiltracién y posterior
cromatografia de afinidad en Hidroxilapatita. Horikawa

y Ogawara ( 1979 ), describen un procedimiento ré&pido
para la remocibén de detergentes né i6énicos de una solu-
cibén proteica, consistente en la extraccibn, mediante

cloroformo, del detergente de dicha solucibén proteica;



para evitar la precipitacién de proteinas al contacto
con el cloroformo, se anade previamente SDS, 1o gque
permite la recuperacibn de las proteinas en la fase
acuosa. Por otro lado, Whitmore y Wheeler ( 1979 ),
postulan como un método conveniente de eliminacién del
detergente, la cromatografia unidireccional en placa
fina de silicagel conteniendo sulfato de magnesio (2.5%)
actuando como fase mdvil una mezcla solvente contenien-

do cloroformo, metanol e hidréxido de amonio ( 35% ).

Como se ve el uso de detergentes no idnicos es un buen
método para la solubilizacibén de proteinas de membranas
siempre que la concentracibén del mismo sea reducida,

tras la solubilizacibén, a valores por debajo de su con-

centracidn micelar critica.
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EL PEPTIDO INTESTINAL VASOACTIVO.

En el curso de los primeros experimentos conducentes

al descubrimiento de la secretina, Bayliss y Starling

(1902 ) detectan la presencia, en los extractos intes-

tinales que utilizaban, de una sustancia distinta capaz
de producir un descenso de la presién arterial. Fue es-
ta capacidad hipotensofa la que permitid, sesenta y
ocho afios m&s tarde, el descubrimiento ( Said y Mutt,
1970 ) y ailamiemto ( Said y Mutf, 1970a ), del réptido
intestinal vasoactivo ( VIP ), a partir de duodeno por-
cino.

Los primeros ensayos biolb6gicos mostraron que este pép-
tido es un vasodilatador periférico, y mis particular-
mente del lecho mesentérico. Estas observacionesiinicia-

les son el origen de su denominacién.

ESTRUCTURA QUIMICA.

El péptido intestinal vasocactivo esté compuesto por 28
aminodcidos, y fueron los propios descubfidores los que
llevaron a cabo la tarea de secuenciarlo ( Said y Mutt,
1972; Mutt y Said, 1974 ). De ahf a la obtencibn sinté-
tica en el laboratorio sdlo hubo un paso ( Bodansky et

al, 1974 ; Coy y Gardner, 1980 ).

El pZptido intestinal ¥asoactivo se ha obtenido también

a partir del tracto gastrointestinal de pollo ( Nilsson
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1 10

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

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

11 20
VIP (porcino) Thr-Arg-Leu-Arg-Lys-Gln-Met-Ala-Val-Lys-
(bovino)
VIP (pollo) Ser-Arg-Phe-Arg-Lys-Gln-Met-Ala-Val-Lys-

21 ‘ 28

VIP (porcino) Lys-Tyr-Leu-Asn-Ser-Ile-Leu-Asn-NHj
(bovino)

VIP (pollo) Lys-Tyr-Leu-Asn-Ser-Val-Leu-Thr-NH,

Fig. 4 Secuencia de amino&cidos del VIP porcino, bovi-
no y de pollo. Las diferencias se encuentran en

las posiciones 11, 13, 26 y 28.
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Lys-Gln-Met-Ala;Val-Lys—Lys-TyrvLeu Asn Ser-Ile-Leu-Asn-NH2

Asp-SertAlajfArg+tleu

GlntArg-LeutLeunGlnfFGlytLeus

Asp-SertArgrArgtAlatGln-Asp-Phe-ValHGlnHTrp-Leu-

»Val-NHz
tMet~-Asp=Thr

Ala-Gln-

AsptLys-IlefArg+GlntGln-2Asp-Phe-ValHAsnfTrp-Leu

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

y GIP humanos (s6lo presentan los primeros 28 amino&-

cidos del GIP)
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1974 y 1975 ) y de res bovina ( Calquist et al, 1979.)
siendo este iltimo igual al porcino en cuanto a su se-
cuencia de amino&cidos, mientras que, el de pollo, se'
diferencia solamente en 4 aminodcidos préximos al ex-

tremo terminal. ( Fig. 4 ).

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

( 27 amino&cidos, 9 amino&cidos en comfin ), el glucagéﬁ
( 29 amino&cidos, 15 comunes ), y en menor grado, con
el péptido inhibidor g&strico ( GIP ), ( 43 amino&cidos,
3 idénticos ).Es por ello que, junto a los péptidos ci-
tados, se le puede encontrar integrado en el grupo II
de hormonas_gastrointestinales propuesto por Pearse

( 1974 ). ( Fig. 5 ).

DISTRIBUCION.

Al principio se consideré al VIP como una hormona o pép
tido de accibn exclusivamente intestinal y cuya sinte-
sis se realizaba " in sita ". Asi, en 1974, Polak, uti-
lizando ' antisuero especifico, demostré la presencia
del péptido practicamente a todo lo largo del tracto in
testinal. Trabajos realizados en intestino ( Buffa et
al, 1977 ) y péncreas ( Buffa et al, 1977 ), parecian

corroborar estos resultados.

Sin embargo, actualmente, la mayor parte de los datos



que aparecen en la literatura apuntan a identificar el
VIP en terminaciones nerviosas no solamente en tubo di-
gestivo, sino también en los mis variados sistemas de la

economia.

"

Asi pues, encontramos abundantes terminaciones vipérgi
cas " a lo largo del aparato digestivo, desde gléndulas
salivales ( Uddman et al, 1980b ), esb6fago ( Besson et

al, 1977 ), estbémago ( Larsson et al, 1976; Sundler et

al, 1979 ), intestinos delgado y grueso ( Larsson et al
1976 y 1979 ; Dimaline et al, 1980 ), hasta péncreas
( Larsson et al, 1978 ; Fujii et al, 1980 ), y vesicula

biliar ( Sundler et al, 1977 ).

En el tracto genito-urinario se encuentran terminaciones
nerviosas vipérgicas, siendo especialmente abundantes a

nivel de vejiga, uretra proximal, prbstata, vesiculas

seminales y vasos deferentes en el hombre ( vaalasti et

al, 1980 ; Alm et al, 1980 ), y de cervix uterino en la

mujer ( Alm et al, 1980 y 1980a ).

La mucosa y submucosa que revisten el tracto respirato-

rio , se encuentran ampliamente inervadas por terminacio
nes nerviosas que contienen el péptido, ( Uddman et al
1978a, 1980, 1981 ). Presentan también terminaciones

vipérgicas el mGsculo esquelético ( Jarhult et al, 1980 )

placenta ( Attia et al, 1976 ) y cé&lulas libres del tipo

de mastocitos ( Cutz et al, 1978 ) y leucocitos polimor-

fonucleares ({ O'Dorisio et al, 1980 ).
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Sin embargo, quizis sea en el Sistema Nervioso Central
donde se ha realizado mayor nGmero de estudios a fin de
detectar la presencia del VIP. Por métodos radioinmunol®
gicos e inmunohistoquimicos, en diversos modelos anima-
les, se ha realizado un estudio sistemitico de las di-
ferentes estructuras que forman parte del sistema. Las
mayores concentraciones del péptido se localizan en el

cortex cerebral y nficleo amigdalino medio ( Samson et

al, 1979 ), mientras que en cerebelo son inapreciables

( Samson et al, 1979 ).

El fraccionamiento subcelular de homogenados de las par-
tes del cerebro ricas en VIP muestran que el péptido se
concentra preferentemente en la fracci6n sinaptosomal

( términéciones presinépticas ). Esta localizacidn en un
sitio tan propicio para gue pueda ser acumulado y libera
do por estimulos nerviosos, guarda estrecha relacién con
el papel que el VIP pueda jugar como neurotransmisor

( Giachetti et al, 1977 ;: Bensson et al, 1979 ).

Como se puede constatar, la distribucién de las termina-
ciones nerviosas vipdrgicas es muy amplia. A pesar de
todo, hay que hacer notar gue estas terminaciones se ha-
llan preferentemente en intima relacibén con células epi-
teliales de funcidn secretora y de transporte, CcOn mus-
culatura lisa y vasos sanguineos. Estas localizaciones

pueden " a priori ", dar una idea de gque las funciones
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que el péptido iIntestinal vasoactivo va a cumplir, se
refieren a la regulacién de fenbmenos de secrecibén, del

flujo sanguineo y de la tonicidad de la musculatura lisa.

3.3. ACCIONES BIOLOGICAS.

El primer efecto biolb6gico atribuido al VIP y por el
cual fue conocida su existencia, fue su accibén vasodila-
tadora e hipotensora ( Said y Mutt, 1970 ). Desde enton-
ces el nfimero de efectos gue se han descrito se ha am--
pliado considerablemente, sin llegér a saberse todavia
de una manera clara cual es su funcién principal y cua-
les son las circunstancias fisiopatoldgicas capaces de
actuar como reguladores positivos o negativos de su ac-

cidén.

Como se ha descrito en el apartado anterior, a pesar de
la amplia distribucién del péptido por toda la economia,
va a actuar principalmente sobre gl&ndulas de secrecién
externa o interna, musculatura lisa y vasos sanguineos,
sin menoscabo de otras acciones en 6rganos y tejidos que,

en principio, no presentan inervaciones " vipérgicas

como es el caso del higado y tejido adiposo.

1. Aparato Digestivo.

A) Cfecto sobre la musculatura lisa.

Est& descrita una accibén relajante sobre la musculatura
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lisa y esfinter a nivel esofdgico tras contraccién pro-
ducida por carbamilcolina o pentagastrina ( Uddman et
al, 1978 ; Siegel et al, 1978 ). Efectos similares se
observan en estbmago ( Konturek et al, 1975 ), intestino

( Said y Makhlouf, 1974 ) vy vesicula biliar ( Said, 1974;

Ryan y Riave, 1978 ) donde ademés, el VIP inhibe el efec
to estimulante de la contraccién gue ejerce la colecis-

toquinina ( Ryan y Cohen, 1977 ).
B) Efecto sobre la funcibén secretora.

Quizés sea este el efecto m&s caracteristico e importan-
te del VIP a nivel de tubo digestivo por sus implicacio-
nes desde un punto de vista fisiopatolégico.

En el estfmago inhibe la secrecién écida; esta inhibi—
cibén se acompafia de una reduccién del flujo sanguineo
mucoso como se aprecia mediante el aclaramiento de ami-
nopirina ( Konturek et al, 1976 ). |

Sin embargo, el VIP estimula de forma dosis-dependiente
la secrecién intestinal, aumentando el flujo de aqgua,
Nat*, Kt, y en especial de Cl~ hacia la luz del tubo di-
gestivo ( Barbezat y Grossman, 1971; Guenter et al, 1980;
Beubler, 1980 ), siendb el efecto ostensible a nivel de

mucosa cblica ( Waldman et al, 1977 ) y tiene especial

interés en los casos en gue el VIP plasnaticose encuen-
tra muy elevado ( Sindrome de Verner-Morrison y otros

tumores ), ya que explica la presencia de diarreas de



dificil tratamiento ( Bloom et al, 1973; Said y Faloo-

na, 1975; Hansen et al, 1980 ).

En el péncreas la inyeccibn intravenosa de VIP provoca
un aumento del volumen de la secrecibn exogrina v un
incremento en la concentracién de bicarbonato ( Said vy
Mutt, 1972; Dimaline y Dockray, 1979 ). Este efecto es
dosis-dependiente obteniendose un méximo de respuesta
del orden de un 20% de la obtenida con secretina ( Kon-

turek et al 1975 y 1975a; Tournut et al, 1977 ).

Sobre la vesicula biliar el VIP produce un efecto inver-

sor del flujo de absorcién, aumentando la secrecidn de

agua y electrolitos ( Jansson et al, 1978 ).
C) Efecto sobre el flujo sanguineo;

El VIP es un potente vasodilatador de la circulacidén

mesentérica, siendo este uno de sus primeros efectos

descritos ( Said y Mutt, 1970a y b; Eklund et al, 1979 ).
Este efecto es debido a la accibén relajante que ejerce

sobre la musculatura lisa de la pared vascular.

2. Sistema Nervioso Central.

En el Sistema Nervioso Central parece ejercer cierta
funcién regquladora sobre otras sustancias, asi el pépti-
do intestinal vasocactivo inhibe la liberacifn de soma-

tostatina del hipot&lamo medio basal, mientras gue no

la altera en el hipotflamo anterior, amigdala y cortex




Epelbaun et al, 1979 ). Por el contrario estd descrito
gue estimula la liberacién de hormona luteinizante (LH),
hormona del crecimiento ( GH ) Y prolactina ( Vijayan

et al, 1979 ).

3. Sistema Genito-Urinario.

En el sistema genito urinario de la mujer el VIP provoca
el aumento del flujo sanguineo del miometrio ( Ottensen

et al, 1980 ) v un efecto relajante sobre los esfinteres
( Walles et al, 1980 ). Prieto et al ( 1981 ), utilizan
do células en cultivo de una estirpe maligna de carcino-
ma de cérvix ( HelLa ), encontraron que el VIP estimula

la produccibébn de cAMP,

En el hombre el finico efecto comprobado consiste en la

contraccidn de los vasos deferentes.

4. Aparato Respiratorio.

En el Aparato Pespiratorio, el VIP produce aumento del

flujo vascular cue irriga la mucosa nasal ( Malm et al,
1980 ), y relajaciébn de la musculatura lisa de la pared

tragueobronguial ( Said et al, 1979; Matsuzaki et al,

1980 ).

5. MGsculo esquelético.

A nivel de la musculatura esquelética, el VIP produce
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una potente accién dilatadora que permite un aumento

del flujo vascular ( Jarhult et al, 1980 ). También se

ha descrito una activaci6ébn de la adenil ciclasa de mfis-

culo cardfaco por VIP ( Chatelain et al, 1980 y 1980a ).

6. Secrecibn Endocrina.

Es bien conocido ya que a nivel de los islotes de Langer

hans el VIP estimula la secrecién de insulina y glucagbn

( Schebalin et al, 1974 y 1977; Bataille et al, 1977;
Jensen et al, 1978; Arilla et al, 1981 ). S6lo en presen
cia de glucosa a concentraciones fisiol6gicas, puede po-
tenciarse la secrecién de insulina ( Schebalin et al,
1977; Arilla et al, 1981 ), mientras que la secrecién
del glucégén se potencia a concentraciones relativamente
bajas de glucosa ( Jensen et al, 1978 ). También se ha
descrito un efecto estimulante de la secrecién de soma-

tostatina por el islote ( Ipp et al, 1978 ).

A nivel de corteza de glé&ndulas suprarrenales parece gue

el péptido estimula la producciébn de 20-dihidroprogeste-

rona al igual gue la ACTH ( Morera et al, 1979 ). Mucho
m&s recientemente se ha podido comprobar el efecto esti-

mulador sobre la secrecidén de hormonas tiroideas ( Ahren

et al, 1980 ).

Estos efectos, junto con el papel que el VIP juega en la

sintesis y liberacibn de determinédos neuropéptidos ( pro
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lactina,etc. ) conforman por el momento, el espectro de

acciones del péptido sobre el sistema endocrino.

7. Acciones Metabblicas.

Es precisamente a nivel de higado y tejido adiposo, en
los que hasta el momento no se han descrito terminacio-
nes ® vipérgicas ", donde se encuentran dos claros efec-

tos metabblicos del VIP seglin una actividad similar al

glucagbén. Por un lado estimula la glucogen6lisis en hi-

gado ( Kerins y Said, 1973 ) con una potencia del 20-30%
del glucagbn, provocando hiperglucemia. Por otro, esti-
mula la lipolisis en adipocitos de rata ( Desbuquois et

al, 1973; Saito et al, 1978 ).

En resumen, las acciones biolégicas del VIP son muy va-
riadas y cada dfa m&s numerosas. Es pues necesario, de-
terminar el valor fisiolbgico y real de cada uno de es-
to fenbmenos, e integrarlos segln un modelo funcional

coherente.

MECANISMO DE ACCION.

Como ya se expuso en el primer apartado de este trabajo,
se podria definir el mecanismo de accibén de una hormona
como la forma particular en gue interacciona con una de-
terminada célula diana sobre la gue induce una serie de

cambios metabblicos ( activacién de enzimas ) gue van a
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dar como resultado final un efecto biol6gico. En este
sentido, hasta lo que se conoce, pueden diferenciarse

para el VIP tres etapa sucesivas:

a) Interaccibn del péptido con receptores especificos
situados en la membrana plasmitica de la célula

diana.

b) Activacibén de un sistema adenil ciclasa que se en-

cuentra acoplado funcionalmente al receptor.

c) Activacidén de un sistema de guinasas que depende

de la presencia de cAMP.

Ademéds de estas tres etapas expuestas seglin los mecanis-
mos clésicos de accién hormonal ( Figs 1, 2 ), hay que
valorar ei papel qué los guaﬁil nucleétidos juegan en
este proceso utilizando como referencia el modelo pro-
puesto por Rodbell ( 1980 ) para el glucagfdn y que puede

hacerse extensivo en gran medida al VIP ( Fig.6 ).

1. Receptores para VIP.

Se han caracterizado receptores para VIP, acoplados a

una adenil ciclasa ( efector ), en numerosos tejidos

a) Células del epitelio intestinal ( Laburthe et al,
1979, 1980 ) vy membranas plasmiticas del mismo

origen ( Amiranoff et al 1978, 1980 ).

b) Hepatocitos y membranas hep&ticas ( Debusquois et
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al, 1974; Bataille et al, 1974, 1975 y 1977; Gue-

rrero et al, 1981 ).

c) Células acinares del péncreas ( Christophe et al,

1976; Gardner et al, 1977 ).

d) Adipocitos ( Bataille et al, 1974 y 1975 ).
e) Triquea ( Frandsen et al 1978 ).
£) Cerebro: se han caracterizado en membranas cere-

brales de &reas conocidas por ser ricas en el pép
tido, incluyendo corteza cerebral, hipoté&lamo,
hipocampo, cuerpo estriado y t&lamo ( Taylor y

Pert, 1979 ; Robberecht et al, 1978 y 1979 )

\Q

Pancreas exocrino ( Christophe et al, 1976; Ari-

lla et al, 1981 ).

h) En cé&lulas tumorales cultivadas de carcinoma de
cervix uterino ( HeLa ) ( Prieto et al, 1981 ) y

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

Salvo en contadas ocasiones ( Taylor y Pert, 1979; Binder
et al, 1980 ; Desbuquois et al, 1974 ), siempre se descri
be para todas las estirpes celulares la existencia de dos
tipos de receptores para VIP en la membrana celular: uno
es de alta afinidad ( Kd 0'5-4'0 nM ) y otro de baja afi-
nidad ( Kd 50-200 nM ) ( Christophe et al, 1976; Prieto
et al, 1979 y 1981; Guerrero et al, 1981 ). Posiblemente

s3lo los receptores de alta afinidad estarfan acoplados
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al sistema adenil ciclasa.

Es de inter€s valorar en el estudio de receptores si es-
tos se modifican, bien en su nfimero, bien en cuanto afi-
nidad, en determinadas condiciones fisiopatolbgicas. A-
parentemente, los receptores para VIP en la rata van au-
mentando progresivamente desde el nacimiento, hasta es-
tabilizarse a las dos semanas de edad ( Robberecht et al,
1979 ). A partir de ahf no se ha encontrado circunstan-
cia alguna que los modifique, aunque se ha estudiado en
algunos estados fisiolb6gicos propicios como el ayuno

( Prieto et al, 1980 ). Incluso en células tumorales en
cultivo ( HT-29 ), los receptores permanecen con las
mismas caracteristicas estequiométricas ( Laburthe et

al, 1978 y 1980 ).

2. Activacidn del sistema adenil ciclasa.

El acoplamiento del VIP a su receptor activa el comple-

jo enzimitico de la adenil ciclasa, de forma gue se pro-
duce un aumento de la concentracibén intracelular de cAMP.
El cAMP se puede considerar por lo tanto, como el segundo

mensajero de este sistema peptidérgico.

El aumento de cAMP por accién del VIP est8 descrito en
muchos sistemas celulares, incluso en algunos para los
gue afin no se han caracterizado los receptores. En la

mayor parte de los casos estudiados, el efecto del VIP

es dosis-dependiente, obteniéndose la mitad de la esti-



mulacibén mé&xima (Km) a una concentracibén del péptido
entre 0'2 y 5'0 nM, segln las estirpes celulares. Estos
valores son muy semejantes a los de la constante de di-
sociacibn (Kd) de los receptores de alta afinidad para
las mismas células, por lo que se postula que s8lo estos
receptores estdn acoplados al sistema adenil ciclasa y
por consiguiente son capaces de continuar la cascada de
reacciones que culmina con el efecto biol6gico ( Labur-

the et al 1979a; Prieto et al, 1981; Ramirez-C&rdenas

et al, 1981 ).

3. Activacidén de quinasas.

El cAMP producido bajo el estimulo del VIP es capaz de
activar a determinadas proteinas guinasas cue presumible-
mente catalizar&n la fosforilacién de otras proteinas

intracelulares. ( Laburthe et al, 1979b, Mangeat, 1981 )

El rango de concentraciones de VIP gue provoca esta ac-
tivacién ( Km 0'1-1'0 nM ) es en todos los casos similar
a la que permite la produccién de cAMP ( Km 0'2-5'0 nM )
y a la constante de disociacién de los receptores de al-
ta afinidad ( Kd 0'5-4'0 nM ). Esto parece indicar gue
las tres etapas esté&n acopladas en cadena segfin el pos-
tulado clésico para el mecanismo de accibn general de

hormonas peptidicas.

4. Papel regulador de los guanil nuclebtidos.

Los efectos de los guanil nucleb6tidos sobre la interac-
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cidén del VIP a membranas hep&ticas est&n en consonan-
cia con el modelo descrito por Rodbell (1971 y 1978)
(Fig. 6 )para la interaccibén del glucagbn con membranas

hepédticas.

Los guanil nuclebtidos inhiben la unién del 125I—VIP

a membranas hep&ticas debido a un incremento de la ve-
locidad de disociacibén del complejo péptido-receptor
(Ramirez-C&rdenas, 1981). Resultados similares fueron
obtenidos en membranas de cerebro (Robbérecht et al.,

1978) y de epitelio intestinal (Amiranoff et al, 1980).

Los guanil nuclebtidos (GTP y Gpp(NH)p) potencian el
incremento de la actividad adenil ciclasa producido por
él VIP (Ramirez—céfdenas)‘1981). El papel regulador de
los guanil nuclebtidos sobre la producciédn de AMPcC
estimulada por el VIP también ha sido descrito en pitui-
taria antericr de rata (Robberecht et al, 1979) y en

membranas acinares pancredticas (0Olijer y Gardner, 1979).

Los guanil nuclebtidos parecen actuar regulando la in-
terconversidén de los receptores de alta y baja afinidad,
conduciendo a activaciones diferentes de la adenil cicla
sa. Esto explica porqué el Gpp(NH)p es menos efectivos

125I-VIP a membra-

gue el GTP para inhibir la unién del
nas hep&ticas, pero es mds potente gue el GTP para esti-

mular la produccidn de AMPc (Ramirez-C&rdenas, 1981).
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3.5. FISIOPATOLOGIA DEL VIP.

Los primeros en determinar los niveles del VIP plasmé-
tico en el sujeto sano fueron Bloom et al ( 1973 ),
guienes postularon valores inferiores a 100 pg/ml. Se
han realizado num;rosos radioinmunoensayos para cuanti-
ficar su concentracién ( Said y Faloona, 1975 ; Ebeid
et al, 1976 y 1978; Burhol et al, 1978; Chang et al,
1979 ), obtenieéndose valores en la poblacibén normal que
oscilan entre 1-5 pM ( Chang et al, 1979; Galbo et al,

1979 ) y 20-40 pM ( Bloom et al, 1973; Said y Faloona,

1975; Ebeid et al, 1976 ).

En principio se postulé que la presencia del VIP circu-
lante se deberia a un simple fendmeno de rebosamiento a
nivel de las terminaciones nerviosas. No obstante, pare—
ce que esas concentraciones en plasma podrian elevarse
en determinadas condiciones fisiol&gicas como el ayuno

y el ejercicio ( Galbo et al, 1979 ), la acidificacién
duodenal ( Burhol et al,1978 ) y la administracibn de
oritocina y neostigmina ( Bitar et al, 1980 ), aunque

la importancia fisiol6gica de estos cambios esté aGn por

dilucidar.

Ocurre algo similar en estados patoldgicos diversos como
enfermedades hep&ticas ( Hunt et al, 1979 ), en los ani-
males los efectos del VIP incluyen vasodilatacibén peri-

férica, hiperglucemia, hiperventilacibén, etc., fenbmenos



también observados en pacientes con cirrosis, por lo

que se ha postulado que el VIP, gue normalmente es inac
tivado en el higado, pueda escapar a la sangre y contri-

buir a estas anormalidades.

En 1958 Verner y Morrison describen el caso de dos pa-
cientes con cuadros de diarreas hidricas profundas aso-
ciadas a hipokalemias y aclorhidria; la autopsia‘revelé
la presencia de un tumor benigno de pé&ncreas. Es en 1967
cuando Marks et al, designan bajo el término de WDHA
este tipo de sindrome, igualmente denominado cdlera pan
credtico. Bloom et al ( 1973 ) observan que los niveles
plasmiticos de VIP en estos pacientes son muy superiores
a los normales ( méds de 1000 pg/ml ); sin embargo la
implicacién del VIP en el sindrome de WDHA no estd admi
tida de manera unénime, pudiendo estar implicados otros
varios mediadores como glucagbn, enteroglucagén, secre-
tina y serotonina ( Schmitt et al, 1975 ) y PGE, PGF y

calcitonina ( Rambaud et al, 1975 ).

Encontramos niveles alterados de VIP en tumores produc-
tores del mismo en estructuras como bronquios ( Said y
Faloona, 1975 ) y médula adrenal ( Said y Faloona, 1975;
Cooperman et al, 1978 ). También se produce en ganglio-
neuromas retroperitoneales ( Fausa et al, 1973; Hansen
et al, 1980 ) o mediastinicos ( Swift et al, 1975 ) y

en ganglioneuroblastomas ( Ricour et al, 1977 ).
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VIP COMO NEUROTRANSMISOR

La localizacibn del péptido intestinal vasoactivo en
distintos niveles del organismo, particularmente impor
tante a nivel del sistema nervioso, sugiere que no es
una hormona en el sentido cl&sico propuesto por Baylis
y Starling (1904), sino que actfia como un neurotrans-

misor o como una hormona de accién local o paracrina.

Constataciones mediante métodos histoinmunoquimicos. de
la presencia del VIP a nivel de fibras nerviosas y pe-
riféricas son el origen de la hipbtesis actual tendente

a atribuirle una funcién de neurotransmisor.

Como ya se ha visto en el apartado 3.2,el VIP se loca-v‘
liza en el S.N.C. en zonas bien determinadas, mientras
gue periféricamente se encuentran en las terminaciones
nerviosas y plexos que inervan diversas estructuras,

asi como en ganglios simp&ticos y nervios vago y cif-
tico. Esta localizacién en las fibras nerviosas es
especifica del VIP y no esti descrita para la secreti-

na, glucagbn o GIP (Bryarn et al. 1976).

En la fraccién sinaptosomal del cerebro (Giachetti et
al. 1977) se han observado estructuras redondas u ova-
ladas conteniendo gr&nulos de 700 a 1.600 £ de dismetro.
El tamano de estos gré&nulos es superior a los gque con-
tienen acetil-colina o noradrenalina. Adem&s estas

fibras no son afectadas por la 6-hidroxidopamina, cono-



cida por destruir totalmente las fibras adrenérgicas,
lo que indica que es un sistema no adrenérgico, no coli

nérgico, el que contiene el VIP.

El descubrimiento por Deschodt-Lanckman et al. (1977)

de la activacién de una adenil ciclasa altamente espe-
cifica a nivel de una fraccibén sinaptosomal de cerebro
de puerco, constituye un arguhento suplementario en
favor de la funcidén de neurotransmisor atribuida al VIP;
en efecto, los neurotransmisores del S.N.C. tales como
norepinefrina, dopamina, serotonina e histamina actfan

a tra¥es de la adenil ciclasa.

Por otro lado, el VIP es liberado por estimulos fisio-
l6gicos. La despolarizacidn conseguida con K+ (55 nM),
en presencia de Ca2+, provoca la liberacién del VIP de

sinaptosomas (CGiachetti et al. 1977).

El péptido es también liberado por estimulacién eléctri
ca del nervio vago (Fahrenkrug et al. 1978), distensién
del "fundus" géstrico (Chayvialle et al. 1980), estimu
lacidén mecénica de la mucosa intestinal y por infusiones
de agonistas colinérgicos (neostigmina) (Bitar et al.

1980) y oxitocina (Bitar et al. 1980).

La accibén del VIP al igual que otros neurotransmisores
(acetil colina y norepinefrina) es rdpidamente termina
da por catabolismo, lo que sugiere la presencia de un

sistema enzimé&tico encargado de su degradaci6n (Fahren-
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krug, 1980). La vida media del VIP porcino fue determi-

nada por Modlin et al. (1978) y es de 0'85 + 0'12 min.

Quizds la Gnica propiedad que le falta al VIP para
cumplir su papel de neurotransmisor, sea la existencia
de antagonistas fisiol8gicos que inhiban su accibn. |
No obstante, aunque no estd definitivamente comprobado,
“ se apunta hacia la somatostatina como la encargada de

ejercer esta funcibn (Fanhrenkrug, 1979 y 1980).
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OBJETIVOS.

Los estudios de la interaccién entre hormonas peptidi-
cas y sus receptores, han sido realizados fundamentalmente
con células intactas y preparaciones de membranas aisladas
(Cuatrecasas, 1972; Frevchet et al. 1974; Bataille et

al. 1977).

Anteriormente se ha abordado este estudio con recepto-
res solubilizados en el caso de hormonas como la insu-
lina ( Cuatrecasas, 1972; Jacobs et al, 1977; Harrison
et al 1978; Krupp y Livingston,1978 ) , glucagén ( Le-
vey et al, 1974; Giorgio et al, 1974; Welton et al,
1977; Ross, 1981 ) y somatotropina ( Bonifacino et al,
1981 ). Se ha caracterizado el receptor para el peptido
intestinal vasoactivo en higado utilizando como modelo
experimental membranas plasméticas parcialmente purifi-
cadas seglin el método de Neville ( 1968 ) ( Desbuguois,
1974; Ramirez-C&rdenas 1981 ). Sin embargo nada hay des

crito en cuanto a estudios con receptores solubilizados

En vista de lo anteriormente expuesto, los objetivos de

este trabajo han sido los siguientes:

1. Verificar la posibilidad de la solubilizacibén de
los receptores para VIP de membranas plasméticas

de higado de rata.

2. Comprobar la existencia de una unibn especifica en-

tre el VIP y sus receptores solubilizados.
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Comprobar la posibilidad de estudios cinéticos y
estequiométricos con fracciones del receptor solu-

bilizado.
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AISLAMIENTO DE MEMBRENAS PLASMATICAS DE HIGADO DE

RATA.

Realizado segfin el método de Neville (1968) con algunas

modificaciones.

a) Animales: ratas Wistar hembras de 170-220 g de peso
y aproximadamente 2 meses de edad, de nuestro propio
animalario. Alimentadas hasta el momento del sacrifi-
cio con una dieta standard tipo Purina y agua "ad

libitum".

b) Reactivos:

Medio de homogénizacién: NaHCO4 1 mM.

- Sacarosa 69% (p/p): disolver 69 g de sacarosa en
31 ml de agua bidestilada y desionizada (comprobar
la concentracién con un refractémetro).

- Sacarosa 42% (p/p): disolver 42 g de sacarosa en
58 ml de agua bidestilada y desionizada.

- Centrifuga refrigerada de alta velocidad (Beckman,
J21) .

- Ultracentrifuga (Beckman, L5-40).

- Homogenizador de vidrio tipo Potter (25 ml).

c) Método
Todas las etapas deben realizarse a 4°C.
1.~ Decapitar y sangrar 7 u 8 ratas. Laparatomizar

y extraer el higado. Se colocan en un vaso
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de precipitado. Triturar con tijeras hasta que
quede una papilla. Pesar aprox. 40 g y desechar el

resto.

Homogeneizar en Potter de vidrio a razén de 1 g de
tejidovpor cada 2 ml de medio, mediante 8 golpes
de &mbolo. Todo el homoheneizado se pasa a un vaso
de precipitado que contiene 250 ml de medio y se

agita la suspensién durante 5 min.

Filtrar a través de una gasa doble. Volver a fil-
trar a través de una gasa cuddruple. El filtrado
se agita y se toman 2 alicuotas de 0'3 ml para
determinar proteinas (Lowry et al. 1951) y activi-

dad de la 5'-mononucleotidasa.

Centrifugar el filtrado a 1.500xg (equivalente en
la centrifuga Beckman J-21 y rotor JA-20 a 6.500
r.p.m.) durante 30 min a 4°C. Desechar el sobre-

nadante por decantacién.

Trasvasar el sedimento a un Potter y homogeneizar

mediante 3 golpes de émbolo.

El homogeneizado se lleva a un erlenmeyer gue con-
tenga aprox. 34 ml de sacarosa 69%. Anadir agua
bidestilada hasta unos 60 ml y agitar. Mediante

el refractémetro ajustar la solucibn al 44% (p/p)
(anhadiendo agua a solucibn de sacarosa al 69%,

segfin sea necesario).
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7.- Repartir la solucifén ajustada al 44% en tres tubos

de ultracentrifuga (para rotor SW-27, ultracentri-

fuga Beckman modelo L5-65). Anhadir cuidadosamente,

con pipeta Pasteur, sacarosa al 42% para conse-

guir un gradiente discontinuo 44%/42%. Equilibrar

el peso de los tres tubos puestos ya en sus fundas

correspondientes. Centrifugar a 90.000xg (equiva-

lente a 25.000 r.p.m.) durante 120 min a 4°C.

8.- Recoger las

membranas que flotan con una espétula

de cuchara y pasarlas a un tubo de pléstico que

contenga 10
el tubo con

sacarosa de

9.- Centrifugar
fuga J-21 a

desechar el

10.- Resuspender

final de 20

ml de medio. Agitar fuertemente. Llenar
mas medio, con objeto de diluir la

la suspensién de membranas plasm&ticas.

a 3.000xg (equivalente en la centri-
15.000 r.p.m.) durante 10 min a 4°C.

sobrenadante.

el sedimento en medio hasta un volumen

ml. Agitar fuertemente para conseguir

una suspensibén homogénea de membranas plasm&ticas.

Distribuir en alicuotas de 0'5 ml. Preparar, ademés,

alicuotas de 0'3 ml que se usarén para determinar

proteinas y

actividad de 5'-mononucleotidasa.

Todas las alicuotas de la suspensi6tn de membranas se

conservan a -70°C pudiéndose mantener a esta temperatura

durante meses.
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CRITERIO DE PURIFICACION.

Para valorar el grado de purificacién de las membranas
plasm&ticas, con respecto a otras estructuras celulares,
se ha utilizado como marcador la actividad de la
5'-mononucleotidasa. Este enzima es especifico de la
membrana, no encontré&ndose pricticamente en otras

estructuras subcelulares.
La 5'-mononucleotidasa cataliza la reaccién:

5'-AMP adenosina + Pi

La técnica consiste en incubar las membranas con 5'-AMP,
detener la reaccidén con &cido tricloroacético al 25% vy
determinar en el sobrenadante la cantidad de Pi produ4

cido (Michell y Hawthrone, 1965).

a) Reactivos:

Tampd4n Tris: Tris 100 mM/MgCl, 7'3 mM, pH 7'5.

2
- Sustrato: 5'-AMP (Merck) 1'73 mg/ml en tampbdn Tris.
- Membranas: obtenidas en los pasos 3 y 10 del método
de aislamiento antes explicado y diluidas en Tris
10 mM, pH 7'5 de modo que la concentracibén de pro-
teinas sea del orden de 1-5 mg/ml.
- TCA: &cido tricloroacético al 25%.
2503 se di-

suelven en aprox. 50 ml de agua bidestilada y desio-

- Reactivo I: 5'7 g de NaHCO3 y 0'2 g de Na

nizada; se anade 0'l g de «-naftilamina, calentando



para poder disolverla. Enrasar a 100 ml y conservar
en oscuridad.

- Reactivo II: 1'25 g de molibdato aménico y 7 ml de
H,S0,

desionizada hasta un volumen final de 500 ml.

concentrado se disuelven en agua bidestilada y

- Pi (curva standard): 57'4 mg de Na,HPO, . 2H20 se
disuelven en 100 ml de TCA 1%. Se obtiene una solu-

cibén de lOO/pg/ml de fé6sforo.
b) Técnica

En tubos de 10 ml (en frio) anadir 200/p1 de suspensidn
de membranas y 2 ml de sustrato (5'-AMP).

Incubar 15 min a 37°C con agitacién.

Poner los tubos en frio y anadir 800}»1 de TCA al 25%.
Agitar. Centrifugar 10 min a 3.000 r.p.m. a 4°C.
Recoger SOO’Pl del sobrenadante para determinar el Pi
liberado. A dichos sobrenadantes se les denomina

problema A y B.

Problema A: el sobrenadante se obtiene de la incuba-

cidén del 5'-AMP con el homogenado inicial.

Problema B: el sobrenadante se obtiene de la incubacibn

del 5'~AMP con la suspensién final de membranas.
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Curva standard

agua bidestilada

Tubo Pi standard y desionizada Pt Pi/tubo
B - 1000 )11 -

1 1oo/p1 900/pl 10

2 200 )11 800 )11 20

3 300 )11 700 )11' 30

4 400 }Jl 600 )11 40
Problema A SOO,PI sbte A SOOIyl X
Problema B 500/»1 sbte B SOO’pl Y

Afiadir a todos los tubos 5 ml de reactivo II y 1 ml de
reactivo I. Incubar 10 min a 37°C en bano con agita-
cibn. Se leen las absorbancias en espectrofotdmetro
a 660 nm y se representa la curva standard del Pi como

se ve en la fig. 7.

La actividad de la 5'—mononucleo£idasa se expresa final-
mente comolymoles Pi liberados/mg de proteina/h. El
grado de purificacidén relativa de las membranas plas-
méticas se obtiene dividiendo 1la actividad de la
5'—mdnohucleotidasa de la preparacién de membranas por

la del homogenado inicial.
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Fig.7 Curva standard de la determinacibén de Pi.
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DETERMINACION DE PROTEINAS.

Por el método de Lowry (Lowry, 1951) utilizando alblimina

bovina.

125

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

a) Reactivos

- VIP: 0'5 mg de VIP porcino (lote n° 1008, Penin-
sula Laboratories, code 7161) se disuelven en 0'5 ml
de HC1 0'005 N, quedando a una concentracién de
3x10-4M. Después de agitar durante 60 min se reparte

en alicuotas del siguiente modo:

# 12 alicuotas de 5/pl que se utilizan para

los sucesivos marcajes.

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

3x10’4u.

# 125/pl de la solucibn del péptido mas 3'625ml
de Tris 50 mM, BSA 2%, pH 7'5 hacen que el VIP
quede a una concentracién de 10—5M.

Se rewmarte en alicuotas de 50/»1.

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

uso.

- Tampén fosfato 0'3 M, pH 7'5: 2'04 g de KPO4H se

2

disuelven en 40 ml de agua bidestilada y desionizada.

Se ajustael pH con NaOH 1 N y se enrasa a 50 ml.
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- 125INa (AMERSHAM IMS 30): con una actividad de

100 mCi/ml, preparado en NaOH, pH 7~11, libre de

reductores v 99'6% de pureza radioquimica.

- Cloramina T (1 mg/ml): 25 mg de cloramina T

(CoH,Cl Na0,S°3H,0, Merck) se disuelven en 10 ml del

77 2
tampbédn fosfato antes descrito. Se prepara 10-15 min
antes del marcaje y se mantiene en la ascuridad

hasta su uso. Se utiliza en el marcaje como oxidante

débil.

- Metabisulfito s6dico (2 mg/ml): 25 mg de metabi-

sulfito sédico (NaZSZOS' Merck) se disuelven en 5 ml
de tampdn fosfato. El metabisulfito se utiliza como
reductor para detener la reaccibn de oxidacién desen-

cadenada por la cloramina T.
- Tris 50 mM, BSA 2%, pH 7'5 (TB).

- Tris 50 mM, BSA 2%, bacitracina 2 mg/ml, pH 7'5

(TBB) .

- Acido/alcohol: mezcla al 50% (v/v) de &cido acé-
tico 1 N con etanol absoluto. Preparar 50 ml y con-

servar a 4°C.

- Talco: desleir un comprimido de 50 mg en 0'5 ml

de agua destilada.
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b) Marcaje

c)

El marcaje se realiza a temperatura ambiente en un
tubo de pl&stico que contiene ya S,Pl de VIP (Slpg).
Con micropipeta se anade a este tubo:

- ZO‘Pl de tampbdn fosfato

125

- lS‘Pl de INa (1'5 mCi)

- 5/pl de la solucibn de cloramina T.

Agitar 30 segundos exactos. Anadir 5/pl de la solu-
cibn de metabisulfito s6dico y agitar. A continua-

cidn afadir 400/pl de TBB y agitar. Tomar una ali-

cuota de S,Pl de la mezcla de marcaje y pasarlos

a un tubo gue contiene 5 ml de TB. Estos (ltimos se
utilizardn para determinar el porcentaje de incor-

125

poracibn del I al péptido.

Purificacibn

A la mezcla de marcaje se le anade 0'l ml de la
suspensién de talco. Agitar y centrifugar 10 min a
3.000 r.p.m. (Beckman TJ-6). Aspirar el sobrenadante
gue contiene iodo libre. Anadir 1 ml de la mezcla
acético/etanol al sedimento de talco. Agitar y
volver a centrifugar 10 min a 3.000 r.p.m. El sobre-
nadante, gue contiene el 125I—VIP, se reparte en

alicuotas de 50/»1 y se conserva a -20°C hasta su

uso.



d)

e)

Antes de utilizar la hormona marcada se vuelve a
purificar anadiendo 350/pl de TB vy lOO/Pl de la
suspensidn de talco procesando de idéntica manera

a la descrita.

C&lculo del porcentaje de incorporaciébn.

Tomar 4OOAP1 de la mezcla de marcaje diluida en 5ml
de TB y anadirle lOO/pl de la suspensién de talco.
Agitar v centrifugar 10 min a 3.000. r.p.m. Contar
la radiactividad del precipitado y del sobrena-
dante y calcular el porcentaje de radiactividad

del primero con respecto a la radiactividad total:

cpm ppdo. X 100
cpm ppdo. + cpm sbte.

[t
H
t

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

incorporacidén alcanza un valor medio de 79'l + 2'4.

Actividad especifica.

La actividad especifica del 125I—VIP, o cantidad

de radiactividad (/yCi) incorporada por/pg de pép-
tido durante el marcaje, se calcula aplicando la
siguiente férmula:

4 e - PCi 1257 & a1

/pg VIP x 100

En los marcajes realizados (n=7) la actividad especi

fica alcanza un valor medio de 236 i-S,PCi 12514pg

VIP.
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AISLAMIENTO DE VIP PORCINO.

Seglin el método de Laburthe et al. (1977 ) con algunas

modificaciones.

a. Pesar 1 Kg de intestino delgado de cerdo y lavar su
interior con agua a presién. Trocear con tijeras y her-

vir durante unos 10 min. Triturar con tijeras o picadora.

b. Homonenizar con un sistema de aspas (1 kg de tejido
en 4 1 de 4cido acético 0'5 M). Sonicar durante 10 s

y centrifugar a 3.000 r.p.m. durante 1 h. Eliminar la
capa de grasa superior con una espftula, tomar el so-
brenadante y filtrarlo a través de papel Whatman 541

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

c. Anadir 80 g de talco y agitar. Centrifugar 20 min a
3.000 r.p.m. Desechar el sobrenadante y resuspender el
precipitado en 2.400 ml de &cido acético 1 N/ etanol
absoluto al 50% (v/v). Centrifugar 50 min a 3.000 r.p.m.
Congelar el sobrenadante y liofilizar. En este paso se

obtuvo 1'64 g de material liofilizado.

d. Reconstituir en 15 ml de &cido acético 0'2 M. Céntri-
fugar 10 min a 4.000 r.p.m. Tomar el sobrenadante y
hacerlo pasar a través de una columna de Sephadex G-25
(2'4x60 cm) eluyendo con &cido acético 0'2 M y calibran-
do con 1ZSI—VIP (500.000 c.p.m.) . Recoger 120 alicuotas

de 2 ml y contar la radiactividad (fig.8 ). Unir las
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fracciones correspondientes al pico de radiactividad
y liofilizarlas. En este paso se obtuvo 32 mg de mate-

rial liofilizado.

e. Parte del liofilizado se resuspende en TB a diversas
diluciones y se determina la concentracién de VIP pro-
bando la capacidad de desplazar 125I-VIP de su unién a

receptores de membrana plasmitica de higado de rata

{(Guerrero et al., 1981).

f. Una vez determinada su concentracién, este VIP par-
cialmente purificado se utiliza en las experiencias de
unién 125I-VIP-receptor para que, anadiéndolo al medio

de incubacidn (10_5M final), se pueda calcular la unidn

inespecifica.
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. SOLUBILIZACION DE RECEPTORES.

SOLUBILIZACION.

Se pretende obtener las proﬁeinas { receptores ) que
unen especificamente al VIP, para lo cual es necesario
aislarlas del resto de las estructuras de la membrana
mediante solubilizacién con el detergente no ibénico Lu-
brol PX. A fin de que el detergenté no interfiera en
andlisis posteriores, se procede a una reduccibén en la
concentracidén del mismo, que permita al mismo tiempo

mantener las proteinas en solucién.
a) Reactivos

- Tampd4n Tris 35 mM, pH 7'5, dithioerithritol ( DTE )
0'2 mM, Lubrol PX 0'5% ( detergente no ibnico: etilen-

glicol monododecanil éter; Sigma ) ( tampdén A ).

- Membranas hepdticas: las membranas gue se conservan
a -70°C, se descongelan lentamente en el momento del

experimento.
- Sonicador MSA.

- Centrifuga refrigerada de alta velocidad ( Beckman

J-21.)
- Ultracentrifuga ( Beckman L5-40 ).
b) Método

- Todas las etapas deben ser realizadas a 4°C.
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- En tubos de pl&stico ( 3 ml ) se anade suspensibn de
membranas hasta un volumen final que contenga aproxi-
madamente 14 mg de proteinas. Centrifugar 10 min a

3000 r.p.m.y eliminar el sobrenadante.

- Anadir 4 ml de tampbén Tris 35 mM, pH 7'5, Lubrol PX
0'5%, DTE 0'2 mM. Agitar 15 min A fin de aumentar la
solubilizacién de las proteinas de membrana, la mez-
cla es sonicada por tres perfiodos de tiempo de 30 se-

gundos cada uno.

- Transferir la mezcla a un tubo de ultracentrifuga vy
centrifugar a 100.000 x¢ durante 90 min a 4°C. Reco-
ger el sobrenadante y reservar. Resuspender el preci-
pitado restante ;proceder a nueva solubilizacién segfn
el método descrito. Juntar ambos sobrenadantes. Repar
tir en alicuotas y conservar a -20°C hasta su uso. En
otras experiencias, esta fraccibén solubilizada se so-
mete a un proceso de reduccién del detergente como se

explica a continuacibn.

6.2. REDUCCION DE LA CONCENTRACION DEL DETERGENTE.

a) Reactivos

- Tampd&n Tris 35 mM, pH 7'5, DTE 0'2 mM, EDTA 1 mM

( tampén B ).

- Condensadores MinicHdn B-15.
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- Ultracentrifuga ( Beckman L5-40 ).
b) Método

- El1 sobrenadante obtenido en la solubilizacifn es lle-
vado a concentradores Minicén B-15 ( con exclusidn
de pesos moleculares por debajo de 15.000 ), donde es
concentrado y posteriormente diluido con tampén B e.-
xento del detergente. Esta operacibn se repite tres
veces, de forma gue la concentracién tebrica del Lu-

brol quede por debajo de 0'001%.

- El volumen final obtenido es centrifugado nuevamente
a 100.000 xc durante 30 min a fin de eliminar las

proteinas precipitadas tras la reduccién del detergen-

te.
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. SEPARACION DEL COMPLEJO 1251-vIP-RECEPTOR.

. SEPARACION MEDIANTE POLIETILENGLICOL.

Cuando la reaccibén primaria de unién esté‘completa, se
afiade el polietilenglicol a una concentracién a 1la cual
una de las fracciones sea insoluble y precipite, mien-
tras que la otra permanece en solucibn. Esta.separacibn
depende de la carga electrostitica, que a su vez depen-
de del punto isoeléctrico_y el pH del medio, y consiste
en la reduccibn del agua "libre" del sistema, capaz de

mantener una molécula en solucibn.

Efecto de la concentracibén de polietilenglicol sobre la

precipitacién del 1251-y1p libre.

Se prefende encontrar la concentracién de polietilengli
col gque no precipite al trazador libre, para ello se
realizan incubaciones del trazador libre con diferentes

concentraciones del agente precipitante.

a) Reactivos

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

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

125

I-VIP: 50 pM de concentracibén final.

Polietilenglicol.
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b) Método

En tubos de 3 ml. se anade por este orden:
250 pl de TBB.
200 pl de TB.

50 pul de 1251-vIiP ( 50 pM de concentracién final ).

Incubar 30 min a 30°C y a continuacibn se anade 1 ml
de polietilenglicol de tal forma que quede a concentra
ciones finales entre 3 y 18%. Agitar, dejar reposar

15 min vy centrifugar a 3.000 r.p.m. Aspirar el sobre-

nadante y contar la radiocactividad del precipitado.

Efecto de la concentracibén de BSA sobre la precipitacibn

del 1231-y1p libre por polietilenglicol.

Para ver si la alblimina es capaz de disminuir el porcen-

taje de precipitacibén del trazador libre se realiza la

siguiente experiencia.

a) Reactivos

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

Tris 50 mM, pH 7'S5, Lubrol PX 0'5%.

1257 y1p: 50 PM ( concentracién final ).

Tris 50 mM, pH 7'5, BSA a diferentes concentraciones

de forma qgue esta Gltima quede a concentraciones fina-
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les entre 1 y 8%.

- Polietilenglicol: al 24%, de forma que quede a una

concentracitn final del 8%.
b) Mé&todo

- A tubos de 3 ml se ahaden por este orden:
250 pl de TBB.
lSO/pl de TB.
50‘pl de 1231-vIP ( concentracién final 50 pM ).
50‘pl de Tris 50 m", pH 7'5, Lubrol PX 0'5%, o TB
dependiendo de gque la experiencia se realice en pre-

sencia o ausencia del detergente.

Incubar 30 min a 30°C y afiadir 0'5 ml de cada una
de las diferentes preparaciones de albﬁmina, agitar.
Afiadir 0'5 ml de polietilenglicol al 24% ( 8% de con-
centracidén final ), agitar y dejar reposar 15 min
Centrifugar 30 min a 3.000 r.p.m. Aspirar el sobre-

nadante y contar la radioactividad del precipitado.

c) Incubacién de la fraccibén solubilizada con el trazador.

a) Reactivos
- TBB: Tris 50 mM, pH 7'5, BSA 2%, bacitracina 2 mg/ml.
- TB: Tris 50 mM, pH 7'5, Bsa 2%.

- Fraccién solubilizada con bajo contenido en lubrol

( 70 ug/50‘pl ) .



VIP frio: disoluciones diferentes de VIP nativo, de
forma que quede a concentraciones finales entre 10-11

y 10-7 M

VIP no especifico: preparado en TB de forma que quede
a una concentracién final de 1 uM.

125I--VIP: 50 pM ( concentraci6n final ).

Tris 50 mM, BSA 20% ( 8% de concentracién final ).

Polietilenclicol al 24% en Tris 50 mM.

b) Método

- A tubos de 3 ml anadir en el siguiente orden:

250 Pl de TBB.

100 pl de TB.

50 nl de TB, de diferentes disoluciones de VIP frio
o VIP inespecifico.

50 pl de la fraccién solubilizada con bajo contenido
en Lubrol ( 70 ug de proteinas ).

50 ul de 1251-y1P ( 50 pM de concentracibén final ).

Incubar 30 min a 30 °C y anadir 0'5 ml de Tris 50m!
BSA 20% ( 8% concentracién final ). Agitar y anadir
0'5 ml de polietilenglicol al 24% , agitar y dejar
reposar 15 min Centrifugar 30 min a 3.000 r.p.m.
Aspirar el sobrenadante, contar la radioactividad

del precipitado.
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7.2. SEPARACION MEDIANTE CARBON.

La separacién con carbén estd basada en la adsorcibn no
especifica de moléculas biol6gicas a la superficie de
ciertas particulas.

A) Efecto del detergente sobre la precipitacién del 125y_

VIP libre por carbbdn.

En primer lugar se pretende ver si el 1251_yIp es preci-
pitado por una suspensién de carbbn-albGmina y si esta
precipitacién se ve alterada por la presencia en el me-
dio de incubacifn de concentraciones crecientes del de-

tergente Lubrol PX.

a)»Reactivos

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

- 1251-vIP: concentracién final 50 pM.

- Lubrol PX en Tris 50mM, pH 7'5, a concentraciones

iniciales de 0'1, 0'5 vy 1%.( p/v ).
- Carbbn 5%, BSA 2'5% en tampdén Tris 50 mM, PH 7'5.
b) Método

- En tubos de 3 ml. se anhaden por este orden:
250 }11 de TBB
lSO’pl de TB

50 pl de 1253-y1p
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50 Pl de tampén Tris 50 mM, pH 7'5, o de las diferen-

tes concentraciones de Lubrol PX.

- Agitar, incubar 30 min a 30°C. Anadir 150}pl‘de la
suspensibén de carbén-albfimina, agitar y centrifugar
10 min a 3.000 r.p.m. Aspirar el sobrenadante y contar

la radioactividad del precipitado.

B) Incubacién de la fraccibn solubilizada con el receptor.

Se pretende verificar la eficiencia del método de sepa-
racién con carbén-albfimina de la fraccién libre del tra-

zador y la fraccién del mismo ligada a las proteinas.
a) Reactivos

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

- Fraccibn solubilizada con bajo contenido en Lubrol.

- 1257-yIP: 50 pM de concentracién final.

- VIP frio: disoluciones diferente de VIP nativo de for-
ma que guede a concentraciones finales entre 10"11 Yy

1077, M

- VIP no especifico: preparado en TB de forma gue quede

a una concentracibn final de 1 PM'

- Carbbn 5%, BSA 2'5%.
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SEPARACION MEDIANTE FILTRACION EN GEL.

Est8 basada en la separacibn por diferencias de pesos
moleculares. El complejo trazador-proteinas ligadas,
es por definicién, de mayor peso molecular que el tra-
zador libre, y pueden as{ ser separados mediante fil-
tracién en gel de agarosa ( Sepharose 6B, equivalente
a agarosa al 6% ). La separacibn en Sepharose 6B se
realiza con fracciones de solubilizado con alto y ba-

jo cohtenido del detergente.

EN PRESENCI2ZA DE LUBROL PX A ALTA CONCENTRACION.

Se pretende ver la influenéia del detergente en la se-

paracidén de la fraccién libre de la ligada.

Interaccién previa a la solubilizacién.

a) Reactivos

TBB: Tampén Tris 50 mM, pH 7'5, BSA 2%, bacitracina.

2mg/ml.

- 12571 y1p: Una alfcuota de VIP (stock) se repurifica

con talco y se diluye en TBB .

- Preparacibén de membranas de higado de rata parcial-

mente purificadas obtenidas por el método de Neville.

- Tampbn Tris 35 mM, pH 7'5, Lubrol PX 0'5%, DTE 0'2mM’

( tampdbn 2 ).

- Sacarosa al 50%.
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b) Método

Todas las etapas deben ser realizadas a 4°C.

- En tubos de pl&stico ( 3 ml ), afiadir suspensibn de
membranas hasta un volumen final que contenga aproxi-
madamente 10 mg de proteinas. Centrifugar 10 min.

Eliminar el sobrenadante.

- Anadir VIP marcado en TBB de forma que quede a una
concentraci6én final de 50 pM y pasarlo al tubo que

contiene la preparacibn de membranas. Agitar.

- Incubar 30 min a 15°C. Centrifugar en microfuga 5 min.

Decantar el sobrenadante.

- Anadir 1 ml de tampdn A. Agitar e incubar 15 min a
4°C realizando en este periodo tres sonicaciones de
30 seg cada uno. Afiadir 100ul de sacarosa al 50%.

Centrifugar 90 min a 100.000 xg.

- El1 sobrenadante se hace pasar a través de la columna
de sepharose 6B. E1 tampbn de elucibn es el tampbn A,
y se recogen fracciones de 1 ml cada una. La radioac-
tividad se mide en contador § . Las proteinas se mi-

den por densidad 6ptica a 280 nm.

B) Interaccibén tr&s la solubilizacién.

a) Reactivos

- “Fraccién del solubilizado con alto contenido en de-

tergente. )



- 125I—VIP: Una alficuota del VIP marcado ( stock ) se

repurifica con talco y se diluye en TBB.

- Tampdn Tris 35mM, pH 7'5, Lubrol PX 0'5%, DTE 0'2 mM.

( tampdn A ).
b) Método

- La fraccibn solubilizada con alto contenido en deter-
gente ( 1 ml ), es incubada con 1251-yIP a concentra-

ciones de 50 pM ( 115 pg ), durante 30 min a 15°C.

- La solucibébn incubada se hace pasar por la columna de
Sepharose 6B y eluidas con el tampbn A, recogiéndose
fracciones de 1 ml cada una, midiendo la radiocactivi-
dad en contador ¥ vy las proteinas en densidad.éptica

a 280 nm.

Para comprobar la especificidad de la unibén se realizan
incubaciones de la fraccién solubilizada con alto con-
tenido en Lubrol PX en presencia del trazador y una

concentraci®dn en exceso de VIP frio.

a) Reactivos

Fraccibn de solubilizado con alto contenido en Lubrol.

VIP frio: VIP nativo a concentracibébn final de 1 M.

- 1251 y1p: 50 pM de concentracibn final.

Tamp6bn Tris 35 mM, pH 7'5, DTE 0'2 mM, Lubrol PX 0'5%.
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b) Método

- La fraccién solubilizada con alto contenido en el de-
tergente ( 1 ml ), es preincubada con el VIP frio ( 1
}ma) durante 5 min. Se afade a continuacién el 1251-

“VIP ( 50 pM ) y se incuba duante 30 min a 15°C.

- La solucibén incubada se hace pasar por la columna de
Sepharose 6B y es eluida con el tampdn A, recogiendo
fracciones de 1 ml cada una. La radioactividad es me-
dida en contador § . Las proteinas son controladas

por densidad 6ptica a 280 nm.

7.3.2.EN PRESENCIA DE LUBROL PX A BAJA CONCENTRACION.
a) Reactivos

- Fraccién solubilizada con bajo contenido en Lubrol PX,
obtenida segfin el método descrito en el apartado 6 de

Material y Métodos.

- Tampdn Tris 35 mM, pH 7'5, DTE 0'2 mM, EDTA 1m}M,

( tampbdn B ).

- 12571.y1P: Una alfcuota del VIP marcado ( stock ) se
repurifica con talco y se diluye en TBB de modo que

guede a una concentracién final de 50 pM.
b) Método

- Incubar 1 ml de la fraccibn solubilizada con bajo

contenido del detergente con 1257-viP a una concentra-
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ci6én final de 50 pM ( 115 pg ),a 30°C durante 30 min.

Enfriar a 4°C. Anadir 100}p1 de sacarosa al 50%.

Cromatografiar en columna de Sepharose 6B previamente
equilibrada con el tampén B. La elucién se lleva a ca-
bo con el mismo tampbén B. Recoger alfcuotas de 1 ml y
medir la radioactividad en contador ¥ . Las proteinas

son medidas por densidad 6ptica a 280 nm.

Parg °~ comprobar la especificidad de la unién 1257

VIP-receptor, se realizan incubaciones de la fraccibn

solubilizada con bajo contenido en el detergente en pre-

sencia del trazador y una concentracibén en exceso del

VIP no marcado.

a) Reactivos

Fraccién del solubilizado con bajo contenido en Lubrol

PX
Tamp6n Tris 35 mM, pH7'5, DTE 0'2 mM, EDTA 1 mM ( tam-

pén B ).

12571-y1P: VIP marcado ( stock ) se repurifica con tal-
co y se diluye en TBB de modo a que guede a una con-

centracibén final de 50 pM.

Método

- Preincubar 1ml delafraccibn solubilizada con el VIPfrio

a una concentraciébn en exceso ( 1 yM Jdurante 5 min.



80

Se afiade a continuacién el 1251-vIp ( 50 pM ) y se in-

cuba durante 30 min a 15°C.

La solucién incubada se hace pasar por la columna de
Sepharose 6B y es eluida con el tampdn A, recogiendo
fracciones de 1 ml cada una. La radioactividad es medi
da en contador % . Las proteinas son controladas por

densidad 6ptica a 280 nm.
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8. INTERACCION DEL 1251-vIP CON LA FRACCION SOLUBILIZADA

SEGUN ENSAYO DE HUMMEL Y DREYER.

Hummel y Dreyér ( 1962 ) desarrollaron un}método para
estudiar interacciones reversibles entre macromolé&culas
y sustancias de bajo peso molecular. Una proteina P, es
colocada en una solucién con un ligante L ( trazador ra-
dicactivo ) al cual se une, en esta solucibn la cantidad
de L es reducida en una cantidad equivalente al compleéijo

P-L formado.

Una alicuota de esta solucién es colocada en una colum-
na de Sephadex G-50 equilibrada con la misma solucibn

de L usada para la proteina. La columna es eiuida con la
misma solucidén de L. La radioactividad es medida en ei

eluato.

Conforme el complejo P-L aparece en el eluato, la radio-
actividad en exceso emerge en un pico por encima de la
linea basal de radioactividad. Inmediatamente después

de este pico de radioactividad,la concentracién de L

en el eluato decrece por debajo de la linea base forman-
do una depresibn que se extiende hasta el volumen final
de la columna. Esta depresibn representa la cantidad de
L gque no se uni6 a la proteina ( L libre ) y es propor-
cional al exceso de concentracibn de L en el pico de

proteinas.



82

Preparacién de la columna.

a) Peactivos
- Sephadex G-50: solucidén acuosa.
- NaCl 0'1 M.

- Tampbn Tris 35 mM, pH 7'5, EDTA 1'0 mM, BSA 0'1l%
( tampdén C ), conteniendo 1251-yv1Pp | 50.000 c.p.m./ml

aproximadamente ), preparado en el momento de su uso.
b) Método

- Pequehas columnas de pl&stico de 9 x 0'9 cm son relle-
nadas con Sephadex G-50 ( exclusifén de pesos molecula-
res de 1.500-30.000 ). Las moléculas con peso molecu-A
lar por encima de estos 1limites son totalmente exclui-
das en el Vo de la columna, las de menor tamaho son
eluidas en el volumen total de la columna.

- La columna es prelavada con NaCl 0'l M y posterior-
mente equilibrada a 4°C con tampén C conteniendo 1251',

VIP ( 50.000 c.p.m./ml ). La columna es conservada a

4°C hasta su uso.

Incubacibn de la fraccién solubilizada.

a) Reactivos

- Fraccibn solubilizada con bajo contenido en Lubrol PX
obtenida segfin el método descrito en el apartado 6

de Material y Métodos.
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- Tampbén Tris 35 mM, pH 7'5, EDTA 1 mM, BSA 0'1%, conte-

niendo 1251-viP ( 50.000 c.p.m./ml ), ( tampén C ).
- VIP no especifico: ( l,PM ).
- Sacarosa al 50%.
b) Método

- 20 Pl de la fraccibén solubilizada ( 27'2 ug de protei-
nas ), se incuban con 0'5 ml del tampén C conteniendo
1251-vIP a tiempos de 5, 15 y 30 min y a 30 min en
presencia de una concentracibén en exceso de VIP no es-

pecifico ( l)ﬂ!). Ahadir 100‘p1 de sacarosa al 50%.

~ Una alicuota de 0'2 ml es pasada en columna de Sepha-
dex G-50 y se recogen fracciones de 0'2 ml. El tampdn
de elucibén es el mismo tampdn C. La radioactividad es

medida en contador X
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DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR DEL COMPLEJO

12571-yIP-RECEPTOR.

a) Reactivos
- Sepharose 6B.
- Tris 35 mM, pH 7'5, DTE 0'2 mM, EDTA 1 mM. ( tampén B )

- Solucidn patrén de pesos moleculares; 3 mg de las
siguientes protfnas disueltas en 1 ml de tampbn B:
Tiroglobulina ( P.m. 660.000 )

Ferritina ( P.m. 450.000 )
Catalasa ( P.m. 240.000 )

Hemoglobina ( P.m. 68.000 )

~ 1257.y1P incubado con la fraccién solubilizada.

b) Mé&todo

- En una columna de Sepharose 6B ( 28 x 1'5 cm ), pre-
viamente equilibrada con el tampdén B, se aplica un
volumen de 0'5 ml de la solucibén patrbén de pesos
moleculares. Se recogen muestras de 1 ml y se mide
la densidad &éptica de cada fraccibén a las longitudes
de onda de m&xima absorcién de cada una de las pro-
teinas empleadas: tiroglobulina a 280 nm, ferritina,

catalasa y hemoglobina a 405 nm.

- Para la cromatograffia del complejo 1235I-VIP-receptor
se procede del mismo modo que para la solucibén patr6n

de pesos moleculares.



RESULTADOS
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SOLUBILIZACION DE MEMBRANAS HEPATICAS.

DETERMINACION DE PROTEINAS.

Membranas plasmiticas de higado de rata parcialmente

purificadas por el método de Neville ( 1968 ), fueron
solubilizadas con el detergente no ibnico Lubrol PX a
una concentracién de 0'5% segln el proceso visto en el

apartado 6 de Material y Métodos.

Tras la solubilizacibn, se procedif6 a eliminar el de-
tergente presente en el medio mediante repetidas fil-
traciones y lavados en Minicén B-15 con posterior ul-
tracentrifugacién para eliminar una posible precipita-
cién proteica. La recuperacidén de protefnas se deter-

mina por el método de Lowry ( 1951 ).

En la tabla 1 se representan los valores de proteinas
obtenidas en la preparacién de membranas y la recupe-
racibén de las mismas al finalizar el proceso total de
la solubilizacibén. Como se puede apfeciar, las protei-
nas presentes en la fraccién solubilizada representan

casi un 50% del total presente en las membranas..
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Tabla 1

Recuperaciftn de proteinas de membranas solubilizadas
con Lubrol PX, expresada en valores absolutos y

porcentuales.( X de dos experiencias por triplicado )

proteinas(mg) % recuperacibn

Membranas parcialmente
purificadas. 14'4
47'2

Membranas solubilizadas 6'8
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INTERACCION DEL 125I—VIP-FRACCION SOLUBILIZADA
IDENTIFICACION DEL COMPLEJO 125I—VIP FRACCION SOLUBI-~
LIZADA.

Una vez conocida la concentracién de proteinas de la
fraccibn solubilizada el paso siguiente consiste en
verificar la existencia de receptores de VIP. Para ello
se hace necesario e.l uso de un trazador radiéctivo,

125

en este caso el I-VIP, con el cual seguirla unién

del mismo al receptor.

Para verificar esta unibén es necesario separar la
fraccibn libre de la fraccibn ligada f deternirarla
radiactividad de esta Gltima como fndice de la unién del
trazador al receptor. En células intactas y membranas,
la separacién del complejo se hace simplemente mediante
centrifugacién; en fracciones solubilizadas, sin
embargo, este proceso no es viable, debido a lo cual

se hace necesario encontrar un sistema de separacibn

adecuado a este método de trabajo.

En el presente trabajo se estudian tres métodos de

separacibn:
a) Polietilenglicol
b) Carbb6n dextrano

c) Filtracidén en gel en agarosa al 6%.
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A) Separacibn mediante el uso de polietilenglicol.

El polietilenglicol es ampliamente utilizado en técnicas
de radioinmunoensayo para la separacién de la fraccibn
libre de la fraccién ligada. Su mecanismo general de
accién es una precipitacién fraccionadaque actfia redu-
ciendo la cantidad de agua "libre" del sistema, de tal
forma que, proteinas con un punto isoeléctrico cercano

a la neutralidad precipitan antes que aquellas que tienen

un punto isoeléctrico &cido o bé&sico.

Se pretende verificar si el polietilenglicol es capaz
de precipitar la molécula del 125I-VIP—receptor sin pre

cipitar el trazador radiactivo libre.

En la Fig.k9 , se representa el efecto de diferentes
concentraciones de polietilenglicol sobre la precipita-
cibén del 125I-VIP libre. Como puede observarse, la pre-
cipitacién del péptido libre es proporcional a la con-
centracibén de polietilenglicol. De acuerdo con esto,
para las experiencias siguientes se eligi6 una concen-
tracién del polietilenglicol al 5% ya que & este valor,

el porcentaje del trazador precipitado permanecia infe-

rior al 15% (tabla 2 ).



90

Para disminuir los valores del blanco,se llev6 a cabo

la precipitacién con polietilenglicol al 5% en presen-
cia de concentraciones crecientes de albfimina bovina

( BSA'). Comc puede verse en la Fig. 10 , la adicibn de
albimina al medio disminuye la precipitacidén del traza-
dor libre por polietilenglicol de tal forma gue se al-
canza sdlo un 5% a concéntraciones de albfmina tan altas
como 8%, ( tabla 3 ). La presencia de Lubrol PX en el
medio de incubacién no modifica la precipitacién del

1257 yi1p.

Una vez encontradas las condiciones aparentemente O6pti-
mas para el proceso de separacifén del complejo 125I-VIP-—
fraccién solubilizada del trazador libre, se procede a
la incubacién de un solubilizado de membranas con bajas
concentraciones de Lubrol, en presencia del trazador,
tras lo cual se anade la albimina y el polietilenglicol
y se centrifuga contdndose la radioactividad del preci-
pitado. En la tabla 4 se observa como con este método
no se consigue detectar la unibn especifica entre el

1257 y1p y las proteinas solubilizadas.

Este resultado negativo puede deberse:

1) A la ausencia de receptores especificos para el 1257-
VIP en la fraccibén solubilizada.

2) A gue el complejo 125I—VIP—receptor no sea precipi-

table por el polietilenglicol.



Tabla 2
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Porcentaje de I-VIP precipitado en presencia de concen

traciones crecientes de polietilenglicol (X de triplicados)

PEG ( g%)

0 3 5 8 9 10 11 12 15 18

125I—VIPppdo

(% total)

Tabla 3

125I-VIP precipitado por polietilenglicol

Porcentaje de
en presencia de concentraciones crecientes de albfimina

(X de triplicados).

BSA (g%)

1'2 1'8 3'0 3'6 4'2 5'4 6'6 7'8

1251 -VIP ppdo

(% total)

13'5 15'0 13'0 10'2 8'0 7'0 7'0 5'5

Tabla 4

125

Porcentaje de unidn especifica de I-VIP a proteinas

solubilizadas en ausencia y presencia de concentraciones

-11 7

crecientes de VIP frio (10 - 10 'M).

125I-—VIP

(¢ total)  ......... N.S. (n = 3)
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Fig. 9 Efecto de la concentracién del polietilen-
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glicol sobre la precipitacibn del 1251-vyIPp.
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Fig. 10 Efecto de la concentracién de albfimina
sobre la precipitacibn del 1251 yi1p por
polietilenglicol ( en presencia de Lu-
brol PX 0'5¢, @ ; en ausencia de Lu-

brol px, [ )



B) Separacifén mediante el uso de carbén.

La separacién mediante carb6én est8 basada en la adsor-
cién de moléculas biolbgicas a la superficie de ciertas
particulas. Se recomienda el " pre-tratamiento " de es-
tas partfculas con sustancias con peso molecular adecua
do al tamano méximo de sus poros, a fin de evitar que
en ellos se situen macromoléculas como puedan ser el
complejo trazador-receptor. En el presente caso el car-

bén es pre-tratado con albGmina ( PM=67.000 ).

Del mismo modo que con el polietilenglicol, es necesa-
rio comprobar que el carbdn es capaz de separar de modo
eficaz, la fraccién libre del trazador radioactivo de

la fraccibn ligada a las proteinas solubilizadas.

En la Fig. 11 , tabla 5 , se expresa el porcentaje de
de 1251-v1pP precipitado con el carbbén en ausencia y
presencia de concentraciones crecientes del detergenté
Lubrol PX. Como puede observarse, casi la totalidad de
VIP marcado es precipitada por el carbébn, sin que el

detergente presente en el medio tenga algGn efecto.

En vista de estos resultados, se efectia la incubacién
de la fraccién solubilizada con el 125I—VIP en presencia
de concentraciones crecientes de VIP frio tras lo cual
se procede a la separecibén mediante el carb6n, para ob-

tener en el sobrenadante el comlejo 125I--VIP-—receptor.



La tabla 6 , muestra que esto no ocurre, obteniéndose
valores muy similares a los conseguidos en el control,
indicando que en este caso, al igual que con el polieti-
lenglicol, o no hay receptores para el péptido intesti-
nal vasoactivo, o bien que la molécula del 1231-vIpP-re-
ceptor, sea de peso molecular lo bastante bajo para ser

también precipitado con el carbdn.

Tabla 5§

Separacién del 1251_vip libre mediante carbén. Efecto
de la ausencia y presencia del detergente a concentra-

ciones crecientes (X de triplicados).

Lubrol PX ( g% )

0 0'1 0'5 1

1251-vIp ppdo

(¢ del total) 92 93 o4 91

Tabla 6

125

Porcentaje de unidn especifica de I-VIP a proteinas

solubilizadas en ausencia y presencia de concentraciones

crecientes de VIP frio (10~ 3% - 1077 M) .

125I—VIP

(%2 total) ..o enunaoa. N.S. (n = 3)
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Fig. 11 Efecto de la concentracibn del detergente
sobre la precipitaci6n del 125y y1p por

el carbébn.
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C) Separaci6én mediante filtracibn en gel.

Por definicién el complejo trazador-proteinas ligadas,
debe ser mayor que el trazador libre y puede obtenerse
la separacibn en dos fases mediante cromatografia de
exclusibén de pesos moleculares. El material de bajo pe-
so molecular ( trazador libre ) se distribuye libremente
dentro y fuera del gel, mientras que el complejo unido
no puede atravesar libremente la malla formada por el

gel y es searegada en una pequefia parte del sistema.

En el presente caso la filtracibn en gel se lleva a ca-
bo en columna ( 28 x 1'5 cm ) con agarosa al 6%, presen-
tando exclusibén de pesos moleculares de 104-4%106 para

protefnas y 104-1x106 para polisac&ridos.

Para la calibracién de la columna se emplea el azul dex-
trano, con un peso molecular de 2.000.000 y el Nal251
con un peso molecular de 148. La Fig. 12 muestra los

- 1fmites de exclusién de la columna, con el azul dextra-
no indicando el volumen vacio de la columna ( Vo ), vy

el Nal23I en el volumen total de la misma ( Vt ).

Una vez deﬁerminados los limites de exclusibn de la
columna se hace pasar por la misma 1251_y1p y se deter-
mina su volumen de salida. En la Fig. 13 puede observar-
se el patrén de elucibn de 1257_vIP en tampén Tris 35mM
en ausencia de cualquier otro factor. El 125I—VIP eluye

en un volumen préximo al Vt.
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En la Fig. 14 se observa el patr6n de elucibén del 125;-
VIP y de la albfmina ( peso molecular = 67.000 ) como

marcador proteico.

Estd descrito en la literatura ( Giorgio et al, 1974;
Jacobs et al, 1977. ) que los detergentes no ibnicos,
como los de la serie Tritén X y lubrol PX forman,en
agunos casos, micelas con el trazador radioactivo, al-
terando asi el patr6én cromatogréfico posterior. Para
comprobar si esto ocurre efectivamente, el 1257_yip es
cromatografiado en gel de agarosa ( Sepharose 6B ) en
ausencia de membranas y en presencia del detergente no
iénico Lubrol PX,a una concentracibn de 0'5% en tampbn
A. Bajo estas condiciones, el 1251-y1p aparece préximo
al Volumen total de la columna; no se observa la apari-
cién de ningfin pico que pueda corresponder a una asocia-
cibén micelar del detergente y el trazador; es decir, que
el patrdn cromatogré&fico del 1251_vIP no se modifica por

la presencia del detergente. ( Fig. 15 )
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Fig. 12 Calibracién de la columna de Sepharose 6B

con azul dextrano ([J-[]) v 1251 (@-@) -
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Fig. 13 Patrdén de elucibébn del 1257-v1IP en columna

de Sepharose 6B.



101

DO (280 nm ) CPM (x1073)
"3 }
Vo Vvt
-200
~100
0
lll 1 ' | -
0 20 L 60

Volumen (ml)
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Fig. 14 Patrbén de elucibn de
de Sepharose 6B (@ -@) con BSA como

marcador proteico.{A-A)
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Fig. 15 Patr6n de elucidn del I-VIP en columna

de Sepharose 6B en presencia de Lubrol PX.
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Interaccibn previa a la solubilizacién.

En los primeros experimentos realizados, membranas plas-
miticas de higado de rata ( 14'4mg de proteina ), fue-
ron incubadas con 125I-VIP en tampén Tris 35 mM, pH 7'5

y recuperadas mediante centrifugacién. Las proteinas
marcadas fuerbn extraidas con Tampén A conteniendo Lubrol
PX 0'5% y posteriormente fueron cromatografiadas en co-
lumna de Sepharose 6B. La elucibn de proteinas fue se-
guida midiendo la absorvancia a 280 nm. E1 123I-vIP fue

medido mediante contaje de radioactividad en contador .

La Fig. 16 muestra el patr6n de proteinas obtenido. Co-
mo puede observarse, las proteinas son eluidas en tres
picos: un pico de proteinas de gran peso molecular que
aparecen en el volumen vacio de la columna; un segundo
pico que se sitfia en un volumen aproximado de 46 ml, y

un tercer pico prdximo al Vt de la columna.

En la Fig.17 se puede ver el patr6n radioactivo obte-

nido de la experiencia descrita; en esta gr&fica se ob-
serva la presencia de dos picos significativos, el pri-
mero préximo al Vt de la columna y que se corresponde

con el 125I—VIP, segin se ve en el experimento control,
y el segundo, eluyendo en un volumen aproximado de 46ml.
La existencia de este segundo pico, coincidente con una

absorcién espectrofotométrica, apuntaria hacia la exis-
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tencia de un complejo 12517-y1P-fraccibn solubilizada,
pero este pico aunque indicativo, no es concluyente, ya
que el porcentaje de VIP marcado unido deberia ser mayor.
Hay que tener en cuenta que la fraccibén solubilizada
contiene exclusivamente trazador unido a proteinaé. Sin
embargo el patrdn cromatogrdfico proteico muestra que
practicamente toda la radiocactividad se concentra en
forma de 125I-vIP libre. Esto quiere decir que durante

el proceso de solubilizacibén se produce la disociacién

del complejo VIP-receptor.
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Fig. 16 Patrén de elucidn de proteinas solubilizadas

con Lubrol PX.
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Fig. 17 Patrdén de elucibn del trazador incubado
con membranas previamente a la solubilizacién

(@-@) ( elucibn de proteinas []-[7]).
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Interaccién tras la solubilizacibn.

En vista del resultado obtenido en el apartado anterior,
se modificd el procedimiento en el sentido de obtener
primero una fraccién soluble, para lo cual se extrajeron
las protefnas de membrana mediante incubacién con tampén
A conteniendo Lubrol PX 0'5% y posteriormente incubar
esta fraccién soluble con VIP marcado, tras lo cual se
procedié a la filtracién en gel de agarosa, siendo el

tampbn de elucién el mismo Tampdn A.

En la Fig. 18 se puede ver un patr6n proteico y radio-
activo similar al de la figura anterior, donde el por-
centaje de 12571-vIP unido a proteinas, es ligeramente
mayor, pero sin ser alin representativo, pudiendoée pen-
sar que este pico de unién 125I—VIP-—proteinas, no re-

presentase una unidn especifica.

Para comprobar lo anterior,se hace necesario realizar
una incubacibn en presencia del trazador y una concen-
tracién en exceso de VIP frio ( lpM ). En la Fig.19
puede observarse el resultado. Al incubar la fraccibn
solubilizada con un exceso de VIP frio el patrdén radio-
activo del pico de unién VIP-receptor debe estar muy
disminuido. Como puede apreciarse,esto sGlo ocurre en
pequeno grado, indicando gque este pico representa mayo-

ritariamente una unibén no especifica.
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Fig. 18 Patré6n de elucibn del trazador incubado con
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Fig. 19 Patrén de elucibn del trazador incubado con
fracciébn solubilizada ( con Lubrol PX ) en

presencia de VIP frio ( J‘pM ) .
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Interaccibn trazador-receptor en ausencia del detergente

Hasta este punto, en los intentos de separacibn e iden-
tificacién del complejo 125I-VIP—recebtor, se habifa tra-
bajado con fracciones solubilizadas que contenian el de-
tergente a concentraciones muy altas ( 0'5 % ) lo que

podia ser el factor interferente, produciendo una unibn
inestable entre el VIP y sus proteinas especificas como
est8 descrito para el caso del glucagbdn ( Giorgio et al,

1974 ).

A fin de verificar esto, se tratd6 de eliminar o al me-
nos reducir la concentracidn del detergente a niveles
gue, manteniendo las proteinas en solucibn, no interfi-
rieran con la unién trazador-receptor. Para ello se rea-
1iz6 primero la solubilizécién de las proteinas, tras
lo cual y previa a la incubacién con el trazador radio-
activo, se procedid a reducir la concentracién del de-
tergente mediante los pasos citados en Material y Méto-
dos. De esta forma se obtienen fracciones de solubiii-
zado con bajo contenido en Lubrol ( concentracibn teb-
rica por debajo de 0'001% ). Estas fracciones de solu-
bilizado con bajo contenido del detergente van a ser
sometidas a los procesos ya descritos de incubécién con
el 1251-y1p y cromatografia en Sepharose 6B. El resul-
tado esté& expresado en la Fig. 20 . Se verifica en este

caso la existencia de dos picos, uno que eluse préximo
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al volumen total de la columna y el otro con un punto
méximo en el volumen de 46ml. En este caso este filtimo
pico representa aproximadamente un 50% de la radioacti-
vidad total, lo que parece indicar que si se consigue

una unibdn entre el trazador y las proteinas solubilizadas.

Al igual que en el caso anterior, es necesario confir-

mar la especificidad de esta unibn, para lo cual se rea-
liza la incubacién de la fraccibn solubilizada con bajo
contehido en Lubrol, con el trazador radiocactivo en pre-
sencia de una concentracibén en exceso de VIP frio (%pM).
La Fig. 21 muestra como, efectivamente, el pico de unibn
VIP-receptor desaparece, ya que el VIP frio ha desplaza;
do casi completamente al trazador de su unién a las pro-

teinas solubilizadas.
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Fig 20 Patr6n de elucibén del trazador incubado con
la fracci6n solubilizada con bajo contenido

en Lubrol PX.
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Fig. 21 Patrdén de elucién del trazador incubado con
la fraccidén solubilizada ( sin Lubrol PX )

en presencia de VIP frio ( 1}ua)
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2.2. INTERACCION DEL 1251-yIP-FRACCION SOLUBILIZADA SEGUN

ENSAYO DE HUMMEL Y DREYER.

Las siguientes experiencias se realizaron segin el prin-
cipio desarrollado por Hummel y Dreyer ( 1962 ). Para
ello, una alficuota de fraccién solubilizada ( 27'2‘pg
de proteinas ) con bajo contenido en Lubrol se incuba
con tampén C gue contiene 1251-yv1P ( 50 pM ). Al térmi-
no de la incubacién 0'2 ml de la solucibn se aplican a
una columna de Sephadex G-50 equilibrada y eluida con
el mismo tampén C. En la fig.22 puede verse el patrén
de elucibén del complejo 125I—VIP-receptor segflin las
condiciones descritas; como se observa, aparece un pico
de radioactividad sobre la linea basal correspondiente
al trazador unido a las proteinas solubilizadas, segui-
do de una depresién que representa el defecto de radio-
actividad’ocasionado por la diferencia de emigracibn

entre el trazador libre y el trazador unido a proteinas.

Una vez comprobada la interaccibn entre el 1251-y1pP y
su receptor, se tratd de estudiar esta interaccidbn a
diferentes tiempos, para lo cual se efectuaron incuba-
ciones ( 30°C ) a tiempo 5, 15 y 30 min, asi como en
presencia de VIP frio ( 30 min ). Los resultados se ex-
presan en la Fig.3 . Practicamente a todos los tiem-
pos estudiados, los picos obtenidos son muy similares,

indicando que se alcanza ya a los 5 min un alto porcen-



taje de unibén . gque aumenta a los 15 min y alcanza un
m&ximo a los 30 min. En la tabla 7 se expresa la unibn
del trazador a la fraccién solubilizada en funcién de

las proteinas.

Tabla 7

Unién del 1291-vIP a proteinas solubilizadas de membra-

nas en funcibén del tiempo de incubacibn.

Tiempo de incubacibn Pg ;25I—VIP/100 png prot.
5 min....ciiiiieinrecnrnocnneanas 39'7
D 1 1 £ T .61'9
30 miﬁ ..................... cesaaes 70'3

Inespecifico ( 30 min J..ieeenaene 17'3
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Patrbén de elucibn delrtrazador incubado con
la fraccibén solubilizada con bajo contenido
en Lubrol PX segfin el pricipio desarrollado

por Hummel y Dreyer.
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Fig 23 Patrb6n de elucibén ( Sephadex G-50 ) del

trazador incubado con la fraccibn solubilizada
con bajo contenido en Lubrol PX (5 min,fili-ji}:
15 min, @ -@; 30 min,[J-[J;unibn no especifica
0-0)
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3. PESO MOLECULAR DEL COMPLEJO 1251-VIP-RECEPTOR.

La determinaci6én del peso molecular del complejo 1257~
VIP-receptor se realizd mediante filtracibn en gel en
columna de Sepharose 6B, seglin se describe en Material

y Métodos.

Al representar graficamente los pesos moleculares de la
solucibn patrbén de proteinas frenté al volumen de elu-
ci6én de las mismas ( Fig.24 ), se obtiene una linea
recta sobre la cual se interpola el volumen al cual

125I-VIP—receptor.De estos datos se

eluye el complejo
estima que el peso molecular de este complejo es de

aproximadamente 80.000.
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Fig. 24 Estimacibdn del peso molecular del complejo

1251-y1p-receptor ([]).
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En el presente trabajo se ha caracterizado por primera
vez de una forma sistem&tica, la solubilizacibén de
receptores para el péptido intestinal vasoactivo (VIP)
a partir de membranas plasmdticas de higado de rata
parcialmente purificadas (Neville, 1968). En los Gltimos
afios se han venido publicando diversos trabajos de solu
bilizacién de receptores de hormonas peptidicas princi-
palmente insulina y glucagbn, donde los receptores ais-
lados retienen muchas, si no todas de las caracteristi-
cas de los receptores en la estructura intacta de la
membrana ( Cuatrecasas, 1972; Jacobs et al, 1977; Krupp
y Livingston, 1978 ). Sin embargo para el VIP no se ha
descrito todavia ninguna de las caracteristicas de la

interaccidén con su receptor solubilizado.

Se ha utilizado como materia prima para la obtencidén de
los receptores, membranas plasmiticas de higado de ratas
qgque son de fécil obtencibén y en las que est& descrita
la existencia de receptores para el péptido ( Desbuquois
et al, 1974; Guerrero et al, 1981 ). Este mismo modelo
de membranas ha sido utilizado por otros autores para
obtener receptores de insulina (Cuatrecasas, 1972;
Jacobs et al, 1977), glucagdn ( Blecher y Goldstein,
1976; Welton et al, 1977 ), y somatotropina ( Bonifacino
et al, 1981 ). El proceso de solubilizacibn de lleva a
cabo mediante el uso de detergentes no ibnicos como el

Lubrol PX, que posee una gran eficiencia y selectividad



para solubilizar proteinas de membranas, y que ha sido
utilizado con éxito en la solubilizacibn de receptores
para el glucagbn ( Giorgio et al, 1974; Levey et al,
1974 ). Sin embargo, para los receptores de insulina se
utilizan preferentemente detergentes de la serie del
Tritdén ( Cuatrecasas, 1972 ). Este Gltimo no ha dado

tan buenos resultados en el caso del glucagbn, es por
ello que considerando el VIP como un péptido relacionado
estructuramente con el glucagbén, se intenta la solubili

zacidn con Lubrol PX.

Debido a la frecuente mencién en la literatura de efectos
de inhibicién de la unidn trazador-receptor y disminu-
cién de la actividad de la adenil ciclasa producida por
los detergentes ( Giorgio et al, 1974; Guillon et al,
1978; Bonifacino et al, 1981 ), se hace necesaria la
reduccidn de la concentracidn del mismo, una vez llevado
a cabo la solubilizacibn, ya que parece demostrado que
estos efectos de inhibicién y disminucibén de actividad
desaparecen con la eliminacién del detergente de la so-
lucién proteica ( Giorgio et al, 1974; Welton et al,
1977; Guillén et al, 1978; Horikawa y Ogawara, 1979 ).
La reduccibn de la concentracibn del detergente por ul-
tracentrifugacién puede ser sequida por medicidn del
detergente marcado radioactivamente con C14 hasta nive-
les por debajo de su concentracibén micelar critica, esti

mada por Goldstein y Blecher (1976) entre 0'16 y 0'18 mM
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(aproximadamente 0'008%).

Siguiendo este proceso, en la solubilizacibn de membra-
nas plasmiticas de higado de ratas parcialmente purifi-
cadas por el método de Neville ( 1968 ), se obtuvo un

indice de recuperacibén de proteinas de aproximadamente

un 50 & ( Tabla 1 ), valores estos similares a los des-
critos para el glucagdn ( Giorgio et al, 1974 ) y soma-
totropina ( Bonifacino et al, 1981 ), que consigen recu

perar entre un 40 y un 60 % de proteina.

1
Para verificar la existencia de receptores para el pép-

tido intestinal vasocactivo, es necesario el uso de un
trazador radioactivo. EI1 125I—VIP, marcado por la téc-
nica de Laburthe et al, ( 1977 ) con algunas modificacig
nes, es el trazador utilizado. Se ha comprobado que el
VIP marcado se une a receptores de idéntico modo que el

VIP frio ( Prieto et al, 1979 ).

Se comprueba la existencia de una unibn VIP-receptor
midiendo la fraccién de 1251-vIP ligada al receptor,
para lo cual es necesario encontrar un método adecuado
de separacidn de dicha fraccibén de la fraccidbdn libre.
Uno de los métodos ensayados fue la separacibdn mediante
el uso de polietilenglicol, empleado con éxito por Cua-
trecasas ( 1972 ) y Jacobs ( 1977 ) para receptores de
insulina, el objetivo era ver si obtenfiamos una precipi-
tacién del complejo 1251-VIP-receptor, sin precipitar el

trazador libre. Efectivamente el polietilenglicol ( 5% ),
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en presencia de albGmina, apenas precipita al trazador
libre ( Fig. 10 ), sin embargo, con estas mismas condi-
ciones no se consequia precipitar el hipotético comple-

jo 125I—VIP—receptor.

Esto puede ser debido bien a que la fraccibén solubili-
zada no posea receptores especificos para el VIP, o
bien que el complejo trazador-receptor no sea precipi-
table por el polietilenglicol, debido a que este comple
jo posea un punto isoeléctrico prbéximo al del trazador

libre al pH en gque se realiza la incubaciébn.

En vista de este resultado negativo, se procedib a in-
tentar la separacién mediante carbén saturado con albfi-
mina. Al igual que en el caso anterior, mediante este
método se consiguen unos blancos muy aceptables, de he-
cho este método es el que se utiliza en el radioinmuno-
ensayo de VIP ( Bloom et al, 1973 ). Sin embargo tras
la incubacién del trazador con la fraccibén solubilizada
con bajo contenido en Lubrol PX, no se consigue identi-
ficar el complejo 125I—VIP-—receptor, ya gque los valores
obtenidos fueron muy similares a los blancos. Esto nos
plantearia nuevamente la posibilidad de que en la frac-
cidn solubilizada no existiese el receptor para VIP o
gue dicho receptor tuviese un peso molecular tan bajo
como para ser adsorbido al carbén y precipitado junto

con este de la misma forma que el trazador.
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Por Gltimo, se utilizé un método de separacibdn amplia-
mente descrito en el caso de protefnas solubilizadas,
como es la filtracidbén en gel ( Giorgio et al, 1974;
Levey et al, 1974; Welton et al, 1977; Ross, 1981 ).

En el presente trabajo se utilizé concretamente filtra-
cidn en Sepharose 6B ( equivalente a gel de agarosa al

6% ).

Entre los diversos controles realizados antes de proce-
der a la separacibdn se realizd una incubacién del tra-
zador radiocactivo con el detergente a la concentracibn
de ensayo, observandose que este no interferia con el
1251-vIP ya que no tenfa lugar la formacibén de micelas
que ha sido descrita pafa otras hormonas peptidicas

como glucagbén ( Giorgio et al, 1974 ), e insulina ( Cua-
tracasas, 1972 ). Como resultado, en los primeros en-
sayos realizados se trabajé con fracciones de solubili-
zado con alto contenido en detergente incubando la pre-
paracidn de membranas con el trazador y procediendo pos-
teriormente a la extraccibén del receptor mediante la
solubilizacibén del receptor con el detergente. Proce-
diendo de este modo no se obtuvo una unibén significati-
va, por lo que se varib ligeramente el método solubili-
zando primero las proteinas de membrana y después incu-
bando la fraccibn soluble con el detergente, obtenién-

dose sin embargo un resultado similar al anterior.
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Se pens6 entonces que el detergente interferfa con la
unibén 125I—VIP—receptor dando como resultado una unibn
inestable, con una répida disociaci6n de la unién tra-
zador-receptor, esto estaria de acuerdo con los traba-
jos de Giorgio et al, ( 1974 ), guienes han descrito la
imposibilidad de obtener una unifn estable entre el
lzsl-glucagén y su receptor solubilizado, asi como di-
ficultades en la purificacién de los mismos y en la
realizacidén de ensayos de unibn trazador-receptor, por
lo que en experiencias posteriores se redujo la concen-
tracibén del detergente hasta valores tebricos por deba-
jo de 0'001% donde, aungue manteniendo las proteinas

en solucién, no interfiriera con la unién 1251-VIP-re-
ceptor. Asi se procedif a incubar el trazador radioacti-
vo con fracciones solubilizadas con bajo contenido del
detergente obteniendose el resultado observado en la
Fig. 20, donde se puede apreciar una clara unién del
1257-vIP a las proteinas solubilizadas. Para comprobar
gque esto representase una unibn especifica, se realizb
una incubacién con una concentracibén en exceso de VIP
frio, observdndose que este desplazaba casi cOmpleta-
mente al VIP marcado ( Fig,21 ), confirmando la especi-

ficidad de la unién.

Las experiencias anteriores son de tipo cualitativo,
indispensables para verificar la existencia de una unién

entre el 1251-vip y su receptor, sin embargo hace falta
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otro método que nos permita cuantificar esta unién y que
posibilite la realizacib6bn de estudios cinéticos, este-
gquiométricos y de especificidad, para ello se ha utili-
zado el método desarrollado por Hummel y Dreyer, ( 1962)
para estudiar interacciones entre macromolé&culas. Este
método ha sido utilizado ccn éxito por Giorgio et al,
(1974); Blecher y Goldstein, (1976) para estudios con el
glucagbn. Siguiendo este método se realizaron incubacio-
nes ( 30°C ) de la fraccién solubilizada con el 1251-vIP
a diferentes tiempos ( 5, 15 y 30 min. ) y a 30 min.

en presencia de una concentracifn en exceso de VIthrio.
Los valores cuantitativos obtenidos se expresan en la
tabla 7 (Fig. 23 ) en la gue se puede observar que prac
ticamente a los 5 min. se obtiene un alto porcentaje

de unibén, aumentando ligeramente a los 15 y 30 min.

La unidn inespecifica corresponde a un 24% de la unibn
total mé&xima. Estos valores son similares a los obteni-
dos para el glucagdn ( Giorgio et al, 1974 ), donde si
bien la cinética de asociacibn es algo m8s lenta, puede
explicarse debido a 1a temperatura de incubacibn, sensi-

blemente menor en este caso.

La estimacidén del peso molecular del receptor para el
VIP se realizd por separacibn cromatogréfica en columna
de Sepharose 6B. Mediante representacién semilogaritmi-
ca de los resultados ( Fig. 24 ), encontramos un peso

molecular para el complejo 125I—VIP—receptor de aproxi-
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madamente 80.000. Esta es la primera vez que se ha cal-
culado el peso molecular del receptor para el VIP, por
lo que no podemos compararlo con datos previamente des-
critos. El relativamente bajo peso molecular de este
complejo comparado con el del glucagbn ( P.m. estimado
de 200.000 ) ( Giorgio et al, 1974 ), e insulina ( P.m.
estimado de 300.000 ) ( Cuatrecasas, 1972 ), puede ser
un claro motivo para la imposibilidad de separacibn del
complejo125I-VIP-receptor mediante los métodos empleados

del carbdén y el polietilenglicol.

En conclusién, puede afirmarse que mediante la utiliza-
cibén de un detergente no ibnico como el Lubrol PX se
consigue la solubilizacién de proteinas que ligan al
VIP. Sin embargo, la naturaleza fisiolb6gica de las pro-
tefinas ligantes obtenidas en el presente trabajo debe
ser estudiada. Si "receptor" en este contexto se defi-
ne como la molécula de la membrana plasmitica capaz de
reconocer e interaccionar con el péptido intestinal
vasocactivo de una forma especifica, entonces, las macro-
moléculas aisladas pueden ser consideradas como el ver-
dadero receptor. Por el contrario, si la definicibn de
receptor incluye también el que esta interacciénbconlle—
ve otros procesos metabdlicos como la activacibn del
sistema adenil ciclasa ( Ramirez-C&rdenas et al, 1981 ),
entonces no se puede afirmar gque estas proteinas gque 1li-

gan VIP sean un receptor biolbgicamente significativo.
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La prueba de la identidad de esta estructura con el re-
ceptor fisiol6gico depende del acoplamiento de esta

interaccién VIP-receptor con una activacién del sistema
adenil ciclasa proveniente de la misma fuente ( membra-

na plasmitica ).
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El uso de detergentes no ib6nicos del tipo del Lu-
brol PX permite la solubilizacién de las proteinas
de membrana plasmé&tica de higado de rata parcial-
mente purificadas ( Neville, 1968 ). Obteniendose

un indice de recuperacibén de aproximadamente 50%,

La utilizacibén de preparados con alto contenido en
detergente, no permite una adecuada identificacién

del complejo 125I—VIP-receptor.

Utilizando preparados con bajo contenido en deter-
gente ( valores tedricos por debajo de 0'001% ),
puede obtenerse una identificacién del complejo
125I-VIP—receptor, siempre y cuando la fraccién 1li-
gada se separe de la libre mediante filtracién en
gel ( Sepharose 6B ). El uso de polietilenglicol y

carbbén saturado con albGmina,no permitié una sepa-

racibén real entre las fracciones libre y ligada.

La unién observada es especifica ya que desaparece
al anadir al medio de incubacién una concentracibn

en exceso de VIP frio.

Utilizando el principio desarrcllado por Hummel y
Dreyer para el estudio de la interaccibn del 1257_
VIP con su receptor solubilizado, observamos clara-
mente la existencia de la unibn VIP-receptor. Este
método permite obtener datos cuantitativos de dicha

unibén.
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La unién del trazador radioactivo al receptor solu-
bilizado depende del tiempo de incubacién obtenién-
dose un elevado porcentaje de unién a los 5 min ,

y alcanzandose un miximo tras 30 min de incubacién .
La unibén inespecifica representa aproximadamente un

24 % de la unibn total m&xima.

El peso molecular estimado para el complejo 12571-

VIP~-receptor es de aproximadamente 80.000 daltons.
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Se ha caracterizado el receptor especifico para el pép-
tido intestinal vasocactivo (VIP) en membranas plasm&ti-
cas de higado de rata, sin que hasta ahora se haya abor-
dado su estudio con receptores solubilizados, el presen-
te trabajo pretende caracterizar de una forma sistemiti-

ca, la solubilizaci6tn de dichos receptores.

La solubilizacibén se realiza mediante el detergente no-
i6nico Lubrol PX, que permite una solubilizacién de pro-
teinas del 50%. Como trazador para las esperiencias de
unién se utiliza VIP marcado con 12°1, por el método de
la cloramina T. Se ensaya la separacibn de las fraccio-
nes libre y ligada mediante polietilenglicol, carbén y
filtracibn en gel (Sepharose 6B). Otro tipo de experien-
cias de unidén se llevaron a cabo segflin el principio de-
sarrollado por Hummel y Dreyer (1962) .Se calcula el pe-
so molecular del complejo 125I-vIP-receptor mediante
cromatografia de exclusibn de pesos moleculares, con di-

ferentes proteinas actuando como marcadores.

De los métodos ensayados, tanto el polietilenglicol como
el carbén, se mostraron ineficaces en la separacibn de
las fracciones libre y ligada, por el contrario, median-
te la filtracién en gel se obtuvo la identificacifn del
complejo 1251-vIP-receptor, aunque sb6lo en aguellas frac-
ciones solubilizadas a las que previamente se redujo la
concentracién del detergente, comprob&ndose la especifi-

cidad de esta unidn mediante la adicién al medio de incu-
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bacién de un exceso de VIP frio.

Segflin el principio desarrollado por Hummel y Dreyer
(1962) , se realizaron experiencias de unibn a diferentes
tiempos de incubacién, encontrandose que la unién del
trazador al receptor es proporcional al tiempo de incu-

bacibn alcanz&ndose un miximo a los 30 min (30°C).

El peso molecular estimado para el complejo 1251_vip-re-

ceptor es de 80.000 daltons.
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