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SUMMARY

After the discovery of the hypophysiotropic hypothalamic, factors
such as the luteinizing hormone releasing factor, thyrotropin
hormone, growth hormone and corticotropin, the releasing factors
for the follicle stimulating hormone and that of prolactin were
characterized. However, some studies showed that few new cells
in adenohypophysis would presumably require their hypothalamic
regulator. This opened the possibility for the existence of a new
hypophysiotropic factor. Eventually in 1998, a pituitary adenylate
cyclase activating polypeptide (PACAP) was discovered by Miyata
et al. Its name arises from the effect it exerts on pituitary cells by
increasing cyclic AMP (cAMP) levels, and consequently originating
the release of various hypophysial hormones, i.e., prolactin,
oxytocin, vasopressin and growth hormone, among others. It has
been reported that PACAP regulates important biological functions
in vertebrates, being among the most relevant its role as a
hypophysiotropic factor and neuromodulator. Furthermore,
PACAP produced vasodilation, bronchodilation, activation of
intestinal motility, increase of insulin and histamine secretion, as
well as stimulation of cell multiplication and/or differentiation.
This review paper provides the most recent information on the
diverse physiological roles that PACAP and its receptors exert on
the Central Nervous System (CNS) and on other systems. The
wide anatomical distribution of this polypeptide and that of its
receptors has drawn the interest of various research groups in
trying to elucidate the pharmacological effects and biological
functions in which PACAP participates. This peptide consists of
38 amino acids and was isolated from ovine hypothalamic extracts.
‘Two biologically active forms exist: one having 38 residues and a
truncated one of 27 residues. Both peptides are amidated in their
carboxyl terminal. It is widely distributed in SNC, Peripheral
Nervous System and in cells of various tissues and organs of
different animal species. PACAP belongs to the superfamily
secretin/growth hormone (GH)/glucagon/vasoactive intestinal
polypeptide (VIP), and from a phylogenetic point of view, it has
the most preserved sequence. PACAP shares a highly structural

homology with all the peptides belonging to this family, mainly
with porcine VIP, showing a 68% homology in its amino terminal
portion. The molecular cloning of the complementary DNA of
the PACAP-38 precursor of rat, mouse and human showed that
the amino acid sequence was 100% identical for all of them. The
PACAP sequence has been identified in different vertebrate species
and in some invertebrates such as tunicates and annelids. PACAP
from these species shows a high degree of identity with human
PACAP, the only difference lying in one- to four-amino acids.
This amino acid conservation pattern in the various animal species
shows the biologic relevance of this neuropeptide. Phylogenetic
evidence suggest that the PACAP gene originated from the
duplication of an ancestral common gene of the superfamily
secretin/ GH/ glucagon/VIP. Therefore, the general organization
of the PACAP gene holds a great similitude with that of VIP and
the rest of the members of this superfamily. In 1992 Hosoya et al.
cloned the human PACAP gene, which is located in region p11 of
chromosome 18. It is formed by 5 exons and 4 introns. Exon 1
codifies a cryptic protein; exon 2, the signal peptide; exon 3, a
spacing protein having no apparent function; exon 4 codifies the
so-called PRP peptide with no known biological function, and
exon 5 codifies PACAP-38. Several groups have cloned the PACAP
receptor and its isoforms. Receptors for PACAP belong to a family
of receptors coupled to G proteins having 7 transmembranal
domains. PACAP produces its biological effects by binding to at
least 3 types of receptors PAC-1, VPACI and VPAC2. Receptor
PAC-1 has the highest binding affinity for PACAP-38 (IKd 0.5
nM) and to alesser degree for PACAP-27 (IKd 2.0 nM). PACAP is
widely distributed in the CNS, peripheral nervous system, and
various glands and organs. Anatomical studies showing the
distribution of mRNA encoding PACAP and its receptors reported
that this neuropeptide and corresponding receptors are expressed
very early in mouse embryonic stages. Studies carried out in the
CNS of adult rat reported PACAP-38 and PACAP-27
immunoreactive (IR) cells and fibers in cerebellar cortex,
hippocampus, septum, thalamus, supraoptic and paraventricular
hypothalamic nuclei, median eminence, medulla oblongata and
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spinal cord. The highest PACAP concentration outside the CNS
lies in the testicles of rat and mouse. Other tissues and organs
presenting IR cells and fibers are the gastrointestinal tract, pancreas,
retina and some sympathetic ganglia, as well as the following
glands: hypophysis, adrenal, pineal and salivary.

PACAP fulfills the criteria for being considered a
hypophysiotropic factor, since it is present in hypothalamic neurons
projecting to the pituitary-portal system; and in the blood
circulating in this system, it interacts with specific receptors
localized in pituitary cells and regulates them. PACAP stimulates
the synthesis and release of LH and FSH in gonadotropic cells. Tt
also stimulates the somadendritic release of oxytocin and
vasopressin. In addition, our group demonstrated that PACAP
administration enhances 2 to 9 times vasopressin basal release in
hypothalamic and hypophyseal slices iz vitro. PACAP stimulates
melanotropes by increasing POMC genomic expression, and
translates its signal through cAMP and inositol phosphate
pathways. PACAP increases in a dose dependent manner =-MSH
and ACTH secretions, at 1nM concentrations. PACAP also
modulates prolactin release. In neocortical culture cells, it also
stimulates the genomic expression of proenkephalin, which is the
precursor of leu- and met-enkephalin. This polypeptide co-localizes
with various neurotransmitters and/or neuromodulators in
neurons, modulating their release or interacting as a whole to
regulate a certain function. Among the most widely studied of
these substances one may mention catecholamines, melatonin,
histamine, serotonin and nitric oxide (NO). PACAP regulates the
activity of male and female gonads. It stimulates testosterone
secretion in Leydig cells in a dose dependent manner. In Leydig
cells, PACAP activates adenylate cyclase and phospholipase C by
interacting with receptor PAC-1. PACAP stimulates estradiol and
progesterone secretions in the ovary of the rat. These studies and
the presence of PAC-1 receptor in the granulosa cells suggest that
PACAP may be an autocrine or paracrine regulator of ovarian
function. PACAP activates Ca’" channels, and as a consequence a
higher catecholamine release ensues. Similarly, aldosterone
secretion is increased; this mineralocorticoid regulates the
electrolytic balance via a paracrine mechanism which stimulates
the cells in the adrenal cortex. Likewise, it also raises cortisol
levels. These findings identify PACAP as a possible adrenal gland
neuromodulator in different animal species, and support the
hypothesis that PACAP is an important modulator participating
in functions related to the hypothalamus-hypophysis-adrenal
system. PACAP diminishes nitric oxide production in a dose-
dependent manner in PC12 cultured cells, probably by the
phosphorilation of the enzyme nitric oxide synthase, thus
suggesting a regulatory role for PACAP in the activity of this
enzyme. This peptide has been considered a neuroprotective fac-
tor, since it protects cortical cells and PC12 cells from glutamate
cytotoxic effects. During development, PACAP acts as a
neurotrophic factor, while in adult brain it acts rather as a
neuroprotective agent.

From what has been previously mentioned, PACAP regulates
various relevant biological functions in vertebrates. Still, there
are many things waiting to be elucidated with regard to this
polypeptide. In this review paper we tried to include the most
recent information on the participation of this peptide in diverse
physiological actions.

Key words: PACAP, VIP/GH/Glucagon/Secretin superfamily,
hypophysiotropic factors, neuroendocrinology.
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RESUMEN

Después del descubrimiento de los factores hipotalamicos
hipofisiotréficos, como el factor liberador de la hormona
luteinizante, de la tirotrofica, de la hormona del crecimiento y de
la corticotrofina, se caracterizaron los factores liberadores de la
hormona foliculo estimulante y de la hormona prolactina. Sin
embargo, algunos estudios mostraron que habia células no descri-
tas, que supuestamente requerian un factor hipotalamico. Lo an-
terior llevé a pensar en la existencia de un nuevo factor
hipofisiotrofico, lo que a su vez condujo al descubrimiento del
polipéptido activador de la adenilato ciclasa de la pituitaria
(PACAP) por Miyata y colaboradores en 1998. Su nombre pro-
viene del efecto que ejerce sobre las células de la pituitaria, ya que
incrementa los niveles de AMP ciclico (AMPc) y causa la libera-
cién de diferentes hormonas hipofisiarias. Como este péptido
tiene una amplia distribucion anatémica y participa en diversas
funciones cerebrales, se desperto el interés de varios grupos de
investigacion por estudiar los efectos farmacologicos y las funcio-
nes biologicas en las que el PACAP participa. En esta revision se
presenta la informacion mas reciente de las multiples acciones
fisiologicas que tiene el PACAP y sus receptores en el Sistema
Nervioso Central (SNC) y en otros sistemas.

E1 PACAP es un péptido de 38 aminoacidos, aislado de extrac-
tos de hipotalamo de oveja. El PACAP es miembro de la
superfamilia secretina/hormona de crecimiento/ glucagon/péptido
intestinal vaso activo, y su secuencia es la mas conservada
filogenéticamente. Existen dos formas biologicamente activas del
PACAP: una de 38 aminoacidos y otra truncada de 27; los dos
péptidos estan amidados en su extremo carboxilo terminal. El
PACAP comparte una gran homologia estructural con todos los
péptidos pertenecientes a esta familia, principalmente con el
péptido intestinal vasoactivo (VIP) de porcino, con el que mues-
tra 68% de homologia en su porcién aminoterminal 1-28. La
clonacién molecular del ADN complementario (cDNA) del pre-
cursor del PACAP-38 de rata, raton, bovino y humano, mostro
que la secuencia de aminoacidos es 100%0 idéntica entre ellos. La
secuencia del PACAP se identificé en diferentes especies de
vertebrados y de algunos invertebrados, como los tunicados, y en
anélidos. E1 PACAP de estas especies muestra un alto grado de
identidad con el PACAP del humano con una diferencia de uno a
cuatro aminoacidos. Este patron de conservacion en la secuencia
de aminoacidos en las diferentes especies animales muestra la
importancia biolbgica de este neuropéptido. Entre las funciones
mas relevantes del PACAP estan las de ser un factor hipofisiotrofico
y un neuromodulador. Los receptores para el PACAP pertenecen
ala familia de los receptores acoplados a proteinas Gs que tienen
siete asas transmembranales. E1 PACAP produce sus efectos bio-
logicos al unirse con al menos tres tipos de receptores: los PAC-1,
VPAC1 y VPAC2. El receptor PAC-1 tiene mas afinidad de union
con el PACAP-38 (Kd=0.5 nM) y el PACAP-27 (Kd=2.0 nM).
Los estudios de la distribucién anatémica de los mRNA que codi-
fican para el PACAP y sus receptores demuestran que se expresan
desde las primeras etapas embrionarias en el raton. E1 PACAP se
distribuye ampliamente en el Sistema Nervioso Central, en el
Sistema Nervioso Periférico y en las génadas. En el SNC de la rata
adulta se encontraron células y fibras inmunorreactivas a PACAP-
38 y PACAP-27, distribuidas en la corteza cerebelar, hipocampo,
septum, talamo, nucleos supradptico y paraventricular del
hipotalamo, eminencia media, tallo cerebral y médula espinal. En
testiculos de rata y raton se encontrd una alta concentracion de
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PACAP. Otros tejidos y 6rganos con células y fibras positivas a
PACAP son las glandulas hipofisis, adrenales, pineal y salivales,
asi como el tracto gastrointestinal, el pancreas, la retina, y algunos
ganglios simpaticos. EIPACAP cumple con los criterios para con-
siderarlo un factor hipofisiotréfico, ya que esta presente en
neuronas hipotalamicas que proyectan al sistema portahipofisiario.
Asimismo, en la sangre portahipofisiaria interactia con receptores
especificos localizados en las células de la hipofisis y los regula.

Palabras clave: PACAP-38, superfamilia VIP/GH/Secretina/

Glucagon, factores hipofisiotroficos, neuroendocrinologia.

INTRODUCCION

Después del descubrimiento de los factores
hipotalamicos hipofisiotroficos como el factor libera-
dor de la hormona tirotréfica (TRH) (12), luteinizante
(LHRH) (80), de la hormona del crecimiento (GHRH)
(41) y de la corticotrofina (CRH) (141), se caracteriza-
ron otros factores liberadores, como el factor de la
hormona foliculo estimulante (FSHRH) (79) y el de 1a
hormona prolactina (PRL) (56, 93, 138). Sin embargo,
algunos estudios mostraron que en la adenohipofisis
habia otros tipos celulares que no se estimulaban con
los factores ya conocidos. Lo anterior llevo a pensar
que habia algin otro factor hipofisiotrofico. El grupo
de Miyata (83) aislo de extractos crudos de hipotalamo
de oveja un nuevo péptido de 38 aminoacidos, al que
llam¢6 polipéptido activador de la adenilato ciclasa de
la pituitaria (PACAP). Se le dio este nombre por su
capacidad para incrementar los niveles de monofosfato
de adenosina ciclico (AMPc) y causar la liberacion de
diferentes hormonas hipofisiarias, como la prolactina,
la hormona del crecimiento, la adrenocorticotrofica y
la luteinizante, en experimentos de cultivos celulares
de pituitaria de rata. La capacidad del PACAP para
estimular el AMPc fue 1000 veces mas potente que el
péptido intestinal vasoactivo (VIP) (5, 7, 83, 84). El
PACAP tiene una distribucion anatémica amplia en el
Sistema Nervioso Central (SNC) y se sintetiza en dife-
rentes nucleos cerebrales, principalmente en el ntcleo
supraéptico y paraventricular del hipotalamo. Las
neuronas que contienen PACAP mandan sus termina-
les por la eminencia media y terminan en la vecindad
de los capilates del sistema portahipofisiario. También
se sintetiza en células de varios tejidos y 6rganos. Se
conocen tres grupos de receptores a los que se une el
PACAP, los cuales tienen una distribucion amplia en el
cerebro. Se ha reportado que el PACAP regula impor-
tantes funciones biologicas en los vertebrados. Entre
las funciones mas relevantes del PACAP estan las de
ser un factor hipofisiotrofico, es decir, una molécula
que promueve la liberacion de hormonas hipofisiarias,
y un neuromodulador. Ademas produce
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vasodilatacion, broncodilatacion y activacion de la
motilidad intestinal; incrementa la secrecion de msulina
e histamina, y estimula la multiplicacién y diferencia-
ci6n celular. En esta revision se presenta la informa-
c16n mas reciente sobre las funciones del PACAP y sus
receptores en el Sistema Nervioso Central y en otros
ststemas. La amplia distribucion anatomica de este
neuropéptido y de sus receptores ha despertado el in-
terés de diferentes grupos de investigacion por estu-
diar los efectos farmacologicos y las funciones biolo-
gicas en las que participa.

Estructura del PACAP

El PACAP es miembro de la superfamilia compuesta
por la secretina, 1a hormona del crecimiento (GH), el
glucagon y el péptido mntestinal vasoactivo, ya que en-
tre ellos comparten los primeros 27 aminoacidos de la
region aminoterminal. E1 PACAP es el mas conserva-
do filogenéticamente. Guarda una gran homologia
estructural con todos los péptidos pertenecientes a esta
familia, principalmente con el VIP de porcino, con el
que tiene 68% de homologia en su porcion
aminoterminal 1-28 (7). Existen dos formas
biolégicamente activas del PACAP: una de 38
aminoacidos y otra de 27. Los dos péptidos estin
amidados en su extremo carboxilo terminal. Las se-
cuencias de aminodcidos del PACAP-38 y el PACAP-
27 son, respectivamente: H-S-D-G-I-F-T-D-S-Y-S-
R-Y-R-K-Q-M-A-V-K-K-Y-L-A-A-V-L-G-K-R-Y-
K-Q-R-V-K-N-K-NH2 y H-S-D-G-I-F-T-D-S-Y-
S-R-Y-R-K-Q-M-A-V-K-K-Y-L-A-A-V-L-NH2.
La secuencia peptidica del PACAP se identifico en di-
terentes especies de vertebrados, como el humano (54,
55, 102), el borrego (64, 83, 84), 1a rata (100), el ratén
(104), el pollo (82), parcialmente en lagartijas (110),
ranas (22), peces (1, 60) y en algunos invertebrados
como los tunicados y mas recientemente en anélidos
(113, 132). En la mayoria de estas especies existe un
alto grado de identidad con el PACAP del humano,
solo difieren por entre uno a cuatro aminoacidos. La
estructura tridimensional del PACAP es similar a la de
los péptidos de la superfamilia secretina/GH/
glucagon/VIP, en particular a la del VIP (56, 57).
Ambos tienen dos O-hélices separadas por una region
no helicoidal. Sin embargo, en el caso del PACAP-27,
la primera O-hélice tiene dos aminodcidos diferentes
hacia la region C-terminal, y la conformacion de la
segunda O-hélice esta mas plegada que la del VIP. Esta
diferencia conformacional entre el VIP y el PACAP-
27 contribuye a la especificidad para sus receptores
(56, 57). El patron de conservacion en la secuencia de
aminoacidos del PACAP en los diferentes animales de
la escala filogenética muestra la importancia bioldgica
de este neuropéptido (87, 144).
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Fig. 1. Comparacion esquematica del gen del PACAP-38 con los genes de la superfamilia secretina/GH/glucagon/VIP
(todos los genes son de humano, excepto el de secretina, que es de rata). Los exones se muestran en cajas y los intrones
en lineas. SP, péptido sefial; VIP, péptido intestinal vasoactivo; PMH, péptido histidina metionina; PHI, péptido histidina
isoleucina; Gluc, glucagon; GLP1; péptido parecido a glucagon 2; GRF, factor liberador de la hormona de crecimiento;
GIP polipéptido insulinotréfico glucosa-dependiente; SECR, secretina (modificado de Sherwood y cols., 2000).

Clonacion y precursor del PACAP
El grupo de Hosoya (54) cloné el gen del PACAP del
humano que se encuentra en la region P11 del
cromosoma 18, el cual esta formado de cinco exones
y cuatro intrones. El exén 1 codifica una proteina
criptica; el exén 2, el péptido sefial; el exén 3, una pro-
teina espactadora sin funcion aparente; el exéon 4 codi-
fica un péptido denominado PRP, del que no se sabe
todavia su funcién biolégica, y el exén 5 codifica el
PACAP-38. La region promotora del gen posee
aproximadamente 400 pares de bases (102). En este
gen se encuentran dos sitios CREB (eAMP-response-
element), donde se une el AMPc para regular la veloci-
dad de transcripcion. Los trabajos de Suzuki y cola-
boradores(134) y de Hasimoto y colaboradores(49),
muestran que el PACAP se sintetiza constitutivamente
y que la transcripcion del gen del PACAP se incrementa
por la accion del AMPc, por el 12-O-tetradecanoil-
forbol-13-acetato y por el PACAP mismo. Debido a
las evidencias filogenéticas, se sugiere que el gen del
PACAP se origin6 de la duplicacién de un gen ances-
tral comun de la superfamilia secretina/ GH/glucagon/
VIP (19). Por esto, la organizacion general del gen del
PACAP tiene gran similitud con la del VIP y con los
demas miembros de esta superfamilia (144) (figura 1).
La clonacion molecular del cDNA del precursor del
PACAP-38, el prepro-PACAP de la rata, el ratén, de
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bovino y humano, mostré que los aminoacidos dedu-
cidos son 100% 1dénticos entre ellos, el cDNA codifi-
ca para un precursor de 176 aminoacidos; en éste, se
encuentra una secuencia de 24 aminoacidos que co-
rresponden al péptido sefial en la region N-terminal y
el PACAP-38 en el extremo C-terminal (54, 64, 100,
101, 104, 105).

Procesamiento del prepro-PACAP

El precursor del PACAP en estas tres especies contie-
ne sélo una secuencia que codifica para el PACAP-38.
Este precursor tiene siete sitios con aminoacidos basi-
cos para el rompimiento enzimatico, donde actan las
enzimas convertasas de prohormonas PC1, PC2, PCA4,
PC5, PC7 y PACE4 (9, 74, 75, 123), que originan al
PACAP-38 y al PACAP-27, en mayor o menor canti-
dad, dependiendo del tejido donde se sinteticen. Por
ejemplo, en el hipotalamo de la rata, abundan las
enzimas PC1 y PC2. Los experimentos de
cotransfeccion en células GH4C1 confirmaron que las
dos enzimas procesan el precursor y generan con ma-
yor abundancia el PACAP-38 (80ng) que el PACAP-
27 (76). En el testiculo, donde el PACAP-27 es abun-
dante, la enzima PC4 procesa el precursor y genera
ambos péptidos (75). Los dos péptidos son poste-
riormente amidados en su extremo carboxilo termi-
nal. El residuo de Gly'” es el sitio de reconocimiento
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CUADRO 1
Receptores VIP/PACAP

Receptor Isoformas Distribucion anatémica Funciones Agonistas Antagonistas
PAC1-R PAC1-R-s Corteza cerebral, Incrementa la Maxalidan M65 (derivado de
PAC1-R-vs hipocampo, tdlamo, actividad del la Maxalidan)
PAC1-R-hopl cerebelo, retina, adenilato ciclasa, PACAP 6-38
PAC1-R-hop2 ndcleo supraquiasmatico, incremento de la
PAC1-R-hiphopl nucleos paraventricular entrada de Ca++,
PAC1-R-hiphop2 y supradéptico modulacién de la
PAC1-R-hip hipotalamicos, neurotransmision,
PAC1-R-TM4 hipotalamo lateral, inmunomodulacion
fibras en la hip&fisis
posterior, génadas
VPAC1-R No identificadas Corteza cerebral, Regulacién de [Lys®®, Arg™®, [Ac-His?,
hipocampo, bulbo ciclos circadiano; Leu?] VIP(1-7) D-Phe?,
olfatorio, glandula reaccion al dafio GRF(8-27)-NH, Lys'®, Arg*f]
pineal, cerebelo nervioso, neurotrans- VIP(3-7)
mision del dolor, GRF (8-27)-NH,
inmunomodulacion
VPAC2-R No identificadas Hipocampo, bulbo Regulacion de R0251553; PG9946
olfatorio, talamo, ciclos circadianos; R0251392

nlcleo, amigdala,
giro dentado
supraquiasmatico,
ndcleo, médula
espinal, ganglios

de laraiz dorsal,
pancreas, musculo
esquelético, riflones,
tejido adiposo,
testiculo y estbmago

reaccion al dafio
nervioso, neuromuno-
modulaciény
neurotransmision

del dolor

(Cuadro modificado de Shioda y Waschek, 2002.)

de la enzima monooxigenasa O-amidante del sustrato
peptidil glicina (PAM), que sustituye a la glicina por un
grupo amida y queda unido a la Lys'*® del extremo
carboxilo terminal del PACAP-38. Finalmente, con el
mismo mecanismo se corta el tripéptido Gly'**-Lys'*-
Arg'® para obtener la forma amida del PACAP-27
(27, 104).

Receptores

Diferentes grupos de investigacion clonaron los re-
ceptores para el PACAP y sus 1soformas (50, 51, 55,
90, 109) (cuadro 1). Los receptores para el PACAP
pertenecen a la familia de los receptores acoplados a
proteinas  Gs, que tienen siete dominios
transmembranales (figura 2). Se conocen el PAC-1, el
VPACL1 y el VPAC2. El receptor PAC-1 tiene mayor
afinidad de union para el PACAP-38 (Kd 0.5 nM) que
para el PACAP-27 (Kd 2.0 nM) (8, 17).

Existen diez 1soformas del receptor PAC-1. Seis de
estos receptores difieren por la ausencia o presencia
de dos secuencias consenso (cassette), nombradas “hip”
y “hop”, que se insertan al final de la tercera asa
mntracelular del receptor (Spengler y cols., 1993). Las
varantes se nombran PAC1-R-s (receptor sin cassette,
forma corta), PAC1-R-hip, PAC1-R-hop1, PACI1-R-
hop2, PAC1-R-hiphop1, PAC1-R-hiphop2 (cuadro 1).
Tanto la forma corta como las vartantes hop activan
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potencialmente la adenilato ciclasa (AC) y la fosfolipasa
C (PLC) en células transfectadas; la variante hip no
activa la PLC (figura 2). Una caracteristica importante
del receptor PAC-1 y de sus 1soformas es que no unen
al VIP (8, 17). Los otros dos receptores para el PACAP
también estan acoplados a proteinas Gs y son el VPAC1
y el VPAC2. Estos receptores tienen una afinidad
aproximadamente igual para el PACAP y para el VIP
(1 nM) y no se han descrito isoformas para estos
receptores (8, 17).

Distribucion anatémica del PACAP

El PACAP se distribuye ampliamente en el Sistema
Nervioso y en algunas glandulas y 6rganos. La distri-
bucién anatomica de los mRNA que codifican el
PACAP-38 y los receptores se expresa desde los nue-
ve dias de la etapa embrionaria del raton y se incrementa
en numero después de los primeros dias postnatales
(126, 129). En los estudios realizados en el SNC de la
rata adulta se encontraron neuronas inmunorreactivas
(NIR) y fibras inmunorreactivas (FIR) a PACAP-38 y
PACAP-27, con una distribucion amplia en la corteza
cerebelar, hipocampo, septum, talamo, hipotalamo,
eminencia media, tallo cerebral y médula espinal (6,
10, 11, 72, 85, 80). Existe una alta concentracion de
PACAP en los nucleos hipotalamicos supradptico
(SON) y paraventricular (PVN), en el nticleo habenular,
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Fig. 2. Esquema del receptor PAC-1 con sus diez isoformas. Este receptor pertenece a la familia de los receptores con siete
dominios transmembranales acoplados a proteinas Gs. Se indica el sitio en donde difieren los aminoacidos que dan lugar
a las diferentes isoformas del PAC-1 (modificado de Shioda y Waschek, 2002).

en el tallo cerebral, especialmente en el nicleo pontino,
en el parabraquial lateral y en el complejo vagal (144),
asi como en los nucleos olfatorios, en células de Purkinje
del cerebelo, en los cuerpos celulares de las neuronas
columnares intermediolaterales de la médula espinal,
en los nucleos vestibular y coclear, en el complejo
amigdaloide, nucleo talamico paraventricular, en el
pretectum, parabraquial, trigeminal sensorial y tracto
solitario (144). El radioinmunoensayo (RIA) de extrac-
tos crudos de cerebro de rata, mostr6 que las concen-
traciones mas altas de PACAP-38 se encuentran en los
nucleos supradptico y paraventricular del hipotalamo
y en la eminencia media en el rango de 120-130 pmol/
g v del PACAP 27 de 12-15 pmol/g (6, 34). En el
hipotdlamo del humano, el contenido de PACAP 38
fue de solo 7-9 pmol/g (135). La mayor concentra-
ci6n de PACAP, fuera del SNC, esta en el testiculo de
la rata y el raton (406, 52). Otros tejidos y 6rganos que
presentan células y fibras IR (NIR Y FIR)a PACAP
son el tracto gastrointestinal, el pancreas, la retina, al-
gunos ganglios simpaticos y en las glandulas: hipofisis
anterior y posterior, adrenales, pineal y salivales (47,
80, 124).
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El PACAP como factor hipofisiotrofico

El grupo de Miyata (83) aislo el PACAP del hipotalamo
de oveja y probd su efecto en cultivos de células de la
hipofisis. Hstos experimentos mostraron que dosis
minimas de PACAP (10'°M y 10°M) incrementaban
la liberacion de la hormona del crecimiento, de la
prolactina, de la corticotropina y de la hormona
lutetnizante, lo que confirmé que este nuevo péptido
cumple con los criterios para ser un factor
hipofisiotrofico. Estos son: a) debe estar presente en
neuronas hipotalamicas que proyectan al sistema por-
ta-hipofisiario, b) debe estar presente en la sangre por-
ta-hipofisiaria, ¢) debe ser capaz de interactuar con re-
ceptores especificos localizados en las células de la
hipofisis, y d) debe tener la capacidad de regular la
funcién de las células de la hipofisis anterior (112).
Existe inmunorreactividad al PACAP en neuronas
hipotalamicas del humano, la oveja, el pollo, la rata, la
rana y algunos peces. En el humano y la rata, las areas
con mayor IR son los nucleos hipotalamicos,
paraventricular, supradptico, nicleo arcuato y area
predptica; estos nucleos proyectan sus axones hacia la
eminencia media (45, 144). También se encontraron
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FIR para el PACAP en la eminencia media y a lo largo
de los capilares del sistema portahipofisiario, asi como
presencia de PACAP en la sangre portal de diferentes
vertebrados (25, 70, 112). Los estudios de hibridacion
in situ del mRNA que codifica al PACAP revelan que
no se sintetiza en la hipofisis anterior. La IR encontra-
da en esta glandula parece ser mas bien el resultado del
transporte por via axonal desde las neuronas
hipotalamicas, asi como de la sangre misma del siste-
ma portal. En cambio, el receptor PAC-1 se sintetiza
con abundancia en la hipéfisis anterior y posterior (cua-
dro 1) (38, 59).

E] PACAP y Ia prolactina

La prolactina estimula la secrecion de leche y el creci-
miento de las glandulas mamarias. Coleman y Bancroft
(24) reportaron que el PACAP-38 estimula la expre-
sion del gen de la PRL en la linea celular GH2 de la
hipoéfisis anterior de 1a rata; esta activacion del gen de
la PRL esta mediado por la activacién de proteinas
cinasas, dependiente de AMPc. Los estudios recientes
sugieren que las GTPasas Rap1 y Ras intervienen tam-
bién en la expresion del gen de la PRL, asi como en la
cascada de sefializacion de las proteinas MAPcinasas
que actian en el nivel del promotor del gen de la PRL
(117). Exaste una controversia sobre el efecto que tiene
el PACAP sobre la liberacion de prolactina, pues pare-
ce depender del modelo experimental que se use, ya
que algunos investigadores reportan la accion liberadora
que tiene sobre esta hormona, mientras que otros se
refieren a la inhibicion de la liberacion de prolactina.
Miyata y colaboradores (83) reportaron la liberacion
de PRL en cultivos celulares de hipéfisis. Tohet y cola-
boradores (139) demostraron que la inyeccion
mntracerebroventricular (1.c.v.) del antagonista (PACAPG-
38) inhibid la liberacion de PRL estimulada por la suc-
ci6n del pezon en ratas lactantes. Estos resultados su-
gieren que el PACAP endbgeno puede actuar como
un neuromodulador dentro del hipotilamo y que par-
ticipa en la secrecion de PRL en ratas lactantes. Sin
embargo, la administracion del PACAP-38 sintético
(0.1-10 nM) inhibe la liberacién de PRL de manera
dosis dependiente. La inyeccion 1.c.v. de PACAP (10
nmol) incrementa los metabolitos de la dopamina y el
acido 3-4-Dihidroxifenilacético (DOPAC) en el
hipotilamo medial basal de ovejas, e inhibe 1a libera-
cion de PRL (2, 3). En ovejas ovariectomizadas, la
infusion de PACAP (0.1 nmol) en el nuicleo arcuato del
hipotalamo reduce la concentracion plasmatica de PRL
(2). Hasta la fecha, las evidencias son ambiguas y no es
claro el mecanismo de accidén del PACAP sobre la li-
beracion de PRL. Para explicar el papel del PACAP en
la inhibicion o esttmulacion de la liberacion de PRI, se
propone que el primero puede incrementar la secre-
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ci6n de factores paracrinos que participan en la libera-
ci6n de PRL como el VIP, la vasopresina y la
interleucina IL-6 (92, 139). Se sabe también que el
PACAP inhibe la enzima piroglutamil peptidasa IT; esta
enzima inactiva la TRH (hormona liberadora de
tirotropina), que también promueve la liberacion de
PRL (142).

El PACAP y Ias gonadotrofinas LH y FSH

Las hormonas LH y FSH participan en la maduracion
del foliculo ovarico y de los espermatozoides, asi como
en la secrecion de hormonas esteroides. El PACAP
actua en las células gonadotroficas estimulando la sin-
tesis y liberacion de LH y FSH. La exposicion conti-
nua de PACAP a concentraciones fisiologicas, aplica-
do a cultivo de células hipofisiarias de rata, promueve
la liberacion de LH y FSH (77, 83). El receptor PAC-
1 se expresa en el nucleo arcuato del hipotilamo de
rata (150). Utilizando técnicas de inmunofluorescencia
indirecta de doble marcaje, se encontrd que el PACAP
se colocaliza parcialmente en las células gonadotroficas
que sintetizan LH y FSH, lo que permite suponer que
existe una regulacion paracrina o autocrina de las fun-
ciones del 16bulo anterior hipofisiario (69, 108). El
PACAP eleva la expresion génica de las subunidades
alfa y beta de FSH y LH y actda directamente en
gonadotropos; esta accion estimuladora es mediada
por las proteinas cinasa C y cinasa A (PKC y PKA)
(43,44).

El PACAP, Ia vasopresina y la oxitocina

Las células magnocelulares neuroendocrinas (MNCs)
del SON y del PVN producen vasopresina (VP) y
oxitocina, y las liberan al sistema portahipofisiario, asi
como intranuclearmente, en respuesta a la deshidrata-
ci6n y a otros estimulos. Estas hormonas actiian sobre
el riién y otros blancos para regular el equilibrio
hidroelectrolitico, la lactancia y la funcién
cardiovascular. La oxitocina actia estimulando la con-
tractilidad uterina durante el parto y facilita la salida de
la leche como respuesta a la succion. La vasopresina
tiene una accion antidiurética, favoreciendo la
reabsorcion de agua y electrolitos a través de las
nefronas. La liberacién esta regulada por la actividad
eléctrica de las neuronas magnocelulares del SON y el
PVN hipotalamicos, y estan bajo el control de una
gran variedad de neurotransmisores y neuromodula-
dores; entre ellos, el PACAP.

El PACAP estimula la liberacion somatodendritica
de la oxitocina y de la vasopresina (23, 35, 56, 59, 83).
Recientemente se demostré que el receptor PAC-1 es
el principal responsable del incremento en las concen-
traciones de Ca’" intracelular en la region
somatodendritica de las neuronas del SON y que pro-

61



duce la secrecion de vasopresina y oxitocina (56, 59).
Bl grupo de Nomura (96) observé que aumenta la
expresion de los genes c-Fos en el PVN y en el SON
después de 30min de la administracion 1.c.v. de PACAP
en una relaciéon dosis dependiente. También se
increment6 significativamente el RNA heteronuclear
de vasopresina en los mismos nucleos 30min después
de la inyeccion i.c.v. de PACAP (200 pmol/rata), lo
que sugiere que éste activa las neuronas de dichos nu-
cleos al unirse a sus receptores y que activa paralela-
mente la transcripcion de los genes para vasopresina
96).

En una colaboracién entre el grupo de la doctora
Curras-Collazo y nuestro grupo, estudiamos el efecto
del PACAP sobre la liberacion de vasopresina,
glutamato y aspartato en explantes de SON. Reporta-
mos que la aplicaciéon de PACAP (de 0.1 pM a 1.0
uM) incrementa la liberacion de vasopresina de dos a
nueve veces sobre la liberacion basal, cuantificado
mediante analisis de ELISA (engyme-linked immunosorbent
assay) (35). También demostramos que la
inmunorreactividad (IR) al neuropéptido PACAP y al
receptor PAC-1 se incrementa en neuronas y fibras del
PVN y del SON en ratas deshidratadas, lo que sugiere
que el péptido y su receptor participan en la homeostasis
hidrica (73). Por otro lado, el efecto del PACAP en la
liberaci6n de VP del compartimiento somatodendritico
parece depender de VP via autorreceptores, lo que
permite una regulacion fina de la liberacion, sobre todo
en situaciones de una prolongada activacion, como la
deshidratacion (30).

El PACAP y Ia proopiomelanocortina

El grupo de Kimura (65) demostré que existe
inmunorreactividad a PACAP y al receptor PAC-1 en
células del I6bulo ntermedio y fibras en el l6bulo neural
de Ia hipofisis por medio de microscopia electronica
(65, 136). En el lobulo intermedio de la hipofisis se
encuentran los melanotropos, que sintetizan la
proopiomelanocortina (POMC), precursor de la
ACTH, a-MSH vy de laf3-endorfina. EIl PACAP actia
en los melanotropos aumentando la expresion génica
de la POMC (4, 13, 14, 61, 66, 114) y traduce su sefial
a través de las vias del AMPc y fostato de inositol
(136). Los experimentos realizados en cultivos de cé-
lulas hipofisiarias mostraron que el PACAP estimula
de manera dosis-dependiente la secrecion de a-MSH
y ACTH, con concentraciones de 1InM (ECsg) (66). El
PACAP-27 y el PACAP-38 se unen a sus receptores en
los corticotropos de la hipofisis anterior y estimulan la
liberactén de ACTH (97). No se sabe si el PACAP
ejerce alguna funcién liberadora sobre la B-endorfina,
que es un péptido opioide y otros péptidos derivados
de la POMC. ElI PACAP estimula también la expre-
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si6n génica de la proencefalina, el precursor de la Leu-
y Met-encefalina, en cultivos de células neocorticales
(61). Sin embargo, no se ha estudiado el efecto del
PACAP sobre la liberaciéon de los péptidos opioides.

EIPACAP y otros neurotransmisores y neuromo-
duladores

EI PACAP se colocaliza con diferentes neurotransmiso-
tes y/o neuromoduladores, modulando su liberacion
o interactuando en conjunto para regular alguna fun-
c16n. Entre los mas estudiados estan las catecolaminas,
la melatonina, la histamina, la serotonina y el 6xido
nitrico.

Catecolaminas y corticoesterordes

El PACAP modula las funciones del eje hipotalamo-
hipofisis-adrenal (HPA) y esta presente en las glandulas
suprarrenales de los mamiferos, principalmente en la
médula (6, 34). También el PAC-1 se encontrd en las
células cromafines de la médula suprarrenal de la rata
y la rana mediante técnicas de inmunohistoquimica e
hibridacién 2z situ (85, 152). Lamouche y colaborado-
res (71) analizaron ‘x wivo las concentraciones de
epinefrina y norepinefrina plasmatica en perros, a los
que se les administré6 PACAP 27 (50 ng), y encontra-
ron un incremento en la secrecion de estas catecolaminas
mediante HPLC (71, 151). Otros grupos reportaron
un incremento en los niveles de catecolaminas en culti-
vos de células cromafines (42) o en la solucion de
incubacion (perfusados) de glandulas suprarrenales
completas de bovino (98, 137), cerdo (58) y rata (31,
32, 147, 148). Uno de los mecanismos propuestos es
que el PACAP activa los canales de Ca®" tipo L, se
incrementa la entrada de Ca*" y como consecuencia
existe una mayor liberacién de catecolaminas (31, 32,
33). También incrementa la secrecion de la aldosterona,
el mineralocorticoide que regula el balance electrolitico;
las evidencias muestran que mediante un mecanismo
paracrino estimula las células de la corteza suprarrenal
(81, 95, 111, 152). El PACAP aumenta los niveles de
cortisol (20, 63). El cortisol, una de las principales hor-
monas que se liberan en situaciones de estrés, eleva la
frecuencia cardiaca, la presion arterial y el flujo sangui-
neo, y moviliza los carbohidratos para mejorar el tono
cardiovascular (133). Cuando se agrega PACAP 27 (1-
10 pmol/kg) a la dieta de perros experimentales, se
mncrementan los niveles de cortisol plasmatico (63).
También se observé un incremento de la secrecion de
cortisol en las glandulas suprarrenales aisladas de cer-
do (63). Estos hallazgos identifican al PACAP como
un posible neuromodulador de las glandulas
suprarrenales de diferentes especies animales y apoyan
la hipdtesis de que es un importante modulador de las
funciones del eje hipotalamo-hipofisis-adrenal.
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Melatonina

Por medio de los experimentos de degeneracion ner-
viosa se demostr6 que la glandula pineal estd inervada
por fibras que se originan del ganglio trigémino y que
contienen PACAP, lo que permitié suponer que este
péptido regula la sintesis y/o secrecion de la melatonina
(78). Stmonneaux y colaboradores (131) y otros gru-
pos, reportaron recientemente que en los cultivos de
pinealocitos de rata y de pollo perfundidos con PACAP
(1-100 nM) se estimula la secrecion de melatonina (94,
121). También se reportd que la perfusion de cultivos
de pinealocitos de rata y de pollo con PACAP pro-
mueve un incremento en la actividad de dos enzimas
necesarias en la via biosintética de la melatonina, la
serotonina-N-acetiltransferasa (153) y la hidroxiindol-
O-metiltransferasa (115). Estos datos sugieren que el
PACAP participa en la regulacion de la produccion
ritmica de la melatonina.

Histamina

Cuando se cultivan mastocitos de peritoneo de rata en
presencia de PACAP (1-10 nM), se estimula la secre-
ci6n de histamina (88, 119, 120). EI PACAP se localiza
en algunas de las neuronas de la dermis del humano.
Cuando se inyecta intradérmicamente PACAP 38 (3-
10 uM) en muestras de piel intacta, aumenta la libera-
c16n de histamina medida mediante microdialisis, lo
que sugtere que el PACAP puede intervenir en la regu-
lacién de los procesos mnflamatorios (99).

Serotonina

Seebeck y colaboradores (122) reportaron que el
PACAP 27 (2 uM) estimula moderadamente la secre-
cion de serotonina en los cultivos de mastocitos de
peritoneo de rata; el fragmento PACAP 6-27 lo hace
con mas potencia. El grupo de Fujimiya (29, 30), al
administrar zz zizo PACAP en el duodeno de rata, ob-
servo una reduccion de la liberacion de serotonina en
el lumen y no afecta la liberacion vascular; lo anterior
sugiere que el PACAP tiene una accién directa en las
células enterocromafines del lumen doudenal. Tam-
bién observaron que, al aplicar el nhibidor de la oxi-
do nitrico sintetasa (NG-nitro-L-arginina), se
antagonizo el efecto inhibitorio del PACAP, lo que su-
giere que el 6xido nitrico es necesario para que el
PACAP ejerza su accion inhibitoria sobre la liberacion
de serotonina de las células enterocromafines del lumen
mntestinal (29, 30).

Oxido nitrico

El PACAP se encuentra en neuronas que producen
6xido nitrico (NO) de diferentes nucleos cerebrales;
por ejemplo, en los nucleos supradptico (SON) y
paraventricular (PVN) del hipotilamo (103, 140). El
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PACAP y el NO parecen modular las funciones
osmorregulatorias de las neuronas magnocelulares del
SON y PVN. Como se mencion6 anteriormente, nues-
tro grupo observé un aumento en la
inmunorreactividad al PACAP, al receptor PAC-1 y a
la enzima sintetasa del 6xido nitrico enlos nicleos SON
y PVN en ratas sometidas a deshidratacion. Lo ante-
rior sugiere la participacion del PACAP y del 6xido
nitrico en el mantenimiento de la homeostasis hidrica
(73, 91). En el musculo liso del intestino proximal del
pez Gadus morhua, el PACAP mbhibe las contracciones
espontaneas, al igual que el 6xido nitrico y el
nitroprusiato de sodio. Sin embargo, no se encontrd
alguna interaccion entre el PACAP y el NO, lo que
sugiere que actian usando distintas vias de sefializacion
para controlar la motilidad intestinal de este pez (100).
En cultivos celulares, el PACAP 38 y el 27 (10’7 M/
30min) disminuyen la produccion de NO de manera
dosis-dependiente en los cultivos de células PC12, pro-
bablemente por la fosforilacion de la enzima d6xido
nitrico sintetasa neuronal (nNOS), por las PKC que se
activan en la cascada de sefializacion del AMPc. Los
autores sugieren un papel regulador del PACAP en la
actividad de la nNOS a través del receptor PAC-1 en
las células PC12 (107).

La activacion de la 6xido nitrico sintetasa inducible
(INOS) por citocinas inflamatorias se considera como
un mediador en la destruccion de las células beta
pancreaticas, con la consecuente produccion de diabe-
tes tipo 1. Hallazgos recientes muestran que el PACAP
inhibe la produccion de NO en macréfagos activados
por citocinas y en la linea celular BTC derivada de cé-
lulas beta pancreaticas. La exposicion a tres diferentes
citocinas, IL-16, IEN-y y TNFa, produce una reduc-
ci6n de 1a viabilidad celular y la expresién del RNAm
de la iNOS. La administracion de PACAP 38 (10nM)
inhibe significativamente la produccion de NO (50%
durante 12h) y aumenta la viabilidad del cultivo celular.
Lo anterior sugiere que el PACAP actia como un
citoprotector en los cultivos de células BTC por la in-
hibicion de 1a iNOS (125).

Efectos del PACAP en las gonadas

El PACAP ejerce una regulacion local de la actividad
de las gonadas masculinas y femeninas. El RNAm del
PACAP y el receptor PAC-1 se encuentran en células
germinales del testiculo de la rata (78, 109, 127). Algu-
nas evidencias demuestran que el PACAP induce la se-
crecion de hormonas gonadales. Estimula la liberacion
de la testosterona de manera dosis-dependiente en
células de Leydig de rata zn utro (28, 116, 118) y activa
la sintesis de las proteinas secretadas por las células
germinales GSP1, GSP2, GSP3 (germ cell-secreted proteins)
y de las proteinas que se unen a la fosfatidil-etanolamina
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(PEBP: phosphatidylethanol-amine-binding protein) en los
espermatocitos primarios, mientras que en las
espermatides inhibe la sintesis de estas proteinas (149).
El PACAP activa la adenilato ciclasa y la fosfolipasa C
(PLC) en las células de Leydig al interactuar con el
receptor PAC-1 (1106). En el ovario de la rata se
identificaron los RNAm del PACAP y de su receptor,
especificamente en las células de la zona granulosa y
latea (39, 62, 67, 68). La mayoria de las células de la
granulosa de los foliculos preovulatorios tiene
inmunorreactividad para el PACAP (39). El PACAP
(10" 2 10""M) ejerce una estimulacién dosis-
dependiente en la secrecion de estradiol y progesterona
en cultivos de células de la granulosa de ovario de rata
(39,40, 53, 154), y en este nivel parece ser mas potente
que la LH en la estimulacién del AMPc (53). Estos
estudios y la presencia del receptor PAC-1 en las célu-
las de 1a granulosa sugieren que el PACAP puede ser un
regulador autocrino o paracrino de la funcion ovarica.

E] PACAP como factor neurotrofico y neuropro-
tector

Existen reportes que proponen que el PACAP es un
factor neurotrofico y neuroprotector (15, 16, 18, 20,
21, 37, 143, 145, 140). La presencia de una concentra-
ci6n elevada del mRNA que codifica al PACAP y sus
receptores desde las primeras etapas embrionarias en
el ratén (1206, 129) sugiere que el PACAP puede ejercer
funciones importantes durante la ontogénesis del SNC.
ElI PACAP neutraliza los efectos neurotoxicos de la 6-
hidroxidopamina, la cual induce muerte celular en las
neuronas dopaminérgicas; esto se demostrd con culti-
vos de neuronas dopaminérgicas mesencefalicas de
embriones de ratas. La ceramida-C2 es una proteina
que activa la caspasa 3 en el proceso de apoptosis, y se
observé que se inhibe la apoptosts significativamente
en cultivos de neuronas de la capa granular del cerebe-
lo, en presencia de ceramida-C2 mas PACAP en con-
centraciones dosis dependiente (48, 143); ademas pro-
mueve el crecimiento de neuritas (37).

El PACAP (1 mM) actia como neuroprotector de
los efectos citotoxicos del glutamato en cultivos de
neuronas corticales (89) y en cultivos de células PC12
(107). También se reportd el efecto neuroprotector
del PACAP ala neurotoxicidad inducida por glutamato
en cultivos de neuronas de la retina (128, 130), donde
intervienen los mecanismos de sefializacion de las PKA
y MAP cinasas. Lo anterior sugiere que la disminucion
de la neurotoxicidad esta mediada por las MAP cinasas
activadas indirectamente por el AMPc. Este conjunto
de evidencias sugiere que, durante el desarrollo, el
PACAP actia como un factor neurotréfico mientras
que, en el cerebro adulto, el PACAP parece funcionar
como un agente neuroprotector (8).
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Conclusiones

Con el descubrimiento del PACAP, numerosos gru-
pos de investigacion estudian la participacion de este
polipéptido en las diferentes funciones biologicas y tra-
tan de dilucidar sus mecanismos de accion. Esto per-
mite un mejor conocimiento de las funciones en que
participa el PACAP, como la regulacion de 1a libera-
c16n de hormonas y neurotransmisores, la regulacion
de diferentes sistemas, como el cardiovascular e inmu-
ne, y en el equilibrio hidro-electrolitico, asi como su
papel como neuroprotector en patologias tan impor-
tantes como la diabetes tipo I y la deshidratacion. To-
davia falta mucho por aprender acerca de este
polipéptido, por lo que se abren nuevas lineas de in-
vestigacion para completar su conocimiento dentro
de las funciones biolégicas y su importancia en la me-
dicina y en la salud.
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