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j l. RESUMEN. 

La bradicinina un mensajero de acción )ocal. sintetizado de naV<" a partir de Jos 

kininógenos en sitios donde ha ocurrido daño tisular. En estos sitios participa en Jas respuestas 

inflamatorias agudas activando diversos procesos celulares. Además. Ja bradicinina es reguladora de 

Ja presión y el flujo sanguineos: actúa como agenle hipotensor a nivel periférico e hipenensor a nivel 

central; asimismo. regula las funciones renales y promueve la permeabilidad vascular originando 

zonas de edema. 

La bradicinina ejerce su acción mediante dos lipos de receptores acoplados a proteínas G. el 

B:! y el 8 1. Estos receptores están acoplados a diferemes vías de transducción dependiendo de la 

línea celular y la respuesta que inducen. aún dentro de una misma célula. es diversa. Asi. por 

ejemplo, Jos receptores 8 2 están acoplados a Ja PLC y a Ja vía de recambio de fosfolnosilidos en 

células de riñón MDCK. en células de músuclo liso DDT 1 M+-2 y en células endotelialcs de bovino 

(Portilla el al. J 988; Gerwins y Freelholm. 1995; Smith et al. J 995}; a Ja PLD en células de músculo 

liso (Ge~ins y Freelhol. J 995). y a la PLA2 y el metabolismo de ácido araquidónico en tibroblastos 

Swiss 3T3 y en neuronas de rata (Burch y Axelrod, 1987; Gelperin et al, 1994). Asimismo. inhiben 

la actividad de la adenilato cidasa en células musculares de colon e íleon en cuyo (Hasler et uf. 

1995; Liebman et et/, 1995) y promueven Ja actividad de la MAPK en miocitos (Clerk el al. J996). 

La expresión de Jos receptores de bradicinina también Vaf°ía dependiendo de la línea celular 

(Quitterer el al. 1995). por Jo que el estudio de Ja presencia de estos receptores y su f'unción en otras 

lineas celulares como las Rat- l cobra imponancia. 

Con el objeto de determinar Jos efectos de la bradicinina en las células Rat- J transfectadas 

con el receptor adrenérgico cr.rn. se midieron Jos cambios provocados por dicha hormona y otros 

agonistas en Ja concentración de calcio intracelular y en Ja producción de fosfatos de fJHJinositoJ 

/ 
A 

{ 



La bradicinina y la kalidina provocaron un aumento significativo tanto en la concentración de calcio 

intracelular como en la producción de fosfatos de inositol. Ambos efectos fueron bloqueados 

completamente por el antagonista selectivo B 2 Hoe 140 por Jo que se concluyó que esta linea celular 

expresa el receptor 8 2 y está acoplado al recambio de fbsfoinosítidos y a la movilización de calcio; 

esle acoplamiento ocurre probablemente a través de proteínas tipo G,. y de una fosfolipasa C tipo f3. 
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f 11. INTRODUCCIÓN. 

La transducción de sefiales comprende todos aquellos procesos que ocurren desde que la 

célula recibe un estimulo hasta que los efectores logran una respuesta celular; por tanto, constituye 

una pane integral de los f'enómenos de comunicación celular. Los receptores son las moléculas 

responsables del contacto funcional entre la célula y el exterior. La tesis que a continuación se 

expone está incluida en el objeto de estudio de Ja transducción de señales. 

, ... l. COMUNICACIÓN CELULAR. 

La comunicación celular es un proceso indispensable para Ja integración fisiológica de los 

organismos multicelulares. Participa en Ja regulación del desarrollo y la organización de Jos tejidos, 

en el crecimiento y Ja división celulares y en la coordinación de diversas actividades (AJberts et al, 

1994 ). Una célula puede responder a estímulos del medio gracias a la acción de moléculas que 

transmiten señales, estas moléculas incluyen hormonas. f'aclores de crecimiento peptídicos, 

neu.-otransmisores y mediadores hidrofóbicos. Una vez que estos rransmisores unen a los 

receptores correspondientes, una o más senales intracelulares se generan y aJteran el 

comportamiento de Ja célula blanco. 

Existen tres tipos de comunicación celular de acuerdo con la distancia que recorren los 

mensajeros antes de alcanzar su blanco: endocrina, paracrina y autocrina (Fig. 1 ). La primera ocurre 

por medio de Ja liberación de hormonas que recorren grandes distancias dentro del organismo; en la 

segunda, el mensajero actUa solamente sobre un conjunto de células contiguas; finalmente, en la 

comunicación autocrina fas células responden a sustancias que liberan eJJas mismas (DameJJ et a./, 

1993). 

Las células utilizan diversos mecanismos para comunicarse. entre ellos: (a) mediante Ja 

3 



C~lul• b1-no:u •dy11cenle 

Fi11. J. Tipos de comunicación celular de acuerdo co11 la dista11cia que recorre el 
mensqfero. Ln comunicación endocrina (a) requiere que hay·a transpone de la hom1ona a 
través de la sangre. por lo que cubre blancos distanles. La comunicación a nivel local se 
conoce como paracrina (b), los mensajeros suelen lcncr vida media corui. La 
comunicación nutocrina (e) está implicada en la nutorregulación de In célula. es decir, ésta 
responde a estímulos producidos por ella misma. 
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secreción de sustancias químicas dirigidas a otras células que se encuenrran a ciena distancia. 

•) 

!.CD 
~ 

Célula sccrcrora 

-·: ::[!] 
r) 

Célula blanco 
adyaccnrc 

Anticuerpo 

Fig. 2. M~C#lfis-.us Je co.u.1dcucid11 ~/Mlu,.. LH comunicación celular puede dane de ,,•arias 
formas: a) ntedianlc ht secreción de sustancias quimic.-u dirigidas a arras células: h) por medio de 
moléculas unidas a Ja membrana plasmárica. tal es el caso de los anticuerpos y los dnligcnos. y e) 

por medio de uniones ccluJaTU que mantu:ncn en contacto Jos citoplasmas (uniones tipo "gap"). 

(b) por medio de moléculas unidas a Ja membrana plasmática que influyen sobre otras células al 

hacer contacto fisico con eJJas y (e) mediante Ja f'ormación de uniones celulares - tipo gap - que 

mantienen en contacto los ciroplasmas (Albens t:tal. 1994~ Fig. 2). 

Las hormonas pertenecen a uno de los rres grupos de sustancias que pueden ser secretadas 

por las cCJuJas y se caracterizan porque su distribución en el organismo es amplia gracias a que son 



transportadas a través de la corriente sanguínea. por lo que actúan sobre un gran número de cClulas 

Los otros dos grupos los constituyen. por un lado. sustancias que tienen un efecto local debido a 

que son rBpidamente degradadas y. por otro. neurotransmisores. que actúan sólo sobre la cClula 

adyacente (Alberts et al. 1994 ). 

Los mensajeros hormonales pueden ser de varios tipos de acuerdo a su constitución quimica 

proteinas y glucoproteinas, péptidos pequeños. derivados aminoacidicos y esteroides (Tabla 1 ). 

11. 2. MECANISMOS DE COMUNICACIÓN: VlAS DE TRANSDUCCIÓN. 

Se denomina transducción a la serie de procesos que ocurren desde el momento de la 

interacción del mensajero con la célula hasta la producción de las acciones o efectos específicos 

celulares. Las vías de transducción son variadas y constan de varios elementos: los receptores. los 

acopladores. los efectores y los segundos mensajeros. Existen vias de transducción en las que sólo 

participan algunos de estos elementos. 

Los receptores son proteínas que confieren a la célula la capacidad para responder a una 

señal extracelular especifica. Hay receptores de membrana e intracelulares. Los receptores se unen 

a los mensajeros químicos liberados por otras células. En consecuencia. llevan a cabo un cambio 

funcional que provoca una secuencia de eventos biofisicos y bioquímicos que conducen a un efecto 

sobre la secreción. la contracción, el metabolismo o el crecimiento. La interacción entre el ligando y 

el receptor se lleva a cabo en dos fases. la primera o de ocupación ocurre cuando el ligando se une 

con el receptor y la segunda o de activación es el cambio funcional que dicha unión provoca en el 

receptor. 

Una molécula acopladora es aquella encargada de relacionar al receptor y a las moléculas 
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efectoras. es decir. permite el paso de información del receptor hacia los efectores celulares Las 

proteínas G son moléculas acopladoras por excelencia. son encargadas de conducir el nlensa1c 

desde el receptor hacia varios tipos de enzimas entre las que tiguran la adenilato ciclasa y In 

tosfolipasa e 

Las moléculas efectoras son activadas por las moléculas transductoras. son enzimas que 

actúan sobre un sustrato para producir segundos nlensajeros. tambiCn se consideran como efectores 

algunos canales iónicos cuya permeabilidad se modifica bajo la acción de algunas proteínas G 

Los segundos mensajeros son producto de la activación de las moléculas efectoras y actúan. 

a su vez. como efectores alostéricos capaces de modular la actividad de protcmas especificas que 

convierten una serie de sustratos en terceros mensajeros y asi sucesivamente. Así pues. la regulación 

de las concentraciones de estos mensajeros constituye una parte indispensable del mecanismo de 

transducción. 

Todos estos elementos participan en el proceso de comunicación intercelular, una manera de 

enumerar los sucesos que ocurren en éste es la siguiente: 

l. Una célula emisora manda un mensaje mediante la secreción de sustancias quimicas 

2. Estas moléculas emitidas son captadas en la cClula blanco por una molécula receptora específica 

que puede encontrarse en su superticic o en el citosol y a la que se unen con gran afinidad 

3. Los receptores sufren un cambio conformacional. 

4. Dicho cambio conformacional pern1i1c a los receptores la interacción con una serie de moléculas 

acopladoras. 

5. Esta interacción activa a las moléculas acopladoras que. a su ve~ actúan sobre moléculas 

efectoras que producirá.o segundos mensajeros 

6. Los segundos mensajeros conducen a la activación de moléculas como enzimas o factores de 



transcripción originando la respuesta celular al estímulo 

De acuerdo con el tipo de receptores, transductores. segundos mensajeros y efectores. y con 

las interacciones que entre ellos ocurran, se determmará la naturaleza de Ja respuesta Estas 

interacciones son las responsables de interpretar correctamente el mensaje 

Asi pues, se han distinguido varias vías de transducción de acuerdo con el tipo de moléculas 

transductoras y efectoras involucradas Los mas comunes se resumen de la siguiente manera· 

1. A-fecc111i.\·mo.\· de 1ra11. .. ·d11ccuí11 t!ll los que! el receptor c!.'>IÚ aco1.1/ado a protei11a.\· G. Esta vía consta 

de receptores, acopladores, efectores y segundos mensajeros. Aqui. una proteína G funciona como 

adaptador y amplificador encargado de activar o inhibir una enzima que cataliza la producción de un 

mediador intracelular soluble que, en si mismo, constituye una señal. 

La unión de la hormona con el receptor provoca un cambio en la conformación de éste. 

dicho cambio, a su vez. lo capacita para u~irse y activar a la proteína G. Las proteinas G constan de 

tres subunidades: a. P y y. La activación de la proteina requiere del recambio de GDP por GTP en 

la subunidad a, este proceso cambia la conformación de la proteína de tal manera que el dímero py -

el otro constituycn1e de la proteina G- se libera y tanto la subunidad a. como el dímero 13y pueden 

modular la actividad de efectores Finalmente, la propia proteina G .. se inactiva hidrolizando el GTP 

en GDP con la consecuente liberación de fosfato (P,) y se rcasocia a las subunidades P y y (Albens 

et al. 1994). Los efoctores pueden ser enzimas como adcnilato ciclas.a. fosfolipasas A. C y D. 

canales iónicos específicos para calcio, potasio o sodio y proteinas de transpone (Hardman y 

Limbird. 1996). 

En la Figura 3 se esquematiza una vía de transducción en la que el receptor esta acoplado a 



Retículo 
endoplasmátlco 

Fosfatldll lnositol 

Fosf'orilación 
de proteínas 

celulares 

FI •• 3. ~emplo de un mecanismo de transducción en el que el receptor está acoplado a proteínas 
G. El receptor es estimulado por la hormona y sufre un cambio de confonnación que le permite 
unirse a la proteína G; la subunidad ex {Ga.> está unida a una molécula de GOP; al activarse, se 
sustituye éste por una moh!cula de GTP. O.._ se disocia de las subunidadcs J3y y tanto la primera 
como el complejo son capaces de activar efectores. En este caso, G 0 activa a la enzima efectora: la 
fosfolipasa C CPLC). La proteína O se inactiva a sí misma al convenir el GTP en GDP + Pi y 
rcnsociar las subunidadcs i}y con a .... La PLC actúa sobre un fosfolípido de mcmbnma y libcrn 1,2-
diacil¡:Jiccrol (DAO) e inositol 1.4,:S-trisfosfato (IPJ). El DAG activa a la proteína cinnsa C (PKC) y 
el lPJ provoca In movilización de calcio del retículo cndoplasmático. 
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la fosfolipasa C mediante una proteina G. La tbsfolipasa C activa la via de recambio de 

fosf'oinositidos mediante la hidrólisis de una molécula de fosfatidilinositol 4.5-bifosfato <PIP2 ) que 

resulta en la producción de inositol 1,4,5-trisfosfato (IPl) y diacilglicerol (DAG)~ esta vía tiene como 

efecto el aumento en la concentración de calcio intracelular y la activación de la proteína cinasa C 

(PKC) (Figs. 3 y 4). Por su parte, el calcio puede unirse a la calmodulina, la cual regula la función 

de un gran numero de enzimas. entre ellas, algunas fosfodiesterasas y adenilato c1clasas, A TPasas de 

calcio, asi como de la fosforilasa y la cinasa de la cadena ligera de la miosina (Alberts e/ uf. 1994) 

En Jos casos donde la proteína G esta acoplada a la adenilato ciclasa. se produce AMP 

ciclico; este nucleótido constituye un segundo mensajero de gran relevancia responsable de activar 

otras proteinas como la proteina cinasa A (PKA). 

Se han encontrado varios tipos de proteínas G que, según se acoplen a los receptores. 

determinan el efecto de un ligando sobre un tipo celular. Así, por ejemplo, la proteina G. activa a Ja 

adenilato ciclasa, la G, inhibe a la adenilato ciclasa y abre canales de potasio, la o .. estñ acoplada a la 

fosf"'olipasa C, la G, a la fosfodiesterasa del GMP ciclico (Linder y Gilman. 1992). Algunas de estas 

proteínas G se identifican debido a que pueden ser inactivadas por la toxina de la bacteria Horde1c//e1 

pcr/11.\·s1.\". 

Los receptores que estéin acoplados a las proteínas G constituyen un grupo muy importante 

que comparte ciertas características en común. Estos receptores conf"orman una supeñamilia de 

proteínas de membrana caracterizados por tener siete dominios transmembranales hidrofóbicos, cada 

uno de ellos constituido por veinte a veinticinco aminoéicidos, que suelen formar, al conjuntarse, un 

sitio de unión al ligando en forma de bolsa. Dichas proteínas son especificas y juegan un papel 

fundamental en la transmisión de señales mediante la interacción con proteínas G heterotriméricas 

Responden a una gran diversidad de agentes tales como anéilogos lipídicos. derivados aminoacidicos. 
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pCpridos pequeftos y eslimulos como la luz o el olor 

Los dominios transmembranales presentan Ja estructura de a-hélice; Jos extremos del 

receptor pueden rener una longitud variable; el extremo amino es extracelular y juega un papel 

imponantc en la unión de algunos ligandos, mientras que el carboxilo terminal es intracelular y es 

imponame en la interacción con la proteína G 

Los receptores acoplados a proteinas G pueden ser glucosilados. palmitoilados y 

fosforilados. La glucosiJación ocurre en residuos de asparagina situados en secuencias consenso y 

determina Ja distribución del receptor en Ja membrana celular; Ja palmitoilación está asociada con el 

acoplamiento a Ja proteina G, y Ja fbsforilación ocurre en residuos intracelulares de serina y treonina 

por actividad de PKA o Pl(C y está implicada en Ja desensibiJización del receptor. 

2. Meca11ú·mo.\· de tran • ..Jucc1ú11 en los que el receptor presenta actividad de ci11U.\"U. Esta via no 

presenta acopladores ni segundos mensajeros. En estos casos, el receptor es. en si. una proteína 

cinasa que se activa mediante la unión del ligando y transfiere un grupo fbsf"ato desde la posición y 

del A TP hacia residuos de tirosina, serina o treonina de proteínas celulares específicas. incluyendo el 

receptor mismo y proteinas membranaJes y/o citosóJicas. La f"osfbrilación y desfosf'orilación son las 

que regulan la actividad de las proteínas efectoras. 

3. Mecani.,·mos de tra11.,·duccián ell /us q11e el rec:eptor pre.'it:llla alguna otru actividad enzimUtic:u 

Además de Jos receptores con actividad de cinasa existen otros receptores cuyo dominio intracelular 

tiene actividad de guanila10 ciclasa y es capaz de sintetizar GMP cíclico como segundo mensajero. 

Este nucleótido es un mediador intracelular que puede modular las respuestas celulares y activar 

proteínas cinasas dependientes de Gl\-1Pc como Ja proteina cinasa G. 
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El receptor del factor natriurético auricular (ANF) es un buen ejemplo de este tipo de 

receptores 

Ademas. existen otras proteinas con dominios de unión extracelulares al ligando que tienen 

actividad de fosfatasa (Hardman y Limbird. 1996). 

4. MecL111i.'imo ... - de trc.111.nluc..-c:iá11 eu lo ... · que el receptor I!.\· 1111 ca11ul iá111co. El receptor en sí forma 

un canal regulado por el ligando El receptor consta de varias subunidades que se unen para dar 

forma al canal. En esta vía no hay proteínas acopladoras. En células con propiedades eléctricas. 

como las neuronas y las células musculares, el flujo de iones a través de estos receptores provoca 

cambios en las propiedades eléctncas de las membranas: la diferencia de potencial a través de la 

membrana se modifica y origina una respuesta celular. Por otra parte. si la entrada de iones es 

mayor puede iniciarse una respuesta intracelular de otra índole debido a la alteración en la 

composición citosólica de iones como el calcio que pueden actuar como segundos mensajeros que y 

desencadenar diversos procesos (Hardman y Limbird. 1996) 

La intercomunicación de vias de transducción que en un principio se creían independientes es 

un fenómeno común. La intercomunicación de estas vias ocurre mediante la acción de proteínas 

como cinasas (MAPK. PKC, PKA), fosfatasas (l. 2A) o segundos mensajeros (AMPc, GMPc, 

DAG. calcio). Algunos ejemplos son la fosforilación de los receptores a.2 adrenérgicos por la PKC 

(Houstay, 1991) y de los receptores p adrenérgicos por la cinasa de tirosina del receptor de insulina 

(Baltensperger et al. 1996). 

Las vías de transducción de la bradicinina están también intercomunicadas con vías activadas 

por otros receptores. Por ejemplo. en neuronas de rata. la bradicinina eje.-ce cieno efecto 
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antagónico sobre los receptores adrcnergicos cx2 provocando un incremento en Ja JC~o de la 

norcpinefrina (Fiar y Fuxc, 1995). Asimismo. la estimulación del receptor 8 2 en queratinocitos 

induce la fosforilación en tirosina. dependiente de PKC. del receptor del factor de crecimiento 

epidermico (EGFR) estableciendo asi, un vinculo entre la activación de un receptor acoplado a 

proteína G (82 ) y la modulación del nivel de fosf'"orilación de un receptor para un factor de 

crecimiento (Coutant et al. 1995). En las células Rat-1 transfectadas con el receptor adrenérg1co 

cx.rn. la endotelina-1 provoca un incremento en la fosforilación de dicho receptor (Vii.zquez-Prado et 

al. 1997). 

, ... 3. LA BRADICININA Y SU HISTORIA. 

En 1909 Abelous y Bardier observaron un efecto hipotensor en el hombre. resultado de la 

inyección via intravenosa de extractos de orina humana. Los trabajos de Frey, Werle y Kraut 

condujeron, primero, al descubrimiento del mismo principio activo en el páncreas humano: la 

kalikreina; posteriormente definieron a la kaJikreína como una enzima que incrementa su actividad 

al ser incubada con el plasma. con el cual reacciona y da origen a una molécula más pequena: la 

kalidina. Años más tarde Rocha e Silva y cols. reponaron que la incubación de Ja sangre con 

tripsina liberaba una sustancia que provocaba una disminución en la presión sanguinea y una 

contracción lenta en el intestino del cuyo. Este mismo grupo nombró al nuevo agente como 

hradic111ma, Jo purificó y determinó su carácter peptídico. El estudio de los efectos de la bradicinina 

se ha intensificado en las Ultimas dos décadas gracias al desarrollo de antagonistas especificas de sus 

receptores. Cabe imroducir aquí los conceptos de agonista y antagonista. Los agonistas son 

farmacos que se unen a receptores fisiológicos y mimetizan Jos efoctos de compuestos reguladores 



endógenos. Por su pane. Jos antagonistas son sustancias capaces de unirse a los receptores pero no 

mimetizan los erectos de los agonistas sino los bloquean. 

Las cininas conCorman un grupo de polipéptidos con estructura quimica y propiedades 

farmacológicas similares. Oc ellas. las mas imponantes son la bradicinina (BK). la lisil-bradicimna o 

kalidina (Lys-BK), Ja metioniJ-Jisil-bradicinina (l\.fet-Lys-BK) y sus respectivos metabolitos. y son 

conocidas como cininas plasmáticas Otras cininas con funciones fisiológicas imponantes son las 

leucocininas, las colostrocininas y las neurocininas (Regoli y Barabé, J 980). 

, ...... SjNTESIS V METABOLISMO. 

La bradicinina ( Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Scr-Pro-Phe-At'g) se considera una hormona de acción 

local (Rocha e Silva c.!/ al, 1970) y, al igual que la kalidina,. se origina de la degradación de los 

kininógenos, globulinas a 2 que son sintetizadas por el higado y circulan en el plasma. Existen dos 

tipos de kininógenos, Jos de alto peso molecular (HMWK) y Jos de bajo peso molecular (LMWK). 

Los primeros son el sustrato de las kalikreínas plasmáticas, mientras que los segundos Jo son de las 

kalikreínas urinarias y tisulares (Regoli y Barabt!, 1980). 

Las kalikreinas son proteasas de serina que circulan en el plasma en estado inactivo y que 

requieren de otras proteasas para activarse. Las prekalikreinas plasmáticas son sintetizadas por el 

hígado y son almacenadas en el páncreas, intestino y riñón~ después de ser secretadas son activadas 

por proteólisis por el factor de coagulación XII. conocido también como Cactor Hageman (Fig. 5). 

Las kalikreinas tisulares actúan sólo cerca de su lugar de origen, el cual puede ser las glándulas 
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Superficies cargadas negativamente 
(Membranas basales. colágena) 

Factor:iaI 
l 

FactorXUa 

Kirunógenos 
(alto P.M.) 

Factor XI 

Fact!XIa~ 
Cascada de 

Plasnunógeno 

coagulación l --
Bradicuuna 

Aconúta 8 1 • e, 

i 
Plasnuna 

des-Arg'~Ralidma 
AeonutaB, 

Fi•- S. ,,,,..,__. , •• .,,-4dco d• '- proC#ecld11 ,y dw•~ció11 4• ku ci11i-.<r. La brudicinina y 
kalidina (Lys-Bradicinina) se forman a partir de los kininógenos mediante la acdón de la!> kalikn:inm .. 
Existen kalikrclnas pla!iomáticas y tisulares. las primeras conducen a J;..¡ formación de hradicinina 
mientras que las segundas a la de kalidina. La formación de las cininas !>C origina con la ac1ividad del 
Fac1or de Hagcman. componente de la cascada de coagulación. La cininasa J conviene el.las dos 
hormonas en mclabolilos dcs-Arg que constituyen agonistas 8 1 ; la cininasa 11 o ACE (del inglés 
a11gio1t'11sin-convt'rting t'n~'mt') la:. inactiva. 
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salivales, el sistema nervioso central y el sistema cardiovascular (Hardman y Limbird, J 996). 

La secuencia de nueve amino&cidos que constituyen la bradicinina se encuentra uniendo la 

cadena pesada amino terminal con la cadena ligera carboxilo terminal de Jos kininógenos. Las 

kalikreinas tisulares y plasm&ticas cortan dicha secuencia en los kininógenos de alto peso molecular 

para dar lugar a Ja kalidina y a la bradicinina. respectivamente. 

Las cininas plasmñticas y aún aquéllas que difunden a través de las pa.-edes capilares o de los 

vasos linfáticos son inactivadas nipidamente por varias enzimas (Fig. 6); la vida media de la 

bradicinina en el plasma es de aproximadamente quince segundos mientras que Ja de la kalidina es de 

diecinueve segundos (Regoli y Barabé. 1980). La bradicinina es. por lo tanto. inactivada más 

rápidamente que la kalidina y otras cininas naturales. 

Las proteasas que actúan sobre el extremo amino terminal de las cininas no tienen un papel 

sustancial en la inactivación de las mismas. Las cininasas 1 y 11 son metaJoproteinas que tienen 

diferentes sitios de acción; la primera se encuentra en la sangre mientras que la segunda se localiza 

principalmente en la membrana de las células endoteliales del pulmón y de otros órganos vasculares. 

el cerebro, el riñón y los testiculos. 

La cininasa 1 es la responsable de la destrucción del 90% de las cininas en el plasma~ esta 

enzima remueve un grupo arginino terminal liberando dos potentes agonistas 8 1 ; Ja des-Argsi-BK y 

la des-A.-g 11'-KD (Tabla 2). La cininasa 11 desactiva las cininas en su paso por el pulmón: se trata de 

la misma carboxidipeptidasa que t.-ansf"orma a la angiotensina 1 en angiotensina 11 (enzima 

convertidora de angiotcnsina o ACE) y Jos metabolitos resultantes de su actividad son inactivos 

(Regoli y Barabé. 1980). Otras endopeptidasas de tejidos específicos también pueden producir 

péptidos inactivos (Dray y Perkins. 1993). 

La concentración de las cininas en Ja sangre es muy baja. siendo el resultado del balance entre 
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ENDOPEPl'IDASACEREBRAL 

AMINOftPflDASA CININASA 11 (ACE) 

~ 

TRIPSINA 
QUIMIOTRIPSINA 

H • Lys • Arg• Pro• Pro• Gly- Pbe• Ser• Pro• Pbe • A11 • OH 

PROLIDASA 

IMIDOPEPflDASA 

Bnclidnina 

Kalidina (Lys-BK) 

CININASAI 
(CARBOXIPt:PflDASA N) 

CARBOXIPEPflDASA B 

fi1. 6. Esln«tn ,,,mana dt lll bra4iciailla 1 Aalidina. Si1ios Je acd1ín de las cn1imas protcnlí1icas.Las cntimas 
que actUan sobre el e\tremo amino no tienen un p;ipcl ~U~lanciJJ en la Jc~ac!Í\·ación de esto~ f(p1iJus. La cinina!l:I 1 
es respon~ble de l.i dcgradaci1ín de la.~ cininas en el ptM1a y la cinina.~a 11 u ACE fdd ingl~s :mgiu1cn~in 

com·cning Cnlymc)dcSJCÜ\'J Ja.~ cininascn SU pa.~1 Jlllr el pulm\n. 



procesos simult8neos de producción e inactivación Los kininógenos, por el contrario, se 

encuentran en mucho mayor concentración (4 a 12 mg/ml de sangre) y solamente es necesario 

degradar una pequefla cantidad de ellos para provocar un aumento considerable en Ja concentración 

de cininas plasmáticas que normalmente se encuentran en concentraciones del rango de ng/ml 

(Revisado en Reg:oJi y Barabé, 1980) 

Durante los procesos inflamatorios subcutáneos la bradicinina alcanza concentraciones 

locales de hasta 1 nM (Joris et al. 1987); este mensajero se libera como resultado de daHo tisular, 

anoxia o disminución del pH, provocando dolor. inflamación y vasodilatación. así como aumento de 

Ja permeabilidad vascular. En consecuencia, la concentración de las cininas se incrementa con 

algunos padecimientos; asi por ejemplo. es mayor en las secreciones nasales de pacientes alérgicos y 

en el líquido sinovial de pacientes con anritis reumatoide (Revisado en Regoli y Barabé. 1980~ 

Steranka y Burch, J 991; Hall, 1992) 

Las acciones de las cininas son variadas. Han sido asociadas con la regulación del sistema 

cardiovascular, en donde, al ser aplicadas perif'éricamente. tienen un erecto hipotensor marcado 

debido a su acción vasodilatadora; no obstante, la bradicinina aplicada de manera central es 

hipertensora. Esros ef"ectos son resuhado de Ja inhibición de Ja conrracción muscular provocada por 

la acción de las protaglandinas La bradicinina estimula la producción de óxido nítrico. agente 

vasodilatador, en las células de los vasos cuyo endotelio ha sido dailado (Dray y Perkins. J993). 

Las cininas f'avorecen Ja liberación de prostaglandinas. responsables del efecto algésico y de 

Ja modificación de las f'unciones renales provocadas por la bradicinina (RegoJi y Barabé, 1980). 

La bradicinina es capaz de liberar catecolaminas de Ja médula suprarrenal; tiene efectos 

quimiotácticos y estimulantes en macróf'agos y neutrófilos y provoca la degranulación de células 

cebadas (Dray y Perkins. J 993) 



El aumento del flujo sanguineo hacia los tejidos. característico de los procesos inflamatorios. 

se logra mediante un incremento en la presión sanguinea al reducir la resistencia arteriolar. y es 

facilitado por el aumento en la permeabilidad capilar. resultado de la separación de las uniones 

herméticas entre las células endoteliales (Fig. 7). 

Las acciones principales de las cininas se resumen en Ja regulación del flujo de sangre 

periférica y en la defensa fisiológica de los tejidos contra estímulos dañinos. 

Las kalikreínas y cininas también han sido implicadas en la regulación del tono del musculo 

liso. en el control de la motilidad del espermatozoide, en la prolif"eración celular y en el cambio de la 

circulación sanguínea del neonato (revisado por Regoli y Ba.-abé. 1980). 

11. S. MECANISMOS DE ACCIÓN: RECEPTORES A BRA.DICININA Y VlAS DE TRANSDUCCIÓN 

INVOLVCRADA.S. 

Los efectos producidos por la bradicinina son el J"esultado de Ja activación de receptores 

específicos acoplados a proteinas G, de los cuales se desc.-ibieron originalmente dos tipos: 8 2 y B1 

(Regoli y Barabé. 1980). Se descubrió primero d receptor 8 1 en preparaciones de aorta de conejo~ 

sin embargo. el receptor que ha sido más estudiado es el receptor B::::. Estudios con antagonistas 8 2 

(análogos de bradicinina sustituidos en [D-Phe7
]), llevados a cabo en tejido muscular liso de la 

traquea de cuyo. proveen cierta evidencia de la existencia de un tercer tipo de receptor~ el tipo 81 

(Farmer e/ al, 1989). Sin embargo. dichos análogos tienen poca afinidad con los .-ecepto.-es 8 2 y no 

se ha establecido cla.-amente si se trata o no de otro tipo de receptor. 

Los receptores B:? median muchas de las acciones de la bradicinina, se expresan 

constitutivamente en la mayoria de los tejidos de rata, humano. cuyo y conejo; mientras que los 
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Fi•· 7. q~ctos proi"./lllM46uri11S ü /ns nc,ptorrs d, bradlt:U.ina ~"lo -it:ru~·asculalunz. Las 
cinina.s se producen en si1ios donde ha ocurrido dano lisular: aquí son capuces de ac1ivar a Jos 
rcccp1orcs 8 2 de las cc!lulas endo1clialcs que liberan 6J1:ido ní1rico rcsuhando en lu 
vasodihuación ancriolar y en el incrcmcnlo del nujo sanguíneo. En las vénulas pos1capilarcs 
incrementan la pcnncabilidad vascular provocando la e1uravnsación plasmática. 

-----------------------···-·--·-··· 
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receptores 8 1 se expresan en menor grado. Estos Ultimas están presentes normaJmente en el 

n1üsculo Jiso vascuJar. en donde su activación resulta en hipotensión En células cebadas. 

macrófagos y endotelios Ja smtesis de receptores B1 aumenta progresivamente durante Jos procesos 

inflamatorios o como resuhado de daño tisular y trauma (Regoli y Barabé, 1980). 

Aaoni•l•s 8 2 Kalidina .== [Tyr(Me)11]-BK .== Bradicinina > desArg 1º-KD > desArg"'-BK 

Aaonistas Br desArgtu-KD > desArg"-BK > Kalidina > Bradicinina > [Tyr(Me) 11]-BK 

Tabla 2. Furmacologlu tlpicu de lo.<t rec:eptorc.<t BJ .•' 111 Los agonistas se mt..-ncionan por 
orden de potencia: (B1'. = bradiciruna. KD = kalidina) 

NOMBRE ESTRUCTURA PRIMARIA ACCIÓN 

Hoc 140 fD- ArgJ- Arg - Pro - Hyp - GI'.\· - Tiu - Ser - ID-T1cJ- Oíc - Arg B 

B4146 JO- ArgJ- Hyp - Pro - Gly- Thi - Ser - fO-ProJ- Th1 - Arg B. 

Na-dfH.T,PJ CH~ - fD-ArgJ- Arg - Pro - Hyp - Gly -Thi - Ser - fD-PhcJ- Thi - Arg B: 

d fH. T. PI fD-ArgJ- Arg - Pro - Hyp - Gly - Tiu - Ser - fD-PhcJ- Titi - Arg B · 

des-Arg ",Lcu~ -BK Arg - Pro - Pro - Gly - Phe - Ser -Pro - Lcu B. 

des-Arg 1".Lcu"-KD Lys - Arg - Pro - Pro - Gly - Phc - Ser -Pro - Lcu B; 

des-Arg "-Hoc 140 fD- ArgJ- Aig - Pro - Hyp - Gly - Tiu - Ser - JD-TicJ- 01c B: 

\\'IN 6433H No pcptidico B. 

Tabla .J. Estruc:turu prinruriu tic /o ... untC1J.:t.111i ... -1u ... · de lo . ..: rcc:eptorc_ ... Je hradicinina. O-Tic y Oic 
representan dos amino.:ic1dos anific1::1Jcs: oicido J .2,3.4-lctrahidroisoqumolina-3-carboxílico y acido 
f3aS. ?aSJ-octahidroindoJ-2-c;irbosilico. rcspccrivamcntc; Th1 es L-f 3·(2-t1cniJ)alanilJ. BK = 
Bradicinina. KD = Kahdma. 
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11. !i. 1. TRANSDUCCIÓN DE sEJQALES A TN.A vi:s DE LOS RECEPTORES e,. 

Este receptor consta de 364 amino<icidos y tiene un peso molecular de 42k.Da~ presenta un 

enlace disulfuro (Cysl03-Cys184). probables sitios de fosforilación por PKA (Ser316} y por PKC 

(Thrl70, Thr237 y Thr342) y de glucosilación (Asn3. Asn12 y Asnl80) (Fig. 8) (Revisado por 

Watson y Arkinstall. 1994). La glucosilación del receptor ocurre en tres sitios. provoca un aumento 

de su peso molecular hasta 78-8 1 kDa y no tiene ningU.n efecto en las interacciones receptor-ligando 

sino en la estabilización del receptor para permanecer en la membrana (Vaqoob e/ al. 1995) 

El receptor humano está. codificado por un gen lmico que consta de tres exones (Kammerer 

et al. 1995). En la rata. el nUmero de exones es de cuatro y el tercero es procesado alternativamente 

originando el mismo tipo de receptor (Pesquero et al. 1994). 

Los receptores 8 2 presentan diíercncias genéticas entre especies como el cuyo y el conejo 

(Regoli y Gobeil, 1995), con base en las diferencias de actividad de agonistas y antagonistas se han 

identificado como dos subtipos del receptor 8 2 · el B21t> en conejo y el B 2., en cuyo {Regoli et al. 

1995). 

El receptor 0 2 activa el metabolismo de fosfoinosítidos vía proteínas G.,IG 11 insensibles a 

toxina pertussis e inhibe la actividad de la adenilato ciclasa mediante su interacción con una proteina 

G sensible a toxina pertussis; asimismo. su activación provoca la elevación de los niveles de GMP 

cíclico y la apertura de canales iónicos {Resumido en Watson y Arkinstall. 1994). 

Los receptores B2 están acoplados a diversas vias transduccionales de acuerdo con el tipo 

celular. Estos receptores activan a la PLA;?. a Ja PLC y a la PLD (Burch y Axelrod. 1987; Portilla et 

al. 1988; Blitterswijk et al. J 991: Pyne y Pyne. J 994) La PLA~ cataliza la producción de ácido 

araquidónico a partir de la fosfatidilcolina y la consecuente secreción de prostaglandinas Ei e 12 que. 
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a su vez. pueden activar a la adenilato ciclasa (Bareis et al. 1983); por su parte, Ja PLC es activada, 

en células de riñón. por medio de una proteína G; sensible a toxina pertussis (Portilla et al. J 988), en 

consecuencia. la vía de recambio de fosfoinosítidos se activa y tiene como efecto el aumento de la 

concentración de calcio intracelular y la activación de Ja PKC. La bradicinina es capaz de activar 

varias isoformas de la PKC. incluyendo las dependientes e independientes de calcio, así como 

algunas isoformas atípicas (Tippmer et al. 1994). La acción de una proteína G insensible a toxina 

pertussis (G,. o 0 11 ) sobre la PKC conduce a la excitación de neuronas simpáticas mediante Ja 

inhibición de una corriente de potasio de tipo M (Janes et al. 1995). 

Se ha reportado la producción de calcio como segundo mensajero resultado de la activación 

del receptor B2 en varias lineas celulares (Bareis et al. 1983; lssandou et al. 1991; Quitterer el al. 

1995; AbdAJJa et al. 1996). El calcio es importante modulador del efecto de Ja bradicinina sobre la 

contracción muscular (Butl et al, J 995~ Hasler et al, 1995)~ de hecho, la contracción muscular es un 

parámetro utilizado frecuentemente para determinar el efecto de la bradicinina o de Ja des-Arg9 -BK 

en preparaciones tisulares. Asimismo. Ja movilización de calcio producida por la bradicinina se ha 

usado como modelo para estudiar los cambios en Ja concentración de calcio intracelular: Ja 

movilización de compartimentos celulares. la depleción de pozas intracelulares, la entrada de iones y 

Ja actividad de las bombas de calcio (Quitterer et al, 1995~ AbdAJla et al, 1996). 

Las prostaglandinas son mediadores fundamentales del efecto de Ja bradicinina, éstas se 

generan a partir de araquidonato que puede originarse mediante la vía de la PLA2 o mediante la 

acción de lipasas de diglicéridos activadas en la vía de Ja PLC (Bareis et al, 1983; Burch y Axelrod. 

t 987). La PLA2 activa, a su vez, a la lipoxigenasa, la cual produce un incremento en Ja 
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nociceptiva 
Neurona Macrófago 

Fl11. 9, Ef~ctos producidos por la bradicinina durantr los procesos i"'1amalorios. La bradicininn 
activa dircctumcnte neuronas nociccptivas vía receptores B 2 y estimula In producción de una gran 
variedad de mediadores incluyendo prostaglandinas a partir de varios tipos celulares como fibras 
simpáticas: citocinns a panir de mucrófagos; óxido nítrico de macrófagos y cndolclios vasculares; 
histaminn resultado de In dcgrnnulación de células cebadas, y ncuropéptidos de fibras nfcrcnlcs. 
Durante In inflamación crónica, Ja sensibilidad o In dcs-Arg9 -BK aumenta y Jos receptores B 1 juegan un 
papel muy imporumtc en Ja hipernlgcsia, que es provocada par la acción de lns prostuglundinus y la 
activación de fibras simp;hicus. 
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concentración intracelular de GMPc (Snider y Richelson, 1984). 

La bradicinina también activa. en células ventriculares. a la proteína cinasa activada por 

mitógenos (MAPK) a través de la acción de la PKC (Clerk et al, 1996). 

ti. 5. 2. TRANSDUCCIÓN DE SEJli;IALES A TRAVi:S DE LOS RECEPTORES 81• 

La inducción de los receptores B 1 durante Jos procesos inflamatorios es resultado de la 

respuesta local a metabolitos de las cininas que normalmente son inactivos. Estos receptores 

median las acciones de las cininas en algunas hiperalgcsias y en el control de Ja presión sanguínea. Se 

ha identificado el gen que codifica para este receptor, la secuencia de aminoácidos guarda una 

Similitud del 36% con el receptor 8 2 (Menke et al, J 994~ Revisado en Hall. 1997). 

Las vias de transducción activadas por estos receptores no han sido muy estudiadas. Hay 

algunos reportes que indican que la activación del receptor 0 1 conduce a la síntesis de metabolitos 

del acido araquidónico en células epiteliales, probablemente mediante la acción de la PLA2 . (Sung et 

al, 1988). La activación de estos receptores provoca la contracción del músculo liso mediante la 

hidrólisis del fosfatidilinositol en vejiga urinaria de conejo (Butt et al, 1995). La estimulación de los 

receptores 81 provoca Ja activación de la PLC en cultivos primarios de algunos tejidos (lssandou y 

Darbon. 1991; Trapea e/ al. 1993 ). 
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, ... 6. RECEPTORES ADRENatRCICOS. 

El conocimiento sobre los receptores adrenérgicos es muy amplio. La epinefrina (adrenalina) 

y norepinefrina (noradrenalina) se descubrieron hace ya más de 100 anos (Oliver y Sch.ti.f'er. 1895) y 

Jos efectos que esta hormona y neurotransmisor provocan se han ido describiendo en animales 

completos y en preparaciones de tejidos de dif'erentes especies, asi como en células en cultivo. 

Asimismo, se han hecho diversos estudios para lograr Ja caracterización f'armacológica. bioquimica 

y molecular. así como de las vias de transducción involucradas en el funcionamiento de los 

receptores adrenérgicos. 

Los agentes adrenérgicos modulan la contracción y relajación musculares, la proliferación 

celular y otros. La epinefrina provoca el aumento de la fuerza y f'recuencia cardiacas y de Ja presión 

sanguinea, asi como la dilatación de las vias respiratorias. Asimismo, promueve la degradación de 

glucógeno incrementando Ja producción de glucosa, moviliza los ácidos grasos del músculo, 

aumenta la secreción de glucagon y la disminuye la secreción de insulina (Lehninger et al, 1992). 

Los receptores adrenérgicos son receptores acoplados a proteínas G. Se dividen en ues 

tipos: ai. a:?:, y 13. A su ve~ los receptores a 1 se subdividen en a, b y d~ los a:?: en a, b y c y los 

f3 en l, 2 y 3 (Revisado en García-Sáinz, 1995). 

Los receptores adrenérgicos esuin acoplados a distintas vías de transducción, mencionaré 

aquí únicamente aquCllas a las que está acoplado el receptor a. 18 por ser este el receptor que se ha 

transfectado en las células Rat-1 en estudio. 

El receptor a 18 consta de 515 aminoácidos y se expresa en hígado. cerebro, rii\ón, aorta. 

pulmón y corazón. Está acoplado a la producción de fosfatos de inositol y calcio mediante la PLC, a 

Ja liberación de ácido araquidónico via PLA2 y a la producción de Al\.1P cíclico (Pércz et al, 1993). 
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Es interesante mencionar que la expresión del oncogen c-fus aumenta como resultado de la 

activación de los receptores a. 1 y J3 en hepatocitos de cuyo (García-S&inz. y Alc&ntara-Hern&ndez. 

1996). En las células Rat-1 transfectadas con los tres subtipos de receptores a. 1 (a. b y d). la 

norepinefrina induce la expresión de c-.ft.>.\" y c-jun con la participación de la PKC (García-Sáinz et al. 

en prensa). 
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1111. ANTECEDENTES. 

Los diferemes tipos de receptor de bradicinina son expresados de manera diferencial de 

acuerdo con el tejido que se estudie CRegoli y Barabé. 1980; Farmcr y Burch. 199:?; Regoli c:t al. 

1994) 

Los receptores de bradicinina se expresan en varias lineas celulares de fibroblastos. Bareis y 

cols. y Burch y Axclrod reponaron el acoplamiento de los receptores de bradicinina a Ja f"'osfolipasa 

A 2 y a la fosfolipasa C mediante protcinas G en fibroblastos f-IF y Swiss3T3 ( 1983, 1987). 

Blittcrswijk y cols. establecieron la participación de las fosfolipasas C y O en la degradación de la 

fosfatidilcolina estimulada por la bradicinina en Jos fibroblastos HF ( 199 J) En tibroblastos 

pulmonares fetales humanos se reponó efecto en la división celular tanto por bradicinina como por 

des-Arg"-BK sugiriendo Ja presencia. en esta línea celular, de receptores 8 1 y B~ (Goldstein y WaJJ. 

1984). En flbroblastos NIH-3T3 la bradicinina activa el cotransporte de iones a través de ambos 

tipos de receptor (Hichami c!I al. 1996). 

Existen repones contradictorios acerca de la magnitud de la respuesta a bradicinina y del 

número de receptores a este mensajero presentes en las cClulas Rat- 1 . Los fibroblastos Rat-1 tienen 

una capacidad de respuesta relativamente baja a la bradicinina debido a que expresan un número bajo 

de receptores a dicho mensajero (Robens y Gullick. 1989; Prado c!I ul. 1997) Por el contrario. esta 

misma linea celular transfectada con rus ( Rat- 13) aumenta signi ticativamente el número de 

receptores por cClula y la magnitud de Ja respuesm a bradicinina (Roberts y Gullick. 1989). 

Una de las vías de transducción que puede inducir la expresión de oncogenes es la de la 

proteina cinasa activada por mitógenos (MAPK) que se activa mediante la acción de ru.\·. Los 
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receptores adrenérgicos son capaces de inducir esta vía con Ja consecuente expresión de c.:-fi.J.V y c:

JUll en fibroblastos Rat-1 (Garcia-Silinz et al, en prensa). Por su pane, el receptor de bradicinina 

puede activar Ja via de la MAPK en miocitos ventriculares de rata (CJerk el al, 1996) y tiene 

actividad mitogénica en las celulas Rat-1 transfcctadas con ra.v (Roberts y Gullick. 1989) 

La expresión de los receptores de bradicinina es altamente inducible Así. por ejemplo, esta 

aumenta al elevar los niveles intracdularcs de Al\1Pc en cCluJas musculares (Dixon, 1994); la 

presencia de interleucina-2 también promueve Ja expresión del receptor B 2 (Oray y Perkins. 1993) 

Por otro lado, Srivastava y cols. encontraron que la respuesta que puede provocar Ja bradicinina 

cambia al sobrexpresar el gen úhl. éste es un oncogen que codifica para una fosfoproteina de 66 kDa 

( 1986). Es posible que la transfección del receptor a. 1u cambie los patrones de expresión del 

receptor 82 en Jos fibroblastos Rat- 1 

Las cClulas Rat-1 fueron transt'Cctadas con el receptor adrenergico CX.ut con el objeto de 

estudiar las características y el füncionamiento de dicho receptor. Debido a que no se ha reponado 

Ja caracterización de los receptores de bradicinina en cCJulas Rat-1 transfectadas con el receptor 

adrenergico a. 111 y a que la magnitud de Ja respuesta a bradicinina y d numero de receptores cambia 

entre la misma línea celuJar surgió Ja pregunta sobre qué componamiento habia en la línea 

transfectada con el receptor a 1u. Por consiguiente, fue necesario llevar a cabo la caracterización de 

Jos efectos de bradicinina y sus receptores en las cCJulas Rat-1 transfectadas con dicho receptor. 
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¡ •v. 0&1ET1vos. 

1) Caracterizar los efectos de la bradicinina en fibroblastos de la línea celular Rat-1 transfcctados 

con el receptor adrenérgico a.ili, mediante la cuantificación de la movilización de calcio 

intracelular y la producción de fbsfatos de inositol. 

2) Caracterizar la farmacología y la función del receptor de bradicinina mediante la medición de la 

movilización de calcio intracelular inducida por dicho mensajero. así como por otros agonistas y 

antagonistas selectivos 81 y B~. 

3) Caracterizar el receptor de bradicinina expresado en las células Rat-1 transfectadas con el 

receptor a.18 mediante la determinación del efecto de este péptido y otros agonistas y 

antagonistas selectivos en la producción de fosfatos de [~H]inositol. 
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1 V .. MATERIAL V 1\<IETODOS. 

JUateriale.~. Las células Rat-1 trunsfectadas con el receptor adrenérgico e.tia fueron proporcionadas 

por los Drs L. Allen. Marc Caron y Roben Lctkowitz de la Universidad de Duke en Durham. 

Carolina del Norte. U.S A 

El medio D!\1El\1 (Dulbccco·s modified Eagle·s medium) con y sin inositol así como el 

antibiótico-antimicótico ( 1 O 000 U/mi de penicilina G, 1 O 000 mg/ml de sulfato de estreptomicina 

y 25 mg/ml de anfotericina B) se obtuvieron de Gibco BRL ; el Fura-2. AJ\.1 (ácido 1-[2-(5-

carboxioxazol-2-1 1 )-6-aminobenzofurano-5-oxi]-2-2(2' amino- 5' metilfenox1)- etano -N. N, N'. 

N'-tetraacético. pentaacetoximetil éster) de Molecular Probes y el mioinositol tritiado (lnositol, 

myo-[2-3H(N)J} de American Radiolabeled Chcmicals. lnc. (ARC) El resto de los reactivos se 

obtuvo de Baker y de Sigma Co. Los agonistas y antagonistas Bradicinina. Lys-BK. des-Arg9-BK. 

D-Arg-[Hyp·'_ Thi~u. D-Phe7 )-BK, No:-Adamantancacetyl-D-Arg-(Hyp1
• Thi'·"· D-Phe7 )-BK y des

Arg9,[Leu]"-BK fueron adquiridos de Sigma; el Hoe 140 y des-Arg 10-Hoe 140 de RBL 

A6ediciún de calci1' intr11celulur. Se mantuvieron tibroblastos de la linea Rat-1 transíectadas con el 

receptor a. 1h en medio DME!\1 (Oulbecco·s modified Eagle's medium) suplementado con 10% de 

sueTo bovino fetal. y antibiótico-antimicórico ( 1 OOµg/ml de estreptomicina, 100 unidades de 

penicilina/mi y 0.:?5µg!ml de anfotericina B) hasta alcanzar la subconfluencia a 37ºC en una 

almósfera de C02 al 5% Se retiró el medio de cultivo y se incubaron toda la noche con medio 

DMEM sin suero para eliminar Jos estímulos inespecificos y una hora en una soluciOn 5 mM de 

Fura-2.AM en Krcbs-Ringer-HEPES-Glucosa con albUmina sCrica bovina al 0.05°/o pH 7.4 Al 

término de Ja incubación se retiro Ja solución y se hicieron tres lavados con solución salina 



amoniguadora de fosfatos <PBS> para eliminar el Fura<:?.Af\.1 no incorporado. Posteriormente se 

resuspendieron las células en una solución 1.27 rnf\.1 de cloruro de calcio en Krebs-HEPES-Glucosa 

con albúmina sérica bovina al O.OSo/o pH 7.4 y se centrifugaron tres minutos a 3000 rpm. paso que se 

repitió tres veces (Vll.zquez-Prado y García-Sitinz. 1996) 

La movilización de calcio intracelular se calculó mediante la medición de la fluorescencia en 

agitación constante a 37° en un espcctrofotómetro que registra la cantidad de fluorescencia 

(AMJNCO-Bowman Series 2) a 340 nm y 380 nm de excitación y a 510 nm de emisión. La 

concentración de calcio intracelular se calculó con la ayuda de un paquete de computadora a panir 

de la relación entre Ja fluorescencia máxima y minima de acuerdo con la ecuación [Ca--]1=K,¡. [(R -

R...in)l(R.....,..-R)](Sf2 /Sb2]. Donde K" representa la constante de afinidad del Fura-2 por el calcio (224 

nM). R la lectura de fluorescencia en unidades arbitrarias. R..,," representa la fluorescencia mínima 

obtenida al adicionar EGTA 5 m.1\1 y R...._ es la fluorescencia mtixima obtenida al lisar las células con 

Tritón X-1 00 al 1 o/o. ~')J:? y ._\"h2 son los coeficientes de proporcionalidad del Fura-2 libre y unido a 

calcio en la longitud de onda::?. respectivamente (Grynkiewicz 1.'la/, 1985). 

CMantificución de fo.efi1111 . .,. 1/e ;,,o,.itol. Se n:sembraron fibroblastos Rat- 1 transfectados con el 

receptor adrenérgico ex.in en cajas multi-6 con medio DMEl\1 suplementado con 10% de suero 

bovino f"etal y se crecieron durante 48 horas Este medio se sustituyó por medio DMEM sin inositol 

al 1 % de suero con mioinositol tritiado (61-1Ci/ml) 24 horas antes del experimento. Se retiró el 

medio de marcaje. Las cClulas fueron lavadas 2 veces con solución salina amortiguadora de f"osfatos 

(PBS) para eliminar el exceso de mioinositol untes de incubar 20 minutos en una solución 1 O mM de 

cloruro de litio y 1 .27 mM de cloruro de calcio en Krebs-1-IEPES-Glucosa con albúmina sérica 

bovina al 0.05o/o pH 7.4. Las células se estimularon durante 15 minutos con bradicinina y kalidina 



1 00 nM en presencia y ausencia de;: Hoe 140 J µM. La reacción se detuvo con ácido perclórico trio 

al 30% y se congelaron las cc!lulas u - 72º hasta el día siguiente. El sobrenadante se neutralizó con 

una solución de KOH 1 S i\1 e;:n HEPES 75 ml\1 y se separaron Jos inositoles por cromatografia de 

intercambio aniónico en columnas Do\\."CX AGl-X8 (Vázquez-Prado y García-Sáinz, 1996) La 

clución se hizo con concentraciones crecientes de sales de la siguiente manera: para Ja obtención de 

inositol fosfato (IPi) se eluyó con 5 ml\1 de borato de sodio y 180 mJ\.1 de formato de sodio; para 

inositof 1.4-bisfosfato <IP~) se e;:Juyó con O IM de itcido fórmico y O 4M de formato de amonio, y 

para separar el inositol 1,4.5-uisfosfato (IP,) se utilizó una solución O. 1 M de ilcido fórmico y 1 M de 

formato de amonio (Berridge 1..·1 al. 1983) Se cuantificaron las cuemas por minuto (CPl\.1) de las 

fracciones colectadas en un contador de;: centelleo Beckman LS6000SE. 
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1 VI. llESUL T ADOS. 

Se estudió la presencia de receptores a bradicinina en fibroblastos Rat-1 transfectados con el 

receptor adrenérgico ot 111 . Se cuantificaron los cambios en la concentración intracelular de calcio 

provocados por la estimulación con bradicinina y los agonistas respectivos. Dicha medición se baso 

en la fluorescencia emitida por el Fura-2. Este compuesto fluorece cuando se une a calcio. Se 

midió la fluorescencia emitida por el quelante a 340 y 380 nm de excitación y a 51 O nm de emisión. 

La fluorescencia máxima de cada trazo se obtuvo lisando las células con una solución de Tritón X

I 00 al 1 º/o, y para calcular la fluorescencia minima se agregó mmediatamente una solución de EGTA 

5 mM (Fig. 1 O). 

La bradicinina provocó incremento en la concentración intracelular de calcio de hasta 4 veces 

el valor del basal que fue bloqueado por el antagonista Hoe 140 (Figs. 11 y 12). Se realizó una curva 

dosis-respuesta a bradicinina en las cClulas Rat-1 /a 111 • (Fig. 13 ). La bradicinma (círculos llenos en la 

Fig. 13) provocó incrementos en la concentración de calcio desde concentraciones de 1 nM: a esta 

concentración el efecto fue minimo, sin en1bargo, a concentraciones mayores se obtuvo un aumento 

considerable en la concentración de calcio. La kalidina indujo efectos similares (Fig. 13). 

Se calcularon las EC"iu de la bradicinina y la kalidina. La EC,u (dosis efectiva 50) es la 

concentración a la cual el agente produce la mitad del efecto máx..imo. La bradicinina provocó una 

curva dosis-respuesta que presenta una EC5u de 56. 1 nM. De la misma manera. la kalidina produjo 

incrementos considerables en el calcio intracelular a concentraciones mayores y el efecto mínimo se 

produjo a una concentración de 10 ni\1 (triángulos vacíos en la Fig. 13). La EC5o para la kalidina fue 

de 45.8 nM. Los efectos producidos por la bradicinina y la kalidina fueron de magnitud similar: la 

dosis máxima de ambos compuestos fue aproximadamente de 1 o'"'· M y la EC50 fue muy parecida. 
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Fi•· 10. ~ ,..,,,.$~...,."º 11, rsU."'6Kió,. y c4'ibración. Los fibroblaslo!> Ral-1/aJB !!.C 
incubaron con Fura-2. AM. Este quclantc nuorccc cuando conricnc calcio. Si Ja concentración 
intracelular de calcio cambia en respuesta a un mensajero, cn10nccs la nuorcsccncia cmilida por 
el Fura-2 se modifica. La concentración de calcio Hbrc se calculó a panir de la relación corre la 
nuorcsccncia máxima y mínima a difcrcnics longiludcs de onda (3.¡Q y 380 nm de C-'1.·i1aci6n). 
Despull!s de la csümulación con bradicinina IOOnM se agregó Tri1ón X-100 al 1 % pum lisar las 
cll!JuJa..,. y así oblcncr la fluorescencia máxima; para Ja Ouorcsccncia mínima se adicionó CGTA 
~mM. 
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fihroblas1os Ra1-J1a18 se estimularon con bradicinina IOOnM. Se midió la conccnlración de 
calcio intracelular a partir de la fluorescencia emitida por el Fura-2 . Lu csrimuJución con 
bradidnina produjo un aurncnlo en Ja concentración de calcio de hasla cuatro veces el basul . El 
nivel basal original de calcio no se recuperó dcspuc!s del estimulo. Se presenta un trazo 
rcpresenralivo. 
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F/6. 12. lalliJHcld,. 1111 ,.freto "' la brddú:i11il'IO rn la ronc,nlroción dr calcio intnzc•lular. 
Se midió la concentración de calcio intracelular de los fibroblastos. Se adicionó Hocl40 
(antagonista B 2JJµ.M a los 60 segundos de incubación: posteriormcnle se ni.'Tcgó bradicinina 
IOOnM. El Hoc bloqueó el efecto de dicha honnona en su lolalidad. Se presenta un traLo 
representativo. 
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• BradicirOna 

V' Kúlm 

9 des-Ari'- BK 

Fis.l.J. Ef,cto d• la bratlk¡,.¡,.. y agonútas sel,cri..,os rn la coru:entraci6n de cakio 
btu.crl.Jar. Los fibroblaslos Rat-1/a18 i.c cstimulnron con concentraciones crecientes desde 
O.OlnM con Bradicinina CAgoni,;ta B:z>>B 1 ). Lyi.-BraJicinina o Kalidina (Agonista B:: > 8 1) y 
Des-.Arg9 -Bradicinina (Agonista 8 1). Se midió la conccntl"ación de calcio mediante la 
fluorci.ccncia emitida por el quclante Fura-2. La EC~ se calculó en 56.1 nM para la 
bradicinina y en 45.8 nM para la Lys-Brndicinina o kalidina. Están representados los 
promedios con el crTor estándar de cuando menos tres experimentos independientes. El ajuste 
de la cuf"Va se hizo con la ayuda del programa GraphPrism 2.0lmcdiantc la aplicación de un 
anlilisis de regresión no linear con una curva sigmoidal Josis-rc-.pucsta . 

41 



Por el contrario. la des-Arg"-BK (Agonista 8 1), no tuvo sino un efecto muy bajo sobre la 

concentración de calcio en estas células (triángulos llenos en la Fig. 13). 

El ef"ecto producido por la bradicinina y kalidina se bloqueó con antagonistas selectivos. El 

Hoe 1 µM eliminó completamente el aumento en la concentración de calcio intracelular provocado 

por 100 nM de bradicinina (Fig. 12). Ambos antagonistas B 2 : Na.-Adamantaneacetyl-D-Arg-[Hyp3, 

Thi'·•· D-Phe7 ]-BK y Hoe140 provocaron una disminución notable en el efecto de la bradicinina de 

manera dosis dependiente. Se encontró que el Na.-Adamantaneacetyl-D-Arg-[Hyp3• Thi'·•· D-Phe7
]

BK fue menos potenle que el Hoe 140 (cuadros y circulas vacios en la Fig. 14, respectivamente). El 

primero no logró bloquear totalmente el efecto, incluso a concentraciones de 1 µM. mientras que el 

Hoe 140, a dicha concentración. bloqueó el efecto en su totalidad. 

La concentración a la que el antagonista bloquea la mitad del efecto inhibitorio mcix.imo que 

tiene sobre el agonista se conoce como 1Csu (Dosis inhibitoria 50). Esta se calculó en 50. I nM y 

9.87 nM para el Na.-Adamantaneacetyl-D-Arg-[Hyp3
, Thi'·"· D-Phe7 ]-BK y el Hoe 140, 

respectivamente, por lo que éste demostró ser aproximadamente un orden de magnitud más potente 

que el primero. Asimismo, se calcularon las constantes de inhibición (K;) para estos dos 

antagonistas de los receptores 8 2 . Esta constante se calcula dividiendo la ICso por 

1 +[agonista]IECso y refleja la afinidad del antagonista por el receptor. Los valores obtenidos fueron 

de 18 nM para el Na.-Adamantaneacetyl-D-Arg-[Hyp~. Thi'·"· D-Phe7 ]-BK y 3.54 nM para el Hoe 

140, lo que significa que este antagonista es más afio al receptor que el Na.-Adamantaneacetyl-D

Arg-[Hyp3. Thi'·•· D-Phe7 ]-BK (Fig. 14). Los antagonistas 8 1 empicados en el trabajo fueron 

menos eficientes en el bloqueo de la actividad de la bradicinina. La aplicación de 1 µM del des

Arg10-Hoe 140 logró disminuir el efecto de la bradicinina hasta en un 28.:4o/o. Por su parte, la des

Arg9-Leu•-BK no tuvo ningún efecto sobre la actividad de la bradicinina (Fig. 14). 
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F/6. 14. Bfa9Mro drl l'frcto dr brodü:inina pur anlQRt>ni.su:u srlrcti•·11s B 1 y Br Loi. fihn1bloi:o.los 
se prcparW'"on de acucn..lo con Jo dc!>crilo en 1'.falcrial y MCIOOos. Se m.Jicionú el •&ntag•ini:o.W 
selcclivo y 45 segundos después !>C agregó hradicinina IOOnM. Los an1agonis1¡¡s Na.
Adamantancat:ctyl-0-Arg-CHypl. Thi'.11. D-Phc'J-BK (0J. H~J·HJ (0J. dc1>-Ar~'º-Hclel40 <•J y 
dcs-Arg9-Leu 11-BK <•> se aplicaron a conccn1ruc1oncs crccicnlcs para nbtcncr unól cun•:.t de 
inhibición. Se calcuhuan ra ... IC"O en 50.1 nM y 9.87 nM para d Na-Ada111an1ancacc1yl-D-Ar~
f Hyp\ Thi·'1· 11 · 0-Phc7J-BK y el Hn&:J40 (AnlOc1goniMui. D.:.J rci.fl('cln.'i.Uncnlc. Adcrmh. "e 
calcularon las constanlcs de inhibición <K,> en IHnM y 3.5-lnM p<tra Jo ... n1i:o.m<1.., cumpuc!<tlu!<t. Se 
repn:senlan Jas medias con el error C!<tlándar de al meno.,; trci. cxpcrimcn111.,, indcpt:ndienh..... El 
.uju:>lc de lo curvu se hi1:0 con Ja ;1yud<1 del programa Gn1phPr1 .. m :?.Olmcdranh..· J.1 itplrca~uin de 
un anáJisis de regresión nu hncar ~on una curva !1olgmu1daJ doM1'·rei.puci.w . 
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De manera similar. cJ ctCc10 de fo kalidina ( 100 nl\.J) tambic!n se bloqueó comple1amenrc al 

adicionar 1 µl\.·f de 1 foe J .JO; de este mcns;ijcro sólo se probó Ja concentración má"Cima para 

bloquearla con eJ 1-foe / .JO (F1g J 5) 

Con eJ fin de llevar a cabo un an.alisis mas preciso. se calcularon las pendientes de 

eslimuJación producid<1s por Jos u.gonisrns Es!n se hizo ob1eniendo Ja pendiente de Ja curva 

medianfe la relación <y;o - yi)/(:'1:2 - . ...:,) cn!rc el punto anterior a la estimulación y el punto del pico de 

del aumento en Ja concentn1ción de calcio Hubo una relacion directamente proporcional entre Ja 

concemración del agonis!a y Ja pendiente de cstimuJac1ón desde 1 nM hasta J µM. este 

componamiento se obscrvt'> sUlo para la bro:1dicinina y la kalidina. La des-Arg9 -BK no presentó 

ningún cambio, ni siquiera t!'n las conccnrrncioncs mas airas ya que. de acuerdo con los resultados 

anteriores. no se produjo ningún incremcnro en Ja concentración de calcio al adicionar este péptido 

(Fíg. 16) 

Las ct!lulas estjmuladas con bradicinina sólo regresaron a los niveles originales de calcio al 

ser estimuladas con concentraciones ba_ias de los pepridos (entre O. J nM y JO nM); conf'orme fue 

aumentando la concentración del agonista. la diferencia entre Ja meseta de estabilización posterior a 

Ja movilización de calcio y el basal original füe creciendo Esre componamiento se observó 

solamente para Jos agonistas li;o. en cambio. cun Ja des-Arg''-BK no se presentó ninguna diferencia 

debido a que no produjo incremento significativo en Ja concentración de calcio intracelular (Fig. 17). 

Por otro lado. fo brndicinina ( IOU n:'\1) y Ja k.:tlidina ( 100 nl\.f) provocaron incrementos en Ja 

producción de fosfatos de inositul en los fibrobfostos Rat- l/ct. 11t. El efecto f'ue ma_vor en Ja 

producción de inositol fosfato (11' 1 ) y de inositol 10.J-bisfosfaro (IP2 ); no hubo dif'ercncias en la 

producción de inositoJ J ...J.5-rrísfosfoto i..·mn: los basales y las células estimuladas con Jos pc!ptidos 



c=:J Kalidiro 

- Kalidiro + tt>e 

Kalidina + Hoc 

F•6· IS. BllHIU'u MI ,f,du pro,,oc#Ulu por la lrlÜlllina rn la c1mcrnlraeiún dr cuido intracrlulur 
con Harl<ID. La_<;; c¿lulas Rar-l/a:18 fueron es1imuladas con kalidina (Lys-BraJidnina) 100 nl\.J en 
presencia y aui.encia del an1agonista selectivo 8 2 Hocl40 ( lµMJ. El cfcclo de la kalidina i.c bl(Xjucó 
en presencia de dicho antagoni:i.ta. Se prcsenlan los promedios y el error ei.lándar ohrcnidos en tn:s 
rcpcricioncs. 
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1 
tl • 

Pendientes de esdnallación 
Agonistas 

-11 -9 -7 -5 

__..... Bradicinina 

-D · Kalidina 

~ dcs-Arg9 -BK 

Fls. 16. l>asü "'IW""'ncia de las rndienles de rstimNlacl6n provucadas p11r agonistas. Se 
cl!>timulnron las célulo.s Rat- l/a.10 con concentraciones crccicntc:s de br.1dicinina <ngonb.ta Bz>B 1 J 
kalidinu (agonista B 1>82) y dcs-Arg9 -BK (agoni!>ta 8 1). Se calculó la pendiente de cstimuh1ci<in 
dado por- las diferencias en la conccOlración de calcio inlrm:elular en el ticmro antes y Jcspués Je 
agregar la hormona. A concentraciones mayores la rendicntc de cs1imulución fue mayor pura In"' 
agonistas 8 2 ; !>in embargo. no hubo ninglln cambio pura la dc!>·Arg<a-BK. Se muestran lo"' promedio:. 
y crTor estándar de cuando menos tres repeticiones. 

---·-···---·---·---- --- -·- -------------·-- - ··--·------- .. --- ---- - -------·· 
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Diferencia entre el basal y la 
meseta posterior a la 

esdmulación 

-10 -8 -6 
log [agonista] M 

~·dcs-Arg<.J-BK 
-9- Brudicinina 

F'•· 17. ll'cup,,-oclún "'los,.¡.,,¡,. 1-ua/,s di calciu lntracdulardr:.pu;s dr la r•titnulacitín. 
Se midió la com:cnti-ación de calcio intracelular mcdianrc la nuon:i.ecncin cmitid:1 por el quelantc 
Fura -2. Se calcula,-on las diferencias cn1r-c dicha concentración anlc.!io y dC!>pUé!i. de agregar 
bradicinina (agoni:.ta 8 2>>8 1) y dcs-Argo;i·BK (agoni!>ta B 1J a conccntradoncs crccicntc!o. La' 
célul~ regresaron a la concentración original de calcio intracelular cuando íucrnn cstimuhufas 
con dcs-Arg9 -BK o con concentraciones pequeñas de hradicinina; una vez c!>limulada!> con 
bradicinina IOOnM o lµ.M no i.e rccupc:ró el nivel bai.al onginal. Se muci.tran los prnnu::d1oi. y 
crrorc"' estándar de cuando meno!> tres n:pcticionc!>. 
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75 

25 

o 

Perftl de elución de los rosratos de 
lnositol 

s 
Fracción 

---Basal 
-o- BK 

25 

Fi•· 111. P,rf"d dr rl111:ió1t dr los fosfalos dr inosilul. Se cslimuluron la!> células Ra1-J/a18 con 
JOOnM de brudicinina y se scrararon el IP1• IP2 e IP-' por cromalngrafia de intercambio uniónicu. 
El efecto fue mayor en la producción de inoi.itol fosfato (IP1> y de inosi1ul l ,4-bii.fosfoin CIPl); no 
hubo diferencias en la producción de ino!'loltol 1,4,5-tl'"i:o.fosfalo entre lui. basalc~ y Ja. .. célulai. 
estimuladas con ha hormona. Se prcs.cntan los daros de un experimento rcprcscntauvo. 
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=Elosal 

=1-h: 

-BK 
~BK+H:Je 

=Kal 
E:S§SJKal+H:Je 

FI•· 111. E;f"rclo dr la IHwd;c;,.;- y lcalidi- '" la prtNIMcción dr fu$falmt dr in11si111/ tt~lalrs. Se 
estimularon la'i células con hradicinana ( IOOnM> y kalidina ( IOUnM) en rrc!>cncia y 11u"'cnc1a de lµf\.-1 
de Hoc 140. Se muestra la produ..:ción de íosíatos de ino!>itol totales. C!> decir, la :.urna de la!. 
fracciones concspundicnlc!> a cada uno de ellos. El incremento en la rrudu1;ción de Ío!>fatos de ino!>ilol 
(IPI" IP2 e IP:.) fue significativo e•> para la hradicinina y la kalidina (('<0.0CJ3 y p<0.001, 
rcspcctivamcnlc). La hrad1cinina provocó un efecto del .35% micn1ras 'IUC la kalid1na incn:mcn1ó la 
producción de inositolcs en un 32% respecto ul basal. El antagonista B2 Hoc 140 hlcxiucl'• el cfcclo 
producido por umbus péptidus. 
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(Fig. 18). Esto se debe u que el litiu adicionudo a las cClulas bloquea a la monofosfatasa del IP 1 

f"avoreciendo su acumulación y evitando l;:1 producción de innsitol_ El IP1 se degrada en IP.;- y este a 

su vez en IPi(Fig 4) Las drforcncias ubscn:udas en la producción de IP 1 e IP2 reflejan, en c1cna 

medida, las diferencias pru't. ucad.as en l.1 producción de IP1 Estas diferencias se bloquearon con 

Hoe 140 (no se muestran lus datos) 

La bradicinina ( 1 00 11!\1) y la kalidin.a ( 100 nM) provocaron un incremento significativo en la 

producción de fbsfatos de inosilol totales con respecto al basal de acuerdo con la prueba de / 

pareada (p<0.003 y p<0.001, respectivamente) La bradicinina (2878.53 ± 274 5 DPM. 11=7) 

provocó un ef'ccto del 35~0 sobre el basal (::! 1 J::!. 3 ± ó0.48 DPM. 11= 13); mientras que Ja kalidina 

incrementó Ja producción de inositolcs en un J~<J·<, (2810.5 J ± 174.5 DPM. 11=7) Dichos efectos 

fueron bloqueados con 1 i.11\·J cÍd aruagonista Hoe 140 (Fig. 19) Las células Rat-l/a.1u expresan 

receptores a endotelina acopl;:1dados a la ..._ ia de recambio de tbsfoinosítidos y a Ja movilización de 

calcio. por Jo que se empleo cndotclina ( 1 ni\.1) como control positivo~ cs1a hormona incrementó los 

fosf'atos de inositol en un l..JO~Q (no se muestran los datos) Es interesante mencionar que se obtuvo 

una correlación semeJaiUc con los efectos sobre el calcio intracelular Esto es. la endotelina 

provocó un mcrernento en la conccntrni.:ton intracelular de csh: ion de hasta ocho veces el basaJ, 

equivalente más o menos al doble del efecto provocado por la bradicinina Asi pues. la endotelina 

provocó efectos celulares. tanto en la concentración de calcio como en Ja producción de fosfatos de 

inositol. de mayor magnitud que Ja bradicinina 
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1 VII. DISCUSIÓN. 

Las cininas actúan principalmente mediante dos tipos de receptores· 8 2 y 8 1 • Los receptores 

de bradicinina está.o acoplados a diferentes vías de transducción de acuerdo con Ja linea celular 

Frecuentemente están acoplados a la tbsfolipasa C (PLC); ésta provoca un incremento en la 

producción de IP~ y DAG que, a su \.'CZ, tiene un efecto en la concentración de calcio intracelular y 

en la actividad de la protcina cinasc1 C (PKC). Algunas clonas de las células Rat-1 expresan 

endógenamente receptores de bradicinina (Quitterer el ul. J 995 ). sin embargo, en estudios de 

cinética de asociación se ha visto que otras clonas de esta linea celular no contienen cantidades 

detectables de receptores (Prado et al. 1997) o que el número de receptores por célula es de tan 

solo 4000. por lo que responden débilmente a la bradicinina (Roberts y Gullick. 1989). El número 

de receptores aumenta con la transfc1.:ción de vectores que contienen genes como rus y dhl (Robens 

y Gullick. 1989, Srivastava 1.-•/ a/ l98ó) La sintcsis de receptores de bradicinina se incrementa por 

exposición a la toxina de cólera, a la forskohna y al AMP ciclico (Dixon, 1994) Con el objeto de 

determinar los efectos de la bradicinina en las celulas Rat-1 transfectadas con el receptor adrenc!rgico 

a.in se midió la movilización de calcio intracelular y la producción de f'osfatos de CHJinositol. 

La bradicinina provocó un aumento en el calcio intracelular de hasta 4 veces el valor del 

basal incrementando la concentraciun de estos iones en 300 n~1 CFig. 1 1 ), mucho mayor al efecto 

reportado por Quitterer y cols en las cClulas Rat-1 silvestres ( 1997). La diferencia entre los dos 

tipos de células es la transfc:cción del n:ccplor cxm. es probable que la respuesta haya sido mayor 

debido a la presencia de dicho receptor La kalidina también presentó el mismo comportamiento 

El aumento de calcio intracelular puede deberse a dos factores: por un lado. la liberación de 

los companimcntos intracelulares (rcuculo cndoplasmil.tico) y por otro. la entrada de iones a través 
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de canales de la membrana plasmática. La estimulación de la fosfoJipasa C provoca un cambio 

bifásico en la concentración de calcio intracelular, el primero es un pico de cona duración, resuJtado 

de la liberación de calcio del retículo; el segundo es una fase en meseta de larga duración que refleja 

la entrada de iones a través de la membrana; en fibroblastos, la bradicinina es capaz de aumentar la 

concentración de calcio mediante los dos mecanismos (AbdAlla et al, 1996), no obstante, la entrada 

de iones calcio ocurre en las células en proliferación (AbdAJla et al. 1996). La regulación honnonaJ 

del contenido total de calcio en la célula depende de Ja línea celular (Quitterer et al, J 995); Ja 

bradicinina es capaz de disminuir el contenido de calcio celular en fibroblastos al inducir la liberación 

de calcio del reticulo endoplasmñtico (AbdAlla el al. J 996). Esto ocurre debido a que el estímulo 

provocado por la bradicinina es Jo suficientemente grande para sobrepasar el umbral de activación de 

las bombas que expulsan calcio de la célula. Dichas bombas se activan y el resultado neto entre la 

salida de iones del retículo y Ja salida de iones hacia el exterior provoca una disminución en la 

concentración celular de calcio. (AbdAJJa e'"'· 1996). 

Por otro lado, el agonista B 1 des-Arg9-BK no tuvo efecto en la concentración de calcio 

intracelular (Fig. 13). El receptor 8 1 es de 1 O a 50 veces más afin a Ja des-Arg9-BK que a la 

bradicinina (Dray y Perkins. 1993 ). Asimismo, el efecto producido por la bradicinina y la kalidina 

fue bloqueado completamente por el antagonista selectivo 8 2 , Hoc I 40 (Figs. 13 y 14 ). El Hoe l 40 

se dcsarroU6 como un antagonista B2 muy potente y con resistencia a la degradación proteólitica 

(Bao el al, 1990). De acuerdo con Ja farmacología típica de Jos receptores de bradicinina. estos 

datos indican que el receptor presente en las células Rat-1 /a.m penenece al tipo 8 2 como el ya 

reportado. Otro antagonista especifico B:i:. el Na.-Adamantaneacetyl-D-Arg-[Hyp3
• Thi'·11

• D-Phe7
]

BK., también bloqueó el efecto de la bradicinina; no obstante. se encontró que fue aproximadamente 

un orden de magnitud menos potente que el Hoe 140 (IC5o=50. t M1 y 9.87 nM respectivamente). 
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Experimentos in viva llevados a cabo en rata mostraron que el Hoe 140 es J orden de magnitud mas 

potente que el Na.-Adamantaneacetyl-D-Arg-[Hyp~. Thi~·"· D-Phe7]-BK en el bloqueo del efecto 

hipotcnsor de la bradicinina sobre la presión anerial (Bao et ol. J 991 ). A su vez. el antagonista B 2 

D-Arg-[Hyp3
, Thi'·'· D-Phe7 ]-BK resultó ser un orden de magnitud menos potente que el Na

Adamantaneacetyl-0-Arg-[Hyp:;. Thi~·"· D-Phe7]-BK (no se muestran Jos datos). también de acuerdo 

a lo rcponado por Lammek y cols. (l 990) 

Los antagonistas 8 1 des-Arg1t'-Hoe 140 y des-Arg9-Leu"-BK. prototipos de antagonistas B 1 

(Dray y Perkins. 1992; Winh t.!1 al. 1991; \Virth t.!t c.11. 1995). no tuvieron efecto significativo sobre 

el incremento en el calcio producido por la bradicinina; estos datos confirman que Ja bradicinina 

ejerce sus efectos en es1a linea celular via re,.;eptorcs B 2 . 

Dentro de los datos analizados. tambiCn se calcular·on los cambios en la pendiente de 

cstimulación~ estos valores fueron aumentando conforme aumentó la concentración de bradicinina y 

kalidina. La des-Arg9 -BK no provocó ningún cambio debido a qUe no tuvo ningún efecto en la 

concentración de calcio intracelular. Esto significa que Ja respuesta de la célula es más rápida y mas 

pronunciada mientras mayor es la concentración de hormona aplicada. Estos datos confirman que el 

efecto de la bradicinina en estas células se media a través de un receptor B2 y no B 1 . Posterior al 

pico en el aumento del calcio intracelular se sigue un periodo de recuperación, dicho proceso duró 

alrededor de 1 minuto para todas las concentraciones y péptidos analizados (no se muestran Jos 

resultados). El tiempo que tarda la célula en alcanzar la meseta es, en células Rat-1 para Ja 

bradicinina, de entre 60 y 80 segundos (Quitterer et al, 1995). es decir, tanto las células Rat-1 

silvestres como las Rat-1 transfectadas con el receptor etrn presentan el mismo promedio de tiempo 

de recuperación. 

La estimulación por parte de Ja bradicinina puede inducir la entrada y saJida de iones de 
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calcio a traves de la membrana plasmática (AbdAlla ,., ul. 1996). en las células Rat-1. cuando la 

concentración de calcio cx1raceJular es 1 8 m/\f (niveles fisiológicos). Ja entrada de iones de calcio 

es mayor a su salida y por lo tanto hay un 111crcmento neto en la concentrac1on intracelular de calcio, 

este proceso puede ser responsable de que la~ células estimuladas con concentraciones altas de 

bradicinina no recuperen Jos ni veles originales de calcio en el citoplasma Sin embargo. no se 

estudió la entrada o salid.a de iones a tra,és de canales de membrana por lo que no se puede afirmar 

nada al respecto 

Con el objeto de caracterizar parte de la via de transducción activada por el receptor 8 2 se 

cuantificó Ja producción de fosf"aros de {lHJinositol. La producción de fbsf"atos de inositol se 

incrementó en las ce/ulas estimuladas con br.adicinina y kalidina; no obstante, se obtuvo un ef"ecto de 

menor magnitud con respecto al basal que el provocado en la concentración de calcio intracelular. 

Dicho cf"ecto ti.Je bloqueado completamente por el Hoe 140. Estos resultados muestran que la 

producción de tOsfatos de inosir ol esta mediada tambiCn via receptores 8 2 en los fibroblastos Rat

J/a.m. 

En consecuencia. podemos afirnmr que el receptor B;? de bradicimna está acoplado. en esta 

línea celular. a la fosfolipasa cp mediante la activación de una proteína G La producción de 

fosfatos de inositol resultado de la cstimuJaciOn con bradicinina ha sido asociada en varios sistemas a 

diferentes tipos de prutein.as G. en cclulas 5,\iss3T3. así como en celulas de músculo liso de arteria 

de conejo. la produccion de fosfotos de inosnol por la estimulación del receptor 8 2 está acoplada a 

una proteína G inscn:.ible- a toxirrn penu:-.sis t Burch y A.xelrod. J 987; Trapea et al. 1 992). En células 

MDCK, sin embargo. la PLC está acopluda a una proteina sensible a toxina pertussis G,1011 (Panilla 
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el al. 1988); en este ca~o. se sabe que d responsable de activar a la PLC es el dímero llY de la 

proteina G, o G., (Carnzzi t!I al. l 993 > En esta tesis no se analizó el tipo de proteína G involucrada 

en la transducción de sc1)alcs. dd receptor U.,. 

Por orro lado. Ja nctivaciUn de la PKC por el DAG en respuesta a la estimulación de 

bradicinina puede pro .. ocar ht activación de un !'isrema de cotransportc Na"/K"/CJ" implicado en la 

mito,genesis de fibroblastos (1-fichami el uf. J 996) o la cstimulaciún de Ja fosfolipasa D (Pyne y Pyne. 

1994}. 

Se han identificado los residuos del receptor Bi rt:sponsablcs de la activación de la vía de 

recambio de los fostbinosítidos (Tyr 1J1 ), t.Juc son también importantes para la internalización del 

receptor (Prado t.•1 u/, 19971 

Jn 1•fro, la kalidina es dos veces mits potente que Ja bradicinina (Reg;oli y Barabé, 1980). no 

obstante. ambos péptidos tuvieron un cfocto muy parecido en los dos parámetros metabólicos que se 

midieron y las ECsu para el efecto en la concentración de calcio fueron también muy similares (45 8 

nl\.f y 56. 1 nM. i-esepectivamenle). En otras líneas celulares la kalidina y bradicinina estimulan un 

incremento transitorio en 101 producción de IP1. IP;.- e IP1 dependiente de la concentración~ dicho 

ef"ecto constituye hasta tres veces el "alar del basal para IP 1• siendo mayor el efecto de Ja kalidina 

que el de la bradicinina (Tropea t.•t ul. J9lJJ) El efocto obtenido para las cClulas Rat-1/a.ut es mas 

pequefto: Ja magnitud del efecto puede- variar de acuerdo con la linea celular. 

Los resultados obtenidos muestran que Jos tib.-oblasto.s Rat- J transf"ectados con el receptor 

adrenérgico a.m responden a bradicinina aumentando la concentración de calcio intracelular y Ja 

producción de fosfi1tus de 1110~1101 Este c:JC-cto está mediado por receptores que. 
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farmacológicamente. corresponden al tipo a__. 

Lograda la carac:tcn...,;:1cion farmacológica y funcional del receptor de bradicinina presente en 

esta linea celular. uno de los objcthu~ siguientes es determinar si hay una regulación del receptor 

ctrn por pane del receptor n__. de brml11 . .:inim1 en esta linea celular El tipo de proteína G involucrada 

en la transducción. el número de receptores presentes. si se trata de un receptor tipico. el subtipo de 

receptor son preguntas que rnmbic!-n requieren de t!'Xperimentacii:>n poslerior 
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1 VIII. CoNcLus10/'iEs. 

Las células Rat-1 tran~tCctadas con el receptor adcncrgico ctru respondieron a la est1muJac1on 

con bradicinina elevando la conct!ntración de calcio imracclular e incrementando Ja producción 

de fbsfatos de inos1tol 

La bradicimna y 1<1 kal1d1na IU\.icron efecto~ similares y pnnocaron un aumento en el calcio 

intracelular de hasta -1 veces el \·alor del basal que fUe bloqueado por el Hoe 140 

Por otro lado. la respuesta de la celula es más rit.pida y mies pronunciada mientras mayor es Ja 

concentración de hormona aplicada 

Los datos. de acuerdo con la tiumacologia llpica de los receptores de bradicinina. indican que 

estas celulas expre~an el tipo de receptor B;?, y es este receptor el que media los ef'ectos 

producidos tanto en ht concentración de calcio intracelular como en la producción de fosfatos de 

inositol 

El incremento en Ja produccion de fbsfotos de inositul :-;ugicrc que el receptor B.! está acoplado. 

en esta linea celular. a una fostblipasa Cf3 mediante la activación de una proteina G. De acuerdo 

con los datos reponados para otras lineas celulares. es probable que la proteína G 1mphcada en 

este proceso sea insensible a loxina pcrtussis. sin embargo. cualquier afirmación aJ respecto 

requiere de experimentación posterior 
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