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' 1. RESUMEN.

La bradicini es un o de accion local, sintetizado dle novo a partir de los

kininogenos en sitios donde ha ocurrido daiio tisular. En estos sitios participa en las respuestas
inflamatorias agudas activando diversos procesos celulares. Ademas, la bradicinina es reguladora de
la presion y el flujo sanguineos: actia como agente hipotensor a nivel periférico e hipertensor a nivel
central;, asimismo, regula las funciones renales y promueve la permeabilidad vascular originando
zonas de edema.

La bradicinina ejerce su accion mediante dos tipos de receptores acoplados a proteinas G: el

Estos receptores estan acoplados a diferentes vias de transduccion dependiendo de la

B: y el By.
Asi. por

linea celular y la respuesta que inducen, aun dentro de una misma célula, es diversa,
ejemplo, los receptores B> estan acoplados a la PLC y a la via de recambio de fosfoinositidos en
células de ridn MDCK, en células de musuclo liso DDTIM+-2 y en células endoteliales de bovino
(Portilla et af, 1988; Gerwins y Freetholm, 1995; Smith e¢r a/, 1995);, a la PLD en células de musculo
liso (Gerwins y Freelhol, 1995), y a la PLA: y el metabolismo de acido araquiddnico en fibroblastos
Swiss 3T3 y en neuronas de rata (Burch y Axelrod, 1987; Gelperin er e/, 1994). Asimismo, inhiben
la actividad de la adenilato ciclasa en células musculares de colon e ileon en cuyo (Hasler er al,
1995; Liebman ¢f al/, 1995) y promueven la actividad de la MAPK en miocitos (Clerk ¢/ a/, 1996).

dicini también vasia dependiendo de la linea celular

La expresion de los receptores de br
es y su funcién en otras

(Quitterer er a/, 1995), por lo que el estudio de la pr de estos r P

lineas celulares como las Rat-1 cobra importancia.

Con el objeto de determinar los efectos de la bradicinina en las células Rat-1 transfectadas
con el receptor adrenérgico ocun, se midieron los cambios provocados por dicha hormona y otros

agonistas en Ja concentracién de calcio intracelular y en la produccion de fosfatos de [*HJinositol




La bradicinina y la kalidina provocaron un aumento significativo tanto en la concentracion de calcio
intracelular como en la produccion de fosfatos de inositol. Ambos efectos fueron bloqueados
completamente por el antagonista selectivo B, Hoe 140 por lo que se concluyé que esta linea celular

expresa el receptor B; y esta acoplado al recambio de fosfoinositidos y a la movilizacion de calcio;

este a lami > ocurre probabl a través de proteinas tipo G, y de una fosfolipasa C tipo f3.




r I1. INTRODUCCION.

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

céluia recibe un estimulo hasta que los efectores logran una respuesta celular; por tanto, constituye
una parte integral de los fenédmenos de comunicacion celular. Los rcceptores son las moléculas
responsables del contacto funcional entre la célula y el exterior. La tesis que a continuacion se

expone esta incluida en el objeto de estudio de la transduccion de sedales.

l I1. 1. COMUNICACION CELULAR.

La comunicacion celular es un proceso indispensable para la integracion fisiologica de los
organismos multicelulares. Participa en la regulacion del desarrollo y la organizacion de los tejidos,
en el crecimiento y la division celulares y en la coordinacion de diversas actividades (Alberts 7 a/,

1994). Una célula puede responder a estimulos del medio gracias a la accidn de moléculas que
transmiten sedales, estas moléculas incluyen hormonas, factores de crecimiento peptidicos,
diadores hidrofobi Una vez que estos transmisores se unen a los

neurotransmisores y
di una o mas sefales intracelulares se generan y alteran el

receptores corresp

comportamiento de la célula blanco.
Existen tres tipos de comunicacién celular de acuerdo con la distancia que recorren los

0s antes de al su bl : endocrina, paracrina y autocrina (Fig. 1). La primera ocurre

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

o actua sol. sobre un conjunto de células contiguas; finalmente, en la

segunda, el
comunicacion autocrina las células responden a sustancias que liberan ellas mismas (Darnell er al,

1993).

i entre ellos: (a) mediante la

Las células utilizan diversos i para




#) Comuaicacién endocring

Receptor

«) Comunicacidn sutocrina
.

Células blanco lejanas

b) Comunicacién parscrine

Céluln secretors Céluls blanco sdyucente

Fig. 1. Tipos de comunicacidn celular de con la di; ue el

. La i i6n endocrina (a) requicre que haya transporte de la hormona a
wravés de la sangre, por lo que cubre bl i La i i6n a nivel local se
conoce como paracrina (b), los mensajeros suclen tencr vida media corta. La
comunicacidn autocrina (¢} estd implicada ¢n la autor lacién de 1a célula, ¢s decir, ésta

r dea pr i por clla misma.




secrecion de sustancias quimicas dirigidas a otras células que se encuentran a cierta distancia,

2D

Célula blanco
adyacente

b) Antigeno

Cdlula sccretora Anticucrpo

Membranas plasmiiticas

c)
Unioncs /
cclulares
Fig. 2 i de i . La i i celular puede darse dc varias
a) i Ia de i; imi irigi a otras células. &) por medio de
unidas a la tal cs cl caso de los anticucepos y los antigenos, ¥ ¢)
por medio de uni quc en los citopk; (uni tUpo ‘gap*).

(b) por medio de moléculas unidas a la membrana plasmatica que influyen sobre otras células al
hacer contacto fisico con ellas y (c) mediante la formacion de uniones celulares - tipo gap - que

» los citopl s (Alberts ¢r al, 1994, Fig. 2).

i en
Las hormonas pertenecen a uno de los tres grupos de sustancias que pueden ser secretadas

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



transportadas a través de la corriente sanguinea, por {o que actiian sobre un gran nimero de ceélulas
Los otros dos grupos las constituyen, por un lado, sustancias que tienen un efecto local debido a
que son rapidamente degradadas y. por otro, neurotransmisores, que actian solo sobre la célula
adyacente (Alberts er al/, 1994).

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

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

. 2. MECANISMOS DE COMUNICACION: VIAS DE TRANSDUCCION, ]

Se denomina transduccion a la serie de procesos que ocurren desde el momento de la
interaccion del mensajero con la célula hasta la produccion de las acciones o efectos especificos
celulares. Las vias de transduccion son variadas y constan de varios elementos: los receptores. los

acopladores, los efectores y los segundos jeros. Exi vias de tr d

ion en las que solo
participan algunos de estos elementos.
Los receptores son proteinas que confieren a la célula la capacidad para responder a una

sefial extracelular b

peci Hay r ptores de ana e intracelulares. Los receptores se unen
a los mensajeros quimicos liberados por otras células. En consecuencia, llevan a cabo un cambio
funcional que provoca una secuencia de eventos biofisicos y bioquimicos que conducen a un efecto
sobre la secrecion, la contraccion, el metabolismo o el crecimiento. La interaccion entre el ligando y
el receptor se lieva a cabo en dos fases, la primera o de ocupacion ocurre cuando el ligando se une
con el receptor y 1a segunda o de activacion es el cambio funcional que dicha unién provoca en el

receptor.

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

proteinas G son moléculas acopladoras por excelencia, son encargadas de conducir el mensaje

desde ¢l receptor hacia varios tipos de enzimas entre las que figuran la adenilato ciclasa y la
fosfolipasa C
Las moléculas efectoras son activadas por las moléculas transductoras. son enzimas que

también se consideran como efectores

actuan sobre un sustrato para producir segundos mensajero.
algunos canales iOnicos cuya permeabilidad se modifica bajo la accion de algunas proteinas G

Los segundos mensajeros son producto de la activacién de las moléculas efectoras y actuan,
a su vez, como efcctores alostéricos capaces de modular la actividad de proteinas especificas que
convierten una serie de sustratos en terceros mensajeros y asi sucesivamente. Asi pues, la regulacion

uye una parte indispensable del mecanismo de

de las concentraciones de estos mensajeros cons
transduccion.

Todos estos elementos participan en el proceso de comunicacion intercelular, una manera de
enumerar los sucesos que ocurren en éste es la siguiente:
1. Una célula emisora manda un mensaje mediante la secrecion de sustancias quimicas.

Estas moléculas emitidas son captadas en la célula blanco por una molécula receptora especifica

»

que puede encontrarse en su superficie o en el citosol y a la que se unen con gran afinidad
3. Los receptores sufren un cambio conformacional.
4. Dicho cambio conformacional permite a los receptores la interaccion con una serie de moléculas

acopladoras.

Esta interaccidon activa a las moléculas acopladoras que, a su vez, actuan sobre moléculas

efectoras que produciran segundos niensajeros.

Los segundos mensajeros conducen a la activacion de moléculas como enzimas o factores de




transcripcion originando la respuesta celular al estimulo.
De acuerdo con el tipo de receptores, transductores, segundos mensajeras y efectores y con
las interacciones que entre ellos ocurran, se determinara la naturaleza de la respuesta. Estas

interacciones son las responsables de interpretar correctamente el mensaje

Asi pues, se han distinguido varias vias de transduccion de acuerdo con el tipo de moléculas

transductoras y efectoras involucradas L.os mas comunes se resumen de la siguiente manera:

1. Mecani. de 17 2/ on en los que el receptor esta acoplado a protcinas G, Esta via consta
de receptores, acopladores, efectores y segundos mensajeros. Aqui, una proteina G funciona como
adaptador y amplificador encargado de activar o inhibir una enzima que cataliza la produccion de un
mediador intracelular soluble que, ¢n si mismo, constituye una seal.

La union de la hormona con el receptor provoca un cambio en la conformacion de éste,
dicho cambio, a su vez. lo capacita para ut}irse v activar a la proteina G. Las proteinas G constan de
tres subunidades: o, By v. La activacion de la proteina requiere del recambio de GDP por GTP en
la subunidad a, este proceso cambia la conformacion de la proteina de tal manera que el dimero By -
el otro constituyente de la proteina G- se libera y tanto la subunidad @ como el dimero 3y pueden
modular la actividad de efectores. Finalmente, 1a propia proteina G, se inactiva hidrolizando el GTP

cn GDP con la consecuente liberacion de fosfato (/%) y se reasocia a las subunidades B y v (Alberts

ef al, 1994). Los efectores pueden ser enzimas como adcenilato cicl. fosfolip A, Cy D,

canales ionicos especificos para calcio, potasio o sodio y proteinas de transporte (Hardman y

Limbird, 1996).

En la Figura 3 se esquematiza una via de transduccion en la que el receptor esta acoplado a

v




Hormona

Fosfatidil inositol
3.8- bls!osfato

Receptor Fosforilacién
de protefnas
GDP celulares
Ca*++
Reliculo
P itico
Cﬂ’*
Fig. 3. Ejemplo de un i de 1 idn en el que el estd yplado a p

G. El receptor es estimulado por la hormona y sufre un cambio de conformacién que |e permite
unirse a la protefna G: la subunidad « (G,) estd unida a una molécula de GDP: al activarse, sc
sustituye éste por una molécula de GTP. G, se disocia de las subunidades By y tanto la primera
como el complejo son capaces de activar efectores. En cste caso, G, activa a la enzima efectora: la
fosfolipasa C (PLC). La protefna G sc inactiva a sf misma al convertir ¢l GTP ¢cn GDP + Pi y
rcnsoclar las subumdadcs By l:on G,,. La PLC acida sobre un fosfol(pido de membrana y libera 1,2-

icero! (DAG) e itol 1.4, s-u (IP;). E! DAG activa a la protefna cinasa C (PKC) y
¢l 1P, provoca la movilizacién de calcio del retfculo endoplasmdtico.
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Fig. 4. Ciclo de los fosfatos de invsitol y del diaciiglicerol.



la fosfolipasa C mediante una proteina G. La fosfolipasa C activa la via de recambio de
fosfoinositidos mediante la hidrolisis de una molécula de fosfatidilinositol 4.5-bifosfato (PIP2) que
resulta en la produccion de inositol 1,4,5-trisfosfato (1P.1) y diacilglicerol (DAG), esta via tiene como
cfecto el aumento en la concentracion de calcio intracelular y la activacion de la proteina cinasa C

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

de un gran numero de enzimas, entre ellas, algunas fosfodiesterasas y adenilato ] ATPasas de
calcio, asi como de la fosforilasa y la cinasa de la cadena ligera de la miosina (Alberts ¢7 a/, 1994)

En los casos donde la proteina G esta acoplada a la adenilato ciclasa, se produce AMP
ciclico; este nucledtido constituye un segundo mensajero de gran relevancia responsable de activar

otras proteinas como la proteina cinasa A (PKA).

Se han encontrado varios tipos de proteinas G que, segun se a los r ptores.

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

adenilato ciclasa, la Gi inhibe a la adenil icl. y abre les de potasio, la G, esta acoplada a la
fosfolipasa C, la G, a la fosfodiesterasa del GMP ciclico (Linder y Gilman, 1992). Algunas de estas
proteinas G se identifican debido a que pueden ser inactivadas por la toxina de la bacteria Bordetella

PUErIUSSIS.

Los receptores que estan acoplados a las proteinas G constituyen un grupo muy importante
que comparte ciertas caracteristicas en comun. Estos receptores conforman una superfamilia de
proteinas de membrana caracterizados por tener sicte dominios transmembranales hidrofobicos, cada
uno de ellos constituido por veinte a veinticinco aminoacidos, que suelen formar, al conjuntarse, un

ifi

sitio de union al ligando en forma de bolsa. Dichas protei son esp y juegan un papel

fundamental en la transmision de sefiales mediante la interaccidn con proteinas G heterotriméricas

Responden a una gran diversidad de agentes tales como analogos lipidicos, derivados aminoacidicos.



péptidos pequeiios y estimulos como la Juz o el olor
la estructura de a-hélice; los extremos del

l.os dc tr branales pres

receptor pueden tener una longitud variable; el extremo amino es extracelular y juega un papel
importante en la union de algunos ligandos, mientras que el carboxilo terminal es intracelular y es
importante en la interaccién con la proteina G

lLos receptores acoplados a proteinas G pueden ser glucosilados. palmitoilados v

La glucosilacion ocurre en residuos de asparagina situados en secuencias consenso y

fosforilados.
Imitoilacion esta asociada con el

lar; la

determina la distribucion del receptor en la
acoplamiento a la proteina G, y la fosforilacion ocurre en residuos intracejulares de serina y treonina
d ibilizacion del recep

por actividad de PKA o PKC y esta implicada en la

ston en los que el receptor presenta actividad de cinasa. Esta via no

2. Me A de ¢

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

cinasa que se activa mediante {a union del ligando y transfiere un grupo fosfato desde la posicion v
incluyendo el

del ATP hacia residuos de tirosina, serina o tr de protei celulares esp
e i ypr membranales y/o citosolicas. La fosforilacion y desfosforilacion son las

que regulan la actividad de las proteinas efectoras.

s en los que el recepror presenta alguna otra actividad enzimeitica.

3. A . de 1
Ademas de los receptores con actividad de cinasa existen otros receptores cuyo dominio intracelular

tiene actividad de guanilato ciclasa y es capaz de sintetizar GMP ciclico como segundo mensajero.
Este nucleétido es un mediador intracelular que puede modular las respuestas celulares y activar

di es de GMPc como la proteina cinasa G.

pr p




El receptor del factor natriurético auricular (ANF) es un buen ejemplo de este tipo de
receptores
Ademas, existen otras proteinas con dominios de union extracelulares al ligando que tienen

actividad de fosfatasa (Hardman y Limbird, 1996).

4. Me . v e 1r duccion en los que ¢l receptor ex un canal icwico. El receptor en si forma

un canal regulado por el ligando El receptor consta de varias subunidades que se unen para dar
forma al canal. En esta via no hay proteinas acopladoras. En células con propiedades eléctricas,

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

i dad

en las propi eléctricas 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 indole debido a la alteracion en la

composicion citosolica de iones como el calcio que pueden actuar como segundos mensajeros que y

desencadenar diversos procesos (Hardman y Limbird. 1996).

La intercomunicacion de vias de transduccién que en un principio se creian independientes es

-

un fendmeno comun. La intercomunicacion de estas vias ocurre la de pr

como cinasas (MAPK, PKC, PKA), fosfatasas (I, 2A) o segundos mensajeros (AMPc, GMPc,
DAG, calcio). Algunos ejemplos son la fosforilacion de los receptores a; adrenérgicos por la PKC
(Houslay, 1991) y de los receptores B adrenérgicos por la cinasa de tirosina del receptor de insulina

(Baltensperger er al, 1996).

Las vias de tr d ion de la bradicinina estan también inter: icadas con vias activadas

por otros receptores. Por ejemplo, en neuronas de rata, la bradicinina ejerce cierto efecto




antagonico sobre los receptores adrenérgicos ax provocando un incremento en la ICs, de la
norepinefrina (Fior y Fuxe, 1995). Asimismo, la estimulacién del receptor B: en gqueratinocitos
induce la fosforilacion en tirosina, dependiente de PKC, del receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR) estableciendo asi, un vinculo entre la activacion de un receptor acoplado a

proteina G (B:) y la modulacion del nivel de fosforilacion de un receptor para un factor de

crecimiento (Coutant ¢f a/. 1995). En las células Rat-1 transfectadas con el receptor adrenérgico

ouyn, la endotelina-1 provoca un incremento en la fosforilacion de dicho receptor (Vazquez-Prado ¢f

al, 1997).

' 11. 3. LA BRADICININA ¥ SU HISTORIA, —l

En 1909 Abelous y Bardier observaron un efecto hipotensor en el hombre, resultado de la
inyeccion via inlravcno‘sa de extractos de orina humana. Los trabajos de Frey, Werle y Kraut
condujeron, primero, al descubrimiento del mismo principio activo en el pancreas humano: la
kalikreina; posteriormente definieron a la kalikreina como una enzima que incrementa su actividad
al ser incubada con el plasma, con el cual reacciona y da origen a una molécula mas pequefa: la
kalidina. Afios mas tarde Rocha e Silva y cols. reportaron que la incubacion de la sangre con
tripsina liberaba una sustancia que provocaba una disminucién en la presion sanguinea y una
contraccion lenta en el intestino del cuyo. Este mismo grupo nombro al nuevo agente como
bradicinina, 1o purificé y determind su caracter peptidico. El estudio de los efectos de la bradicinina
se ha intensificado en las ultimas dos décadas gracias al desarrollo de antagonistas especificos de sus
Los agonistas son

receptores. Cabe introducir aqui los conceptos de agonista y antagonista.

farmacos que se unen a receptores fisiologicos y mimetizan los efectos de compuestos reguladores



endogenos. Por su parte, los antagonistas son sustancias capaces de unirse a los receptores pero no

mimetizan los efectos de los agonistas sino los bloquean.

Las cininas conforman un grupo de polipéptidos con estructura quimica y propiedades
farmacologicas similares. De ellas, las mas importantes son la bradicinina (BK), la lisil-bradicinina o
kalidina (Lys-BK), la metionil-lisil-bradicinina (Met-Lys-BK) y sus respectivos metabolitos, y son
Otras cininas con funciones fisioloégicas importantes son las

conocidas como cininas plasmaticas
{Regoli y Barabé, 1980).

leu ini las colostrocini ¥y las neurc

4. SINTESIS Y METABOLISMO. l

La bradicinina (Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg) se considera una hormona de acciéon

local (Rocha e Silva ¢r @/, 1970) y, al igual que la kalidina, se origina de la degradacion de los

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

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

Los primeros son el sustrato de las kalikreinas plasmaticas, mientras que los segundos lo son de las

kalikreinas urinarias y tisulares (Regoli y Barabé, 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 plasmaticas son sintetizadas por el

ntestino y rifion; después de ser secretadas son activadas

higado y son almacenadas en el pancreas,
por protedlisis por el factor de coagulacion XIl. conocido también como factor Hageman (Fig. S).

Las kalikreinas tisulares actGan solo cerca de su lugar de origen, el cual puede ser las glindulas
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salivales, el sistema nervioso central y el sistema cardiovascular (Hardman y Limbird, 1996).

La secuencia de nueve aminoacidos que constituyen la bradicinina se encuentra uniendo la
cadena pesada amino terminal con la cadena ligera carboxilo terminal de los kinindgenos. Las
kalikreinas tisulares y plasmaticas cortan dicha secuencia en los kinindgenos de alto peso molecular
para dar lugar a la kalidina y a la bradicinina, respectivamente.

Las cininas plasmaticas y aun aquéllas que difunden a travées de las paredes capilares o de los
vasos linfaticos son inactivadas rapidamente por varias enzimas (Fig. 6); la vida media de la
bradicinina en el plasma es de aproximadamente quince segundos mientras que la de la kalidina es de
diecinueve segundos (Regolt y Barabé, 1980). La bradicinina es, por lo tanto, inactivada mas

rapid que la kalidina y otras cini naturales.

Las proteasas que actuan sobre el extremo amino terminal de las cininas no tienen un papel
sustancial en la inactivacion de las mismas. Las cininasas | y Hl son metaloproteinas que tienen
diferentes sitios de accion; la primera se encuentra en la sangre mientras que la segunda se localiza
principaimente en la membrana de las células endoteliales del pulmon y de otros organos vasculares,
el cerebro, el riddn y los testiculos.

La cininasa | es la responsable de la destruccion del 90% de las cininas en el plasma; esta
enzima remueve un grupo arginino terminal liberando dos potentes agonistas B;. la des-Arg*-BK y
'"""KD (Tabla 2). La cininasa Il desactiva las cininas en su paso por el pulmon; se trata de

I ¢

la des-Arg

la misma carboxidipeptidasa que transforma a la angiotensina I en angic
convertidora de angiotensina o ACE) y los metabolitos resultantes de su actividad son inactivos

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

péptidos inactivos (Dray y Perkins, 1993).

La concentracion de las cininas en la sangre es muy baja, siendo el resultado del balance entre
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—— ENDOPEPTIDASA CEREBRAL

AMINOPEPTIDASA —— CININASA IT(ACE)
TRIPSINA —
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‘ ¢

{H-Lys= Arg- Pro= Pro= Gly= Phe= Ser= Pro= Phe= Arg- Ol |

CININASAL
PROLIDASA—] |~ (CARBOXIPEPTIDASA N)
IMIDOPEPTIDASA— L CARBOXIPEPTIDASA B
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Y b
. Kalidina (Lys-BK) I

Fig. 6, Estructura primaria de la bradicinina y kalidina. Sitios de accion de las enzimas proteoliticas Las enzimas
que actdan sobre ¢l extremo amino no tienen un pape] sustancial en la desactivacidn de estos péptidos. La cininasa 1
os tesponsable de la degradacian de las cininas en ef plama y la cininasa [T o ACE (def inglés angiotensin
converting enzyme} desactiva Las cininas ¢n su paso por el pulmn.
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procesos simultaneos de produccion e inactivacion. Los kininégenos, por el contrario, se

encuentran en mucho mayor concentracion (4 a 12 mg/m! de sangre) y solamente es necesario

degradar una pequeiia cantidad de ellos para provocar un aumento considerable en la concentracion

1 se encL ran en cc raciones del rango de ng/ml

de cini 1 aticas que nor

(Revisado en Regoli y Barabé, 1980).
dicini 1 raciones

Durante los procesos inflamatorios subcutancos la br:

locales de hasta I nM (Joris ¢r al, 1987); este mensajero se libera como resultado de dafio tisular,
1l ion y vasodilatacion, asi como aumento de

dolor, i

anoxia o disminucion det pH, provo
ia permeabilidad vascuiar. En consecuencia, la concentracion de las cininas se incrementa con
Hf padecimi ; asi por plo. es mayor en las secreciones nasales de pacientes alérgicos y

en el liquido sinovial de pacientes con artritis reumatoide (Revisado en Regoli y Barabé. 1980,

Steranka y Burch, 1991; Hall, 1992).
Las acciones de las cininas son variadas. Han sido asociadas con la regulacion del sistema

tienen un efecto hipotensor marcado

cardiovascular, en donde, al ser aplicadas periféri

debido a su accion vasodilatadora, no obstante, la bradicinina aplicada de manera central es
hipertensora. Estos efectos son resultado de la inhibicion de la contraccion muscular provocada por
la accion de las protaglandinas. La bradicinina estimula la produccién de oxido nitrico, agente

vasodilatador, en las células de los vasos cuyo endotelio ha sido dafado (Dray y Perkins, 1993).
bles del efecto algésico y de

di respc

Las cininas favorecen la liberacion de prostagl
(Regoli y Barabé, 1980).

das por la br

la modificacion de las funciones renales prov:

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

acti y estimulantes en macrofagos y neutréfilos y provoca la degranulacion de células

qui.

cebadas (Dray y Perkins, 1993).
20



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

se logra di un incr en la presion sanguinea al reducir la resistencia arteriolar, y es
facilitado por el aumento en la permeabilidad capilar, resultado de la separacion de las uniones
herméticas entre las células endoteliales (Fig. 7).

Las acciones principales de las cininas se resumen en la regulacion del flujo de sangre
periférica y en la defensa fisiolégica de los 1cjidos contra estimulos daiiinos.

Las kalikreinas y cininas también han sido implicadas en la r lacion del tono del masculo

liso, en el control de la motilidad del espermatozoide, en la proliferacion celular y en el cambio de la

circulacion sanguinea del neonato (revisado por Regoli y Barabé, 1980).

i{I. S. MECANISMOS DE ACCION: RECEPTORES A BRADICININA Y VIAS DE TRANSDUCCION

INVOLUCRADAS.

Los efectos producidos por la bradicinina son el resultado de la activacion de receptores
especificos acoplados a proteinas G, de los cuales se describieron originalmente dos tipos: B; y By
(Regoli y Barabé, 1980). Se descubrio primero el receptor B; en preparaciones de aorta de conejo;
sin embargo, el receptor que ha sido mas estudiado es el receptor B:. Estudios con antagonistas B
(analogos de bradicinina sustituidos en [D-Phe’]), 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 B;
(Farmer ¢¢ al, 1989). Sin embargo, dichos analogos tienen poca afinidad con los receptores B; y no
se ha establecido claramente 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
21
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receptores B, se expresan en mcnor grado.

musculo  liso vascular,

Estos Oftimos estan presentes normalmente en el

en donde su activacion resulta en hipotension. En ceélulas cebadas.

macrofagos y endotelios la sintesis de receptores B, aumenta progresivamente durante los procesos

inflamatorios o como resultado de dafo tisular y trauma (Regoli y Barabé, 1980).

Agonistas B;

Kalidina = {Tyr(Me)"]-BK =z

Bradicinina > desArg'"-KD > desArg”-BK

Agonistas B;

‘desArg"'—KD > desArg®-BK > Kalidina > Bradicinina > [Tyr(Me)"]-BK

#; v B, Los agonistas s¢ mencionan por

Tabla 2. Farmau:lngm l/pu.u de los receplures
orden de (BK = bradi KD = kalidina)

NOMBRE ESTRUCTURA PRIMARIA l ACCION
Hoce 140 {D- Arg)]— Arg — Pro — Hyp ~ Gly ~ Thi — Scr ~ [D-Tic]- Oic -~ Arg 1 8
B4136 ID- Arg]~ Hyp - Pro ~ Gly — Thi — Scr - {D-Pro}- Thi — Arg { B,
Na-d{H.T,P} CH: — [D-Arg]~ Arg — Pro — Hyp — Gly — Thi — Scr — [D-Phe|- Thi — Arg ’ B
d{H, T.P] [D-Arg]- Arg ~ Pro — Hyp - Gly — Thi - Scr — [D-Phe]- Thi — Arg B
des-Arg”,Leu”-BK [ Arg - Pro ~ Pro — Gly — Phe ~ Scr —Pro - Leu B
des-Arg'’Leu”KD [ Lys — Arg — Pro — Pro — Gly - Phe — Ser ~Pro — Leu B
des-Arg "-Hoe 140 | [D- Arg]- Arg — Pro — Hyp — Gly — Thr — Ser — [D-Tic]- Oic B
WIN 64338 No peptidico B

Tabla 3. E.\truf.tura pnmarul de los i de los 77 es de bradicinii D-Tic y Oic

dos a dos artifictal acudo 1.2,3.4-tetrahidroisoquinolina-3-carboxilico y dcido
L-[3-(2-ticniDalanil]. BK =

l?aS 7aS]-octahidroindol-2-carboxilico,

respectivamente: Thr es

Bradicinina, KD = Kalidina.
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Lll. 5. 1. TRANSDUCCION DE SERALES A TRAVES DE LOS RECEPTORES B;.

Este receptor consta de 364 aminoacidos y tiene un peso molecular de 42kDa; presenta un
enlace disulfuro (Cys103-Cys184), probables sitios de fosforilacion por PKA (Ser316) y por PKC
(Thr170, Thr237 y Thr342) y de glucosilacion (Asn3. Asnl2 y Asnl80) (Fig. 8) (Revisado por
‘Watson y Arkinstall, 1994). La glucosilacion del receptor ocurre en tres silios. provoca un aumento

de su peso maolecular hasta 78-81 kDa y no tiene ningan efecto en las interacciones receptor-ligando

sino en la estabilizacion del receptor para per enla brana (Yaqoob ¢r al, 1995).

E! receptor humano esta codificado por un gen tnico que consta de tres exones (Kammerer
eral, 1995). En la rata, el nimero de exones es de cuatro y el tercero es procesado alternativamente
originando el mismo tipo de receptor (Pesquero ef al, 1994).

Los receptores B: presentan diferencias genéticas entre especies como el cuyo y el conejo
(Regoli y Gobeil, 1995), can base ¢n las diferencias de actividad de agonistas y antagonistas se han
identificado como dos subtipos del receptor Bz: el Bz en conejo y el By, en cuyo (Regoli er al,
1995).

El receptor B3 activa el metabolismo de fosfoinasitidos via proteinas G,/G,, insensibles a

il icl di su interaccion con una proteina

toxina pertussis e inhibe la actividad de la ad
G sensible a toxina pertussis; asimismo, su activacion provoca la elevacion de los niveles de GMP

ciclico y la apertura de canales idnicos (Resumido en Watson y Arkinstall, 1993).

i Los receptores B2 estan acoplados a diversas vias transduccionales de acuerdo con el tipo
celular, Estos receptores activan a la PLA;, a la PLC y a la PLD (Burch y Axelrod. 1987; Portilla e/
al, 1988; Blitterswijk er al/, 1991; Pyne y Pyne, 1994) La PLA: cataliza la produccion de acido
araquidonico a partir de la fosfatidilcolina y la consecuente secrecion de prostaglandinas E; e I; que,
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a su vez, pueden activar a la adenilato ciclasa (Bareis ¢ a/, 1983); por su parte, la PLC es activada,
en células de rifidn, por medio de una proteina G; sensible a toxina pertussis (Portilla er a/, 1988), en
consecuencia, la via de recambio de fosfoinositidos se activa y tiene como efecto el aumento de la
concentracion de calcio intracelular y la activacion de la PKC. La bradicinina es capaz de activar
varias isoformas de la PKC, incluyendo las dependientes e independientes de calcio, asi como
algunas isoformas atipicas (Tippmer er a/, 1994). La accion de una proteina G insensible a toxina
pertussis (G, o Gy;) sobre la PKC conduce a la excitacion de neuronas simpaticas mediante la

inhibicion de una corriente de potasio de tipo M (Jones et al, 1995).

Se ha reportado la produccion de calcio como segundo mensajero resultado de la activacion
del receptor Bz en varias lineas celulares (Bareis ¢7 a/, 1983, Issandou es al, 1991; Quitterer e al,
1995; AbdAlla es a/, 1996). EIl calcio es importante modulador del efecto de |a bradicinina sobre la
contracciéon muscular (Butl es a/, 1995, Hasler et a/, 1995), de hecho, la contraccion muscular es un
parametro utilizado frecuentemente para determinar el efecto de la bradicinina o de la des-Arg®-BK

ion de calcio producida por la bradicinina se ha

en preparaciones tisulares. Asimi la movili

usado como modelo para estudiar los cambios en la concentracién de calcio intracelular: la
movilizaciéon de compartimentos celulares, la deplecion de pozas intracelulares, la entrada de iones y

la actividad de las bombas de calcio (Quitterer ¢r a/, 1995, AbdAlla er al, 1996).

diadores fund 1 del efecto de la bradicinina, éstas se

Las pro landi son
generan a partir de araquidonato que puede originarse mediante la via de la PLA; o mediante la
accidn de lipasas de diglicéridos activadas en la via de la PLC (Bareis es a/, 1983; Burch y Axelrod,

1987). La PLA; activa, a su vez, a la lipoxigenasa, la cual produce un incremento en la
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BEADICININA

Fig. 9. Efectos p idos por la b i i los p ios. La br
activa di neuronas t { via receptores B, y estimula la produccién de una gran
variedad de i a partir de varios tipos celulares como fibras
almpﬂucny citocinas a partir dc mncréfngos- 6xido nfirico de macréfagas y endotelios vasculares;

de la i de células cebadas, y neuropéptidos de fibras aferentes.
Durante la inflamacién crémcn. la senslb:lldad a la des-Arg®-BK aumentia y los receptores B juegan un
papel muy importante en la h que es da por la accién de las prostaglandinas y la

activacién de fibrus simpdticas.
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concentracion intracelular de GMPc (Snider y Richelson, 1984).

La bradicinina también activa, en células ventriculares, a la proteina cinasa activada por

mitdégenos (MAPK) a través de la accion de la PKC (Clerk e¢r al, 1996).

Fl. 5. 2. TRANSDUCCION DE SENALES A TRAVES DE LOS RECEPTORES B,.

La induccion de los receptores B: durante los procesos inflamatorios es resultado de la

respuesta jocal a metabolitos de las cini que normal son inactivos. Estos receptores

dian las i de las cini en algunas hiperalgesias y en el control de la presion sanguinea. Se

ha identificado el gen que codifica para este receptor, la secuencia de aminoacidos guarda una
similitud del 36% con el receptor B: (Menke er a/, 1994; Revisado en Hall, 1997).

Las vias de transduccion activadas por estos receptores no han sido muy estudiadas. Hay
algunos reportes que indican que la activacion del receptor B, conduce a la sintesis de metabolitos
‘dé

del acido ar o en célul itelial probabil. di la ion de la PLA:z. (Sung e/

al, 1988). La activacién de estos receptores provoca la contraccion del musculo liso mediante la
hidrélisis del fosfatidilinositol en vejiga urinaria de conejo (Butt ¢7 a/, 1995). La estimulacion de los
receptores B; provoca la activacion de la PLC en cultivos primarios de algunos tejidos (Issandou y

Darbon, 1991; Tropea ¢z a/. 1993).
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Lll. 6. RECEPTORES ADRENERGICOS.

El conocimiento sobre los receptores adrenérgicos es muy amplio. La epinefrina (adrenalina)
y norepinefrina (noradrenalina) se descubrieron hace ya mas de 100 afios (Oliver y Schiifer, 1895) y
los efectos que esta hormona y neurotransmisor provocan se han ido describiendo en animales
completos y en preparaciones de tejidos de diferentes especies, asi como en células en cultivo.
Asimismo, se han hecho diversos estudios para lograr la caracterizacién farmacolégica, bioquimica
y molecular, asi como de las vias de transduccion involucradas en el funcionamiento de los
receptores adrenérgicos.

Los agentes adrenérgicos modulan la contraccién y relajacién musculares, la proliferacién
celular y otros. La epinefrina provoca el aumento de la fuerza y frecuencia cardiacas y de la presion
sanguinea, asi como la dilatacién de las vias respiratorias. Asimismo, promueve la degradacion de
glucégeno incrementando la produccion de glucosa, moviliza los 4acidos grasos del musculo,
aumenta la secrecidn de glucagon y la disminuye la secrecion de insulina (Lehninger er a/, 1992).

Los receptores adrenérgicos son receptores acoplados a proteinas G. Se dividen en tres
tipos: a,, a2, y B. A su vez, los receptores o, se subdividen ena, byd;los azena, byc ylos
B enl,2y3 (Revisado en Garcia-Sainz, 1995).

Los receptores adrenérgicos estan acoplados a distintas vias de transduccién, mencionaré
aqui unicamente aqueéllas a las que esta acoplado el receptor ap por ser este el receptor que se ha
transfectado en las células Rat-1 en estudio.

El receptor ous consta de 515 aminoacidos y se expresa en higado, cerebro, rifién, aorta,
pulmén y corazén. Esta acoplado a la produccién de fosfatos de inositol y calcio mediante la PLC, a

la liberacion de acido araquidénico via PLA; y ala produccion de AMP ciclico (Pérez ez a/, 1993).
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Es interesante mencionar que la expresion del oncogen c-fos aumenta como resultado de la

activacion de los receptores o, y B en hepatocitos de cuyo (Garcia-Sainz y Alca a-Hernand:
1996). En las células Rat-1 transfectadas con los tres subtipos de receptores o (a, b y d), la
norepinefrina induce la expresion de c-fos y c-jun con la participacion de la PKC (Garcia-Sainz er al,

€en prensa).
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I 111 ANTECEDENTES. I

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

acuerdo con el tejido que se estudie (Regoli y Barabé, 1980; Farmer y Burch, 1992; Regoli ¢r al,
1994)

L.os receptores de bradicinina se expresan en varias lineas cetulares de fibroblastos. Bareis y

cols. y Burch y Axelrod reporiaron et acoplamiento de los receptores de bradicinina a la fosfolipasa

Az y a la fosfolipasa C mediante proteinas G en fibroblastos HF y Swiss3T3 (1983, 1987).

Blitterswijk y cols. establecieron la participaciéon de las fosfolipasas C y D en la degradacion de la

fosfatidilcolina estimulada por la bradicinina en los fibroblastos HF (1991) En fibroblastos

pulmonares fetales humanos se repornoé efecto en la division celular tanto por bradicinina como por
des-Arg’-BK sugiriendo la presencia. en esta linea celular, de receptores B, y B; (Goldstein y Wall,

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

tipos de receptor (Hichami ¢r al, 1996).

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

numero de receptores a este mensajero presentes en las células Rat-1.  Los fibroblastos Rat-1 tienen

una capacidad de respuesia relativamente baja a la bradicinina debido a que expresan un namero bajo

de receptores a dicho mensajero (Roberts y Gullick, 1989, Prado ¢r a4/, 1997). Por el contrario, esta

misma linea celular transfectada con ras (Rat-13) aumenta significativamente el namero de
receptores por célula y la magnitud de la respuesta a bradicinina (Roberts y Gullick, 1989).
Una de las vias de transduccion que puede inducir la expresion de oncogenes es la de la

proteina cinasa activada por mitogenos (MAPK) que se activa mediante la accion de ray.  Los
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receptores adrenérgicos son capaces de inducir esta via con la consecuente expresion de c-fos y c-

Jun en fibroblastos Rat-1 (Garcia-Sainz ¢r o/, en prensa). Por su parte, el receptor de bradicinina
puede activar la via de la MAPK en miocitos ventriculares de rata (Clerk ¢/ al, 1996) y tiene

actividad mitogénica en las células Rat-1 transfectadas con ras (Roberts y Gullick, 1989)

La expresion de los receptores de bradicinina es altamente inducible. Asi, por ejemplo, ésta

aumenta al elevar los niveles intracelulares de AMPc en células musculares (Dixon, 1994); la
presencia de interleucina-2 también promueve la expresion del receptor B; (Dray y Perkins, 1993)
Por otro lado, Srivastava y cols. encontraron que la respuesta que puede provocar la bradicinina

cambia al sobrexpresar el gen «b/, éste es un oncogen que codifica para una fosfoproteina de 66 kDa

(1986). Es posible que la transfeccion del receptor oys cambie los patrones de expresion del

receptor B en los fibroblastos Rat-1
Las células Rat-1 fueron transfecladas con el receptor adrenérgico aau con el objeto de

estudiar las caracteristicas y el funcionamiento de dicho receptor. Debido a que no se ha reportado

la caracterizacion de los receptores de bradicinina en células Rat-! transfectadas con el receptor
adrenérgico o, y a que la magnitud de la respuesta a bradicinina y ¢! namero de receptores cambia
entre la misma linea celular surgio Ia pregunta sobre qué comportamiento habia en la linea
transfectada con el receptor a,;u. Por consiguiente, fue necesario llevar a cabo la caracterizacion de

los efectos de bradicinina y sus receptores en las ¢élulas Rat-1 transfectadas con dicho receptor.
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| 1V. OBIETIVOS. 1

L}

2)

3

Caracterizar los efectos de la bradicinina en fibroblastos de la linea celular Rat-1 transfectados

con el receptor adrenérgico oy, di ia cuantifi ion de la movilizaciéon de calcio

intracelular y la produccion de fosfatos de inositol.

Caracterizar la farmacologia y la funcion del receptor de bradicini di la dicion de la

movilizacién de calcio intracelular inducida por dicho mensajero, asi como por otros agonistas y

antagonistas selectivos B, y Ba.

Caracterizar el receptor de bradicinina expresado en las célul Rat-tr fectadas con el

receptor ous mediante la determinacion del efecto de este péptido y otros agonistas y

antagonistas selectivos en la produccion de fosfatos de [*Hlinositol.
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MATERIAL ¥ METODOS. '

Materiales. Las células Rat-1 transfectadas con el receptor adrenérgico o fueron proporcionadas

por los Drs. L. Allen. Marc Caron y Robert Lefkowitz de la Universidad de Duke en Durham,

Carolina del Norte, U.S A

El medioc DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) con y sin inositol asi como el
antibiotico-antimicotico (10 000 U/ml de penicilina G, 10 000 mg/ml de sulfato de estreptomicina
y 25 mg/ml de anfotericina B) se obtuvieron de Gibco BRL ; el Fura-2, AM (acido 1-[2-(5-

carboxioxazol-2-11)-6-aminobenzofurano-5-oxi}-2-2(2' amino- 5° metilfenoxi)- etano -N. N, N’,

N’-tetraacético, pentaacetoximetil éster) de Molecular Probes y el mioinositol tritiado (Inositol,
myo-[2-3H(N)]) de American Radiolabeled Chemicals, Inc. (ARC). El resto de los reactivos se
obtuvo de Baker y de Sigma Co. Los agonistas y antagonistas Bradicinina, Lys-BK. des-Arg”-BK,

D-Arg-[Hyp®, Thi** D-Phe’)-BK, Na-Adamantancacetyl-D-Arg-[Hyp'. Thi®* D-Phe’]-BK y des-

Arg® [Leu]*-BK fueron adquiridos de Sigma; ¢! Hoe 140 y des-Arg'"-Hoe 140 de RBI.

Medicion de calcio intracelular. Se mantuvieron fibroblastos de la linea Rat-1 transfectadas con el

receptor a» en medio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) suplementado con 10% de

suero bovino fetal, y antibidtico-antimicotico (100ug/ml de estreptomicina, 100 unidades de

] la subconfl ia a 37°C en una

penicilina/ml y 0.25ug/ml de anfotericina B) hasta

atmosfera de CO; al 5% . Se retiré el medio de cultivo y se incubaron toda la noche con medio

DMEM sin suero para eliminar los estimulos inespecificos y una hora en una solucion 5 mM de
Fura-2,AM en Krebs-Ringer-HEPES-Glucosa con albumina sérica bovina al 0.05% pH 7.4. Al

término de la incubacion se retird la solucion y se hicieron tres lavados con solucion salina
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amortiguadora de fosfatos (PBS) para eliminar el Fura-2,AM no incorporado. Posteriormente se
resuspendieron las células en una solucion 1.27 mM de cloruro de calcio en Krebs-HEPES-Glucosa
con albumina sérica bovina al 0.05% pH 7.4 y se centrifugaron tres minutos a 3000 rpm, paso que se

repitid tres veces (Vazquez-Prado v Garcia-Sainz, 1996)

La movilizacion de calcio intracelular se calculé mediante la medicion de la fluorescencia en

agitacion constante a 37° en un espectrofotometro que registra la cantidad de fluorescencia
(AMINCO-Bowman Series 2) a 340 nm y 380 nmm de excitacion y a 510 nm de emision. La
concentracion de calcio intracelular se calculd con la ayuda de un paquete de computadora a partir
de la relacion entre la fluorescencia maxima y minima de acuerdo con la ecuacion [Ca ) =K4. [(R —
Roin)/(Reus-R}][S£2/Sbz]. Donde Ky representa la constante de afinidad del Fura-2 por el calcio (224
nM), R la lectura de tluorescencia en unidades arbitrarias, R..., representa la fluorescencia minima
obtenida al adicionar EGTA 5 mM y X,.. es la fluorescencia maxima obtenida al lisar las células con

Triton X-100 al 1%. 57> y 854, son los fici es de proporcic lidad del Fura-2 libre y unido a

calcio en la longitud de onda 2, respectivamente (Grynkiewicz er al/, 1985).

Cuantificacion de fosfatos de inositol. Se resembraron fibrobl Rat-1 tr dos con el
receptor adrenérgico oun en cajas multi-6 con medio DMEM suplementado con 10% de suero
bovino fetal y se crecieron durante 48 horas Este medio se sustituyd por medio DMEM sin inositol
al 1% de suero con mioinositol tritiado (6uCi/ml) 24 horas antes del experimento. Se retird el
medio de marcaje. Las c€lulas fueron lavadas 2 veces con solucion salina amortiguadora de fosfatos
(PBS) para eliminar el exceso de mioinositol antes de incubar 20 minutos en una solucion 10 mM de
cloruro de litio y 1.27 mM de cloruro de calcio en Krebs-HEPES-Glucosa con albiamina sérica

bovina al 0.05% pH 7.4. Las células se estimularon durante 15 minutos con bradicinina y kalidina
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100 nM en presencia y ausencia de Hoe 140 1uM.  La reaccion se detuvo con acido perclorico frio

al 30% y se congelaron las células a -72° hasta el di‘a siguiente. El sobrenadante se neutralizo con
una solucién de KOH 1.5 M en HEPES 75 mM y se separaron los inositoles por cromatografia de
intercambio anidnico en columnas Dowex AGI-X8 (Vazquez-Prado v Garcia-Sainz, 1996). La
elucion se hizo con concentraciones crecientes de sales de la siguiente manera: para la obtencion de
inositol fosfato (IP)) se eluyd con 5 mM de borato de sadio y 180 mM de formato de sodio; para
inositol I,4-bisfosfato (IP:) se eluyo con 0.1M de acido formico y 0.4M de formato de amonio, y
para separar el inositol 1,4,5-trisfosfato (1P:) se utilizd una solucion 0. 1M de acido formico y 1M de

formato de amonio (Berridge ¢7 «/. 1983) Se cuantificaron las cuentas por minuto (CPN1) de las

fracciones colectadas en un contador de centelleo Beckman LS6000SE.
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1. RESULTADOS.

Se estudio la presencia de receptores a bradicinina en fibroblastos Rat-1 transfectados con el
receptor adrenérgico ou. Se cuantificaron los cambios en la concentracion intracelular de calcio

provocadaos por la estimulacion con bradicinina y los istas respectivos. Dicha medicion se baso

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

midio la fluorescencia emitida por el quelante a 340 y 380 nm de excitacidon y a 510 nm de emision.
La fluorescencia maxima de cada trazo se obtuvo lisando las células con una solucion de Triton X-
100 al 1%, y para calcular la fluorescencia minima se agrego inmediatamente una solucion de EGTA
5 mM (Fig. 10).

La bradicinina provocoé incremento en la concentracion intracelular de calcio de hasta 4 veces
el valor del basal que fue bloqueado por el antagonista Hoe 140 (Figs. 11 y 12). Se realizo una curva
dosis-respuesta a bradicinina en las células Rat-1/oys. (Fig. 13). La bradicinina (circulos llenos en la
Fig. 13) provoco incrementos ¢n la concentracion de calcio desde concentraciones de 1 nM: a esta
concentracion el efecto fue minimo, sin embargo, a concentraciones mayores se obtuvo un aumento
considerable en la concentracion de calcio. La kalidina indujo efectos similares (Fig. 13).

Se calcularon las ECse de la bradicinina y la kalidina. La ECse (dosis efectiva 50) es la
concentracion a la cual el agente produce la mitad del efecto maximo. La bradicinina provocé una

curva dosis-respuesta que presenta una ECso de 56.1 nM. De la misma manera, la kalidina produjo

incrementos considerables en el calcio intracelular a concentraciones mayores y el efecto minimo se
produjo a una concentracion de 10 nM (triangulos vacios en la Fig. 13). La ECso para la kalidina fue

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

dosis maxima de ambos compucstos fue aproximadamente de 10° M y la ECss fue muy parecida.
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Trazo de calibracién representativo
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Fig. 10. Trazo de dacion y Ll ion. Los fibrob Rat-1/a g sc
incubaron con Fura- 2. AM. Este quelante fluorece cuando conticne calcio. Si la cnnccmraudn
inracelular de calcio cambia en a ul la f itida por

el Fura.2 se modifica. La concentracién de calcio libre se calculs a partir de la relacidn entre la
fluorescencia mﬂxlmu Y minima a dlferenlcs longitudes de onda (340 y 380 nm de excitacién).
Después de la con 00nM se agregd Tritdn X-100 al 1% para lisar las
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) Efecto de la bradicinina en la
concentracion de [Ca**);
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Fig. 11. A de la de calcio i far p do por io b Los
fibroblastos Rat-l/a,, se estimularon con bradicinina 100nM. Se midié la concentracién de
Fura-2 . La estimulacién con

calcio intracclular a partir de la fluorescencia emitida por cl
icini j en ia i6n de calcio de hasta cuatro veces ¢l basal . El
det Se un trazo

no se

F un
nivel basal original de calcio
representativo.
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Inhibicién del efecto de la
bradicinina por Hoel140
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Fig. 12. Inkibicion del efecto de ta b, inina en la de calcio i -
Se midi6é la concentracién de calcio i de los fibr Se adici Hoel40
dos de i i se agregs icini

(antagonista By)IuM a los 60 post
100nM. El Hoe bloques ¢l cfecto de dicha hormona en su totalidad., Se presenta un trazo
representativo.
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Fig.13. Efecto de la ¥ ivos en la ion de calcio
. Los Rat-1/a,p se csti con i i desde
0.01nM con Bradicinina (Agonista B;>>B,), Lys-Bradicinina o Kalidina (Agonista B, > 8,) 2

Des-Arg?-Bradicinina (Agonista B|). 5S¢ midi6é la de calcio

fluorescencia emitida por el quelante Fura-2 La I:C.,., se calculé en S6.1nM para l.n

bradicinina y cn 45.8 nM para la Lys-Bradici Esuin T fos
ios con ¢l error de cuando menos tres experi i El ajuste

de Ia curva se hizo con la ayuda del programa GraphPrism 2.01mediante la aplicacion de un
andlisis de regresion no lincar con una curva sigmoidal dosis-respuesta .
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Por el contrario, la des-Arg’-BK (Agonista B;), no tuvo sino un efecto muy bajo sobre la
concentracion de calcio en estas célujas (triangulos llenos en la Fig. 13).

El efecto producido por la bradicinina y kalidina se bloqueé con antagonistas selectivos. El
Hoe 1uM elimind completamente el aumento en la concentracion de calcio intracelular provocado
por 100 nM de bradicinina (Fig. 12). Ambos antagonistas Bz: No-Adamantaneacetyl-D-Arg-[Hyp®,
Thi** D-Phe’}-BK y Hoel140 provocaron una disminucion notable en el efecto de la bradicinina de
manera dosis dependiente. Se encontrd que el Na-Adamantaneacetyl-D-Arg-[Hyp®, Thi®* D-Phe’}-
BK fue menos potente que el Hoe 140 (cuadros y circulos vacios en la Fig. 14, respectivamente). El
primero no logrd bloquear totalmente el efecto, incluso a concentraciones de 11M, mientras que el

Hoe 140, a dicha concentracion, bloqueo el efecto en su totalidad.

La concentracion a la que el antagonista bloquea la mitad del efecto inhibitorio maximo que
tiene sobre el agonista se conoce como LCsuy (Dosis inhibitoria 50). Esta se calculd en 50.1 nM y

9.87 nM para el Na-Adamantaneacetyl-D-Arg-[Hyp®, Thi** D-Phe’]-BK y el Hoe 140,

respectivamente, por 1o que éste demostré ser aproximadamente un orden de magnitud mas potente

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

antagonistas de los receptores B, Esta constante se calcula dividiendo la ICso por

1+(agonista]/EC,. y refleja la afinidad del antagonista por el receptor. Los valores obtenidos fueron

de 18 nM para ¢l Na-Adamantaneacetyl-D-Arg-[Hyp®, Thi** D-Phe’]-BK y 3.54 nM para el Hoe

140, lo que significa que este ant

a es mas afin al receptor que el Na-Adamantancacetyl-D-

Arg-[Hyp®, Thi** D-Phe’]-BK (Fig. 14). Los antagonista

B, plead en el trabajo fueron

menos cficientes en el bloqueo de la actividad de la bradicini La apli ion de 1uM del des-

Arg'°-Hoe 140 logré disminuir el efecto de la bradicinina hasta en un 28.4%.

Por su parte, la des-

Arg®-Leu®-BK no tuvo ninguiin efecto sobre la actividad de la bradicinina (Fig. 14).
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Inhibicién del efecto de BK
por artagonistas selectivos

[0 N-o-D-Arg-[HTP]
sSOF O Hoe 140

8 dos- Arg’- Lev®-BK
@ dos- Arg'Y- Hoe 140

[Ca* intreider
%ded et de Bradcining

-11 9
log [ntagonista]M

Fig. 14. Blogueo del efecto de 7 por i selectives B, v 8, Los fibroblastos
se prep de con lo descrito en Material y Métodos. Sc adicions ¢ antagonist
lectiva y 45 4 s¢ agregé bradicini 100nM. Los antagonistas No-
Adamantancacetyl-D-Arg-[Hyp?, Thi*$- D.Phe?]-BK (0). Hoc 140 (O). des-Arg'"-Hoe 130 (@)
des-Arg¥-Leud-BK (W) se aplicaron a concentraciones crecicntes para obtener una curva de
inhibicion. Se calcularan las ICy €n 50.10M y 9.87 nM para el Na- -Adamantancacetyl-D-Arg-
Se

Bl

[Hyp?, Thi*A. D-Phe?]- BK v el Hocld0 (A
las (K en 18n0M y 3. sinM para lm mismos unnpuulus.

representan las medias con ..l crror estdndar de al menos tres experi

ajuste de ta curva se hizo con la ayuda del programa GraphPrism 2.01mediante fa aplicacion de

un andlisis de regresién no lincar con una curva sigmoidal dosis-respucsta




De manera similar, ¢l cfecto de la kalidina (100 nM) también se bloqued completamente al
adicionar 1uNT de Hoe 140; de este mensajero solo se probo la concemtracion maxima para
bloquearla con ¢l Hoe 130 (Fig 15)

Con el fin de levar a cabo un analisis mas preciso. se calcularon las pendientes de
estimulacion producidas por los agonistas Esto se hizo obteniendo la pendiente de la curva
mediante la relacion (v; - y;)/(x2 — x,) entre el punto anterior a la estimulacion y el punto del pico de
del aumento en la concentracion de calcio Hubo una relacion directasnente proporcional entre la
diente de esti

] on desde 1 nM hasta 1 uM, este

La des-Arg”-BK no presento

concentracion del agonista v la pe

comportamiento se observo solo para la bradicinina y la kalidina.
ningtin cambio, ni siquiera en las concentraciones mas altas ya que, de acuerdo con los resultados

anteriores, no se produjo ningun incremento en la concentracion de calcio al adicionar este péptido

(Fig. 16)
Las células estimuladas con bradicinina solo regresaron a los niveles originales de calcio al

raciones bajus de los péptidos (entre 0.1 nM y 10 nM), conforme fue

ser i das con co
aumentando la concentracion del agonista. la diferencia entre la meseta de estabilizacion posterior a
Este comportamiento se observd

la movilizacion de calcio y el basal original fue creciendo
solamente para los agonistas B2, en cambio, con la des-Arg”-BK no se presentd ninguna diferencia
debido a que no produjo incremento significativo en la concentracion de calcio intracelular {(Fig. 17).

Por otro lado, la bradicinina (100 n\1) y la Kalidina (100 nM) provocaron incrementos en la
El efecto fue mayor en la

produccidn de fosfatos de inositol en los fibroblastos Rat-o..
produccién de inositol fosfato (117;) y de inositol 1,4-bistosfato (IP:); no hubo diferencias en la

produccian de inosital 1.4 5-trisfosfato vnire los basales y las células estimuladas con Jos péptidos
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Fig. 15. Bl del efecto p do por la en la de calcio intracelular
con Hoel4), Las células Rat-1/a,, fucron i I idi. (Lys-Bradicinina) 100 nM en
presencia y ausencia del antagonista selectivo By Hoel40 (1uM). E! efecto de fa kalidina se blogyued
enf ia de dicho i Se pi los g fios y cl crror i en tres

repcticiones.




Perndientes de estimuiacion
Agonistas

—@— Bradicinina
=7} - Kalidina
== des-Arg’-BK

Fig. 16. Dosis ie

de las pendi de esti P por i Se

estimularon las células Rat-1/at,, con « i de bradicini ista B,>By)

kalidina (agonista B,>B,) y uu-mg" BK (agonista B,). Se calcul6 la pmd.cmc de estimulucion

dada por las di ién de calcio mu'uuelul.\r cn cl tiecmpo antes y después de
la A la

de fuc mayor puara los
agonistas B,; sin embargo. no hubo ningdn cambio para la des-Arg9-BK. Sc muestran los promedios

¥ error estdndar de cuando menos tres repeticiones.
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Diferencia emtre el basal y la
meseta posterior a la
estimulaciéon

=& des-Arg”-BK
—@— Bradicinina

ACa"); b
¥y mesela post-estimdatoria

log [agonista] M

Fig. 17. Recuperacion de los niveles de calcio d és de la exti ies
Se midi6 ta i6n de calcio i i 1o § i itida por cf

Fura -2. Sc calcularon las diferencias cntre dicha i6n antes y de agregar
bradicinina (agonista B,>>B,) y des-Arg®-BK ( ista By) a i i Las
células reg ala i6n original de calcio i ando fucron  esti

con des-Arg’-BK o con i de ici una vez cstimuladas con

bradicinina 100nM o 1uM no se recuperd el nivel basal original. Se mucstran los promedios y
errores Jde fo menos tres ici
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Fig. 18. Perfil de elucidn de los de Sc n das células Rat-1/a,y con

100nM de bradicinina y se separaron el 1Py, IP, ¢ 1P,

El efecto fue mayor en la produccién de inositol fosfnlu (lP ) y de inositol 1,
hubo diferencias ¢n la produccién de inositol 1,43,5- xn;roﬂ‘.uu enre los
con ia h Se los datos de un experimento representativo.
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ales y las células
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Efecto en la prodiccién de
fosfistos de inosieol

3000+
- - BK
& BK+Hoe
2508 O Kal
=3 Kal + Hoe
Fig. 19. Efecto de la icinina y kalidina en la producciin de fosfe de inositol totales. Sc
estimularon 1as células con bradicinina (100nM) y kalidina (100nM) en presencia v nuscncia de [N
de Hoe 140. Sc la ot i de de inoailul 1otales, L'; dcgir, la suma de las
fracciones correspondientes a c.ldn uno de cllos. El i de inositol
ap,. 1P, ¢ n',) fue significativo (*) para la bradicinina y la k.mdm.- (p<0 003 y p<0.00L,
. La provocé un efecto del 35% que ba la
pl’oduu.lén de lnosllolcs en un 32% ul basal. El i B, Hoce 140 blogqued ¢l cfecto

P por am|
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(Fig. 18). Esto se debe a que ¢l hitio adicionado a las células bloquea a la monofosfatasa del 1P,
favoreciendo su acumulacion y evitando la produccion de inositol.  El IP; se degrada en IP: y éste a

su vez en IP,(Fig 4) Las diterencias observadas en la produccion de 1P, e IP; reflejan, en cierta

medida, las diferencias provocadas en la produccion de 1P..  Estas diferencias se bloquearon con

Hoe 140 (no s¢ muestran los datos)

La bradicinina (100 nM) v ia kalidina (100 nM) provocaron un incremento significativo en la

produccion de fosfatos de inosito! totales con respecto al basal de acuerdo con la prueba de ¢

parecada (p<0.003 y p<0.001, respectivamente). La bradicinina (2878.53 +274.5 DPM. n=7)

provoco un efecto del 35% sobre ¢l basal (21323 = 60.48 DPM, »=13); mientras que la kalidina
incrementé la produccion de inositoles en un 3292 (2810.51 + 174.5 DPM. #=7). Dichos efectos
fueron bloqueados con uM del antagonista Hoe 140 (Fig. 19) Las células Rat-1/aup expresan
receptores a endotelina acopladados a la via de recambio de fosfoinositidos y a la movilizacion de

calcio, por lo que se empleo endotelina (1 nM) como control positivo, esta hormona incremento los

fosfatos de inositol en un 140%3% (no se muestran los datos) Es interesante mencionar que se obtuvo

una correlacion semejante con los cefectos sobre el calcio intracelular. Esto es, la endotelina
provoco un incremento ¢n la concentracion intracelular de este ion de hasta ocho veces el basal,

equivalente mas o menos al doble del efecto provocado por la bradicinina.  Asi pues, la endotelina
provoco efectos celulares, tanto en la concentracion de calcio como en la produccion de fosfatos de

inositol, de mayor magnitud que la bradicinina.
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VII. DISCUSION. '

L.as cininas actian principalmente mediante dos tipos de receptores: By B,. Los receptores

de bradicinina estan acoplados a diferentes vias de transduccion de acuerdo con la linea celular
Frecuentemente estan acoplados a la fosfolipasa C (PLC), ésta provoca un incremento en la
produccion de 1P, y DAG que, a su vez, tiene un efecto en la concentracion de calcio intracelular v
en la actividad de la proteina cinasa C (PKC). Algunas clonas de las células Rat-1 expresan
endogenamente receptores de bradicinina (Quitterer ¢/ al. 1995), sin embargo, en estudios de
cinética de asociacion se ha visto que otras clonas de esta linea celular no contienen cantidades
detectables de receptores (Prado ¢7 «t/. 1997) o que el numero de receptores por célula es de tan
solo 4000, por lo que responden débilmente a la bradicinina (Roberts y Gullick, 1989). EIl numero
de receptares aumenta con la transteccion de vectores que contienen genes como ray y oA/ (Roberts
y Gullick, 1989, Srivastava ¢/ «/. 19806) La sintesis de receptores de bradicinina se incrementa por
exposicion a la toxina de colera, a la forskolina y al AMP ciclico (Dixon, 1994) Con el objeto de
determinar los efectos de la bradicinina en las células Rat-| transfectadas con el receptor adrenérgico
ouyn se midié la movilizacion de calcio intracelular y Ia produccion de fosfatos de [*Hlinositol.

La bradicinina provoco un aumento en el calcio intracelular de hasta 4 veces el valor del
basal incrementando la concentracion de estos iones en 300 nM (Fig. 11), mucho mayor al efecto
reportado por Quitterer y cols. en las células Rat-1 silvestres (1997). La diferencia entre los dos
tipos de células es la transfeccion del receptor aun: es probable que la respuesta haya sido mayor
debido a la presencia de dicho receptor. La kalidina también presenté el mismo comportamiento

El aumento de calcio intracelular puede deberse a dos factores: por un lado, la liberacion de

los compartimentos intracelulares (reticulo endoplasmatico) y por otro. la entrada de iones a través

51



brana pl ati La estimulacion de la fosfoli; C provoca un cambio

de les de la
bifasico en la concentracion de calcio intracelular, el primero es un pico de corta duracion, resultado
de la liberacion de calcio del reticulo; el segundo es una fase en meseta de larga duracion que refleja
la entrada de iones a través de la membrana; en fibroblastos, la bradicinina es capaz de aumentar la

concentracidén de calcio mediante los dos mecanismos (AbdAlla er a/, 1996), no obstante, la entrada

de iones calcio ocurre en las células en proliferacion (AbdAlla er a/, 1996). La regulacion hormonal

del contenido total de calcio en la célula depende de la linea celular (Quitterer ez a/, 1995); la

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

de calcio del reticulo endoplasmitico (AbdAlla ¢r @/, 1996). Esto ocurre debido a que el estimulo

provocado por la bradicinina es lo suficientemente grande para sobrepasar el umbral de activacion de

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

salida de iones del reticulo y la salida de iones hacia el exterior provoca una disminucién en la
concentracion celular de calcio. (AbdAlla ¢r «/, 1996).

Por otro lado, el agonista B, des-Arg®-BK no tuvo efecto en la concentracién de calcio
intracelular (Fig. 13). El receptor B; es de 10 a 50 veces mas afin a la des-Arg®-BK que a la
bradicinina (Dray y Perkins, 1993). Asimismo, el efecto producido por la bradicinina y la kalidina

fue bl d pl por el antagonista selectivo B2, Hoe 140 (Figs. 13 y 14). El Hoe 140

y con resi ia a la degradacion protedlitica

se desarrollé como un antagonista B2 muy p
(Bao er al, 1990). De acuerdo con la farmacologia tipica de los receptores de bradicinina, estos
datos indican que el receptor presente en las células Rat-1/a,p pertenece al tipo B; como el ya
reportado. Otro antagonista especifico Bz, ¢l Na-Adamantaneacetyl-D-Arg-[Hyp®, Thi**" D-Phe’]-
BK, también bloqueo el efecto de la bradicinina; no obstante, se encontrd que fue aproximadamente

un orden de magnitud menos potente que el Hoe 140 (IC5=50.1 nM y 9.87 nM respectivamente).
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Experimentos /7 vive llevados a cabo en rata mostraron que el Hoe 140 es 1 orden de magnitud mas
potente que el Na-Adamantaneacetyl-D-Arg-[Hyp®, Thi** D-Phe’]-BK en el bloqueo del efecto
hipotensor de la bradicinina sobre la presion anerial (Bao er a/, 1991). A su vez, el antagonista Bz
D-Arg-[Hyp®, Thi** D-Phe’]-BK resulto ser un orden de magnitud menos potente que el Na-

Adamantaneacetyl-D-A.rg-[Hyp"‘ Thi** D-Phe’]-BK (no se muestran los datos), también de acuerdo

a lo reportado por Lammek y cols. (1990)
Los antagonistas B, des-Arg'*-Hoe 140 y des-Arg’-Leu*-BK, prototipos de antagonistas B,

(Dray y Perkins, 1992; Wirth ¢r a/. 1991; Wirth e¢r w/, 1995), no tuvieron efecto significativo sobre

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

ejerce sus efectos en esta linea celular via receptores B,

D:ﬁlro de los datos analizados, también se calcularon los cambios en la pendiente de
estimulacion, estos valores fueron aumentando conforme aurmento la concentracion de bradicinina y
kalidina. La des-Arg®-BK no provocé ningin cambio debido a que no tuvo ningan efecto en la
concentracion de calcio intracelular. Esto significa que la respuesta de la célula es mas rapida y mas
pronunciada mientras mayor es la concentracion de hormona aplicada. Estos datos confirman que el
efecto de la bradicinina en estas celulas se media a través de un receptor B2 ¥y no B,. Posterior al

pico en el aumento del calcio intracelular se sigue un periodo de recuperacion, dicho proceso duréo

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

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

bradicinina, de entre 60 v 80 segundos (Quitterer ¢7 a/, 1995), es decir, tanto las células Rat-1

an el mi prec dio de tiempo

silvestres como las Rat-1 transfectadas con el receptor o n pr

de recuperacion.

La estimulacion por parte de la bradicinina puede inducir la entrada y salida de iones de
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calcio a través de la membrana plasmatica (AbdAlla ¢r «/, 1996). en las células Rat-1. cuando la

concentracion de calcio extracelular es | 8 mM (niveles fisiologicos). la entrada de iones de calcio
es mayor a su salida y por o tanto hay un incremento neto en la concentracion intracelular de calcio,

este proceso pucde ser responsable de que las células estimuladas con concentraciones altas de

bradicinina no recuperen los niveles originales de calcio en el citoplasma  Sin embargo. no se

estudio la entrada o salida de iones a través de canales de membrana por lo que no se puede afirmar

nada al respecto

Con el objeto de caracterizar parte de la via de transduccion activada por el receptor B; se

cuantificé la produccion de fosfatos de ['Hinositol. La produccion de fosfatos de inasitol se

incremento en las células estimuladas con bradicinina y kalidina; no obstante, se obtuvo un efecto de

menor magnitud con respecto al basal que ¢l provocado en la concentracion de calcio intracelular.
Dicho efecto fue bloqueado completamente por el Hoe 140. Estos resultados muestran que la

produccion de fosfatos de inositol esta mediada tambicén via receptores Bz en los fibroblastos Rat-

Vaa.

En consecucncia. podemos afirmar que el receptor B: de bradicinma esta acoplado, en esta
linea celular, a la fostolipasa C3 mediante la activacidn de una proteina G. La produccion de

dicinina ha sido da en varios sistemas a

fosfatos de inositol resultado de la estimulacion con br

diferentes tipos de proteinas G: en células Swiss3T3. asi como en células de musculo liso de arteria
de conejo, la produccion de fosfatos de inositol por la estimulacion del receptor B esta acoplada a
una proteina G insensible a toxina pertussis (Burch y Axelrod. 1987; Tropea ¢f af, 1992). En células

MDCK, sin embargo, la PLC esta acoplada a una proteina sensible a toxina pertussis G,/Gn (Portilla
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et al, 1988); en este caso, se sabe que el responsable de activar a la PLC es el dimero By de la
proteina G, o Gu (Carozzi ¢f «f. 1993) En esta tesis no se analizo el tipo de proteina G involucrada
en la transduccion de senales del receptor B

Por otro lado. la activacion de la PKC por el DAG en respuesta a la estimulacion de
bradicinina puede provocar la activacion de un sistema de cotransporte Na'/K /Cl implicado en la
mitogénesis de fibrablastos (Hichami ¢/ «/. 1996) o la estimulacion de la fosfolipasa D (Pyne y Pyne.
1994).

Se han identificado los residuos del receptor B: responsables de la activacion de la via de
recambio de los fosfoinositidos (Tyr131), que son también importantes para la internalizacion del
receptor (Prado ¢t a/, 1997)

potente que la bradicinina (Regoli y Barabé, 1980), no

=S

In vivo, la kalidina es dos vec
obstante, ambos péeptidos tuvieron un efecto muy parecido en los dos parametros metabédlicos que se
midieron y las ECs para ¢l efecto en la concentracion de calcio fueron también muy similares (45 8

nM y 56.1 nM, resepectivamente). En otras lincas celulares la kalidina y bradicinina estimulan un

incremento transitorio ¢n la produccion de 1), IP: ¢ 1P dependiente de la concentracion; dicho
efecto constituye hasta tres veces el valor del basal para IP). siendo mayor el efecto de la kalidina

que el de la bradicinina (Tropea ¢r «f. 1993} El efecto obtenido para las células Rat-1/o,u es mas

pequeiio: la magnitud del efecto puede variar de acuerdo con la linea celular.
Los resultados obtenidos muestran que los fibroblastos Rat-1 transfectados con el receptor

adrenérgico oun responden a bradicinina aumentando la concentracidn de calcio intracelular y la

produccion de fostatos  de  inositol. Lste efecto esta mediado por receptores que,
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farmacologicamente. corresponden al tipo B

Lograda la caracterizacion farmacologica v funcional del receptor de bradicinina presente en
esta linea celular. uno de los objetisos siguientes es determinar si hay una regulacion del receptor
oy por parte del receptor B de bradicinina en esta linea celutar.  El tipo de proteina G involucrada

en la transduccion, el namero de receptores presentes. si se trata de un receptor tipico. el subtipo de

receptor son pregumntas que también requicren de experimentacion posterior




[vu I. CONCLUSIONES.

Las células Rat-1 wranstectadas con el receptor adenergico oy, respondieron a la estimutacion
con bradicinina elevando la concentracian de calcio intracelular e incrementando la produccion
de fosfatos de inositol

La bradicinina y la kalidina tuvieron efectos similares v provocaron un aumento en el calcio
intracelular de hasta 4 veces el valor del basal que tfue bloqueado por el Hoe 140

Por otro lado. la respuesta de la célula es mas rapida y mas pronunciada mientras mayor es la

caoncentracion de hormona aplicada

Los datos, de acuerdo con la tarmacologia upica de los receptores de bradicinina. indican que

estas células expresun el tipo de receptor B, y es este receptor el que media los efectos
producidos tanto en la concentracion de calcio intracelular como en la produccion de fosfatos de
inositol.

El incremento en la produccion de fostatos de inositol sugiere que el receptor B, esta acoplado,
en esta linea celular. a una fosfolipasa C3 mediante fa activacion de una proteina G. De acuerdo
con los datos reportados para otras lineas celulares, es probable que la proteina G unplicada en

este proceso sea insensible a toxina pertussis. sin embargo, cualquier afirmacion al respecto

requiere de experimentacion posterior
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