k97,

et

2 UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

“CARACTERIZACION FARMACOLOGICA DEL
RECEPTOR A BRADICININA TIPO B2 DE
HUMANO EXPRESADO EN CELULAS DE

INSECTO SF21”

T E S I S

QUE PARA OBTENER €L TITULO DE
B ) | o] L O G A
P R E s E N T A
CLAUDIA - SANCHEZ CARDENAS

DIRECTORES DE TES!S: DR, LUIS ALFONSO VACA DOMINGUEZ.
DRA, ANAID ANTARAMI
“{%W‘W%

%
=
(¥g ]

FBACULTAD DE CIENCIAS

2 q 23 ( 8 \@EcmN ESCOLAR




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



NIVERSDAL U4 T HAL
Arla s o
M

MAT. MARGARITA ELVIRA CHAVEZ CANO
Jefa de la Divisién de Estudios Profesionales de la
Facultad de Ciencias

Presente

Comunicamos a usted que hemos revisado el trabajo de Tesis:

" CARACTERIZACION FARMACOLOGICA DEL RECEPTQR A BRADICININA TIPO B2 DE
HUMANO EXPRESADO EN CELULAS DE INSEETOQ SF 21."

realizado por  SANCHEZ CARDENAS CLAUDIA
con nmero de cuenta 8918381-6 . pasante de la carrera de  BIQLOGIA

Dicho trabajo cuenta con nuestro voto aprobatorio.

Atentamente
Director de Tesis \7ﬁ - Cé//\ /
Propietario OR. LUIS ALFONSO VACA DOMINGUEZ [k ;
Propietario DRA. ANAID ANTARAMIAN SALAS Locdion=S
Propietario M. EN C.-OCTAVIO CESAR GARCIA GONZAL

Suplente Q. SILVESTRE DE JESUS ALAVEZ ESPIDIQ

Suplente BIOL. CARLOS LEONARDD PERAZA RE

hme :':

Eohrm rZeNonriée D, G

DRA. EDNA MARIA SUAREZ DIAZ DEPART.‘\MENTO
DE BIOLOGIA




Con todo carifio a mis padres
Luis y Fausta por darme tanto, por su amor,
por su apoyo, y por comprendenme siempre.

A mi hermana Nelly por ser una gran amiga

A mis abuelitos por crear esta gran familia

A Mily, por la alegria que dejaste en
nuestros corazones.



iNDICE

1. INTRODUCCION
1.1 Transduccién de sefiales: un mecanismo de comunicacion celular
1.2 Mecanismos de transduccion de sefiales mediados por proteinas G

1.2.1 Activacién de la Adenilato Ciclasa {Gs)
1.2.2 Inhibicién de la Adenilato Ciclasa (Gi)
1.2.3 Mecanismo de IP; y liberacidn de calcio

1.3 La Bradicinina
1.4 Receptores a Bradicinina

1.5 Transduccion de sefiales en los Receptores a Bradicinina

2. OBJETIVO

3. HIPOTESIS

4. MATERIAL Y METODOS

5. RESULTADOS

6. DISCUSION

7. CONCLUSIONES

8. REFERENCIAS

dDnn

12

15

17

18

19

24

44

48

49



RESUMEN

Las cininas son un grupo de péptidos vasoactivos involucrados en procesos
fisioldgicos como la hipotensién, la permeatilidad vascular, la contraccion de
moscuio liso y en procesos patoldgicos como el dolor, fa inflamacién, la formacién
de edema e hiperalgesia. La accién de las cininas se encuentra mediada por ia
activacion de los receptores a Bradicinina tipo B1 y principalmente tipo B2.

Los receptores tipo B2 se localizan en la membrana plasmética, poseen
siete dominios transmembranales y estan acoplados a proteinas G. La activacién
de ias proteinas Gq promueve {a hidrélisis de fosfatos de inositol a través de la
activacién de la enzima fosfolipasa C y la consecuente liberacion de calcio del
reticuto endopldsmico.

En este trabajo, el receptor a Bradicinina tipo B2 de humano fue expresado
en células de insecto §f21 utilizando e! sistema de baculovirus. Las células fueron
infectadas con el virus recombinante durante un pericdo de 48-53 horas.

Se realizé la caraclerizacion farmacolégica del receptor B2 a través de la
aplicacién de agonistas y antagonistas especificos. La respuesta de este receptor
fue evaluada por medio del incremento en la concentracién de calcio intracelular
promovido por la aplicacion de agonistas, los cuales activaron al receptor de
manera dosis dependiente. Los datos se ajustaron a una curva de Hill con la cual
se determinaron las constantes de activacién: Lys-Bk (Kso= 0.73 nM), Bradicinina (
Kso= 2.57 nM) y Des-Arg® (Kso= 127 uM).

Por otro lado, se probaron antagonisitas con el fin de determinar su
capacidad para inhibir la respuesta del receptor promovida por Bradicinina. La
constante media de inhibicién para Hoe fue Kiss= 0.16 pM, mientras que los
antagonistas Na- adamantaneacetyl-D-Arg{Hyp®, Thi*®, D-Phe}-Bk y Des-Arg-
(Leu®}-Bk a una concentracién de 50 uM no inhibieron la respuesta dei receptor
promovida por Bradicinina.

Finalmente, se realizé una comparacibn de nuestros resultados con
estudios del mismo receptor en ofras lineas celulares, de esta comparacion



podemos concluir que la farmacologia de agonistas y antagonistas de este
receptor es equiparable a lo reportado en células de mamifero.

-



1. INTRODUCCION

La comunicacién celular es un proceso indispensable para la integracion
fisioldgica de los organismos multicelulares, participa en la regulacién det desarrolio y
la organizacidn de los tejidos, asi como en la coordinacidén de funciones como el
crecimiento y la divisidn celular (Alberts y cols., 1994). A fravés de esta comunicacion
las células son capaces de recibir y responder a informacién del exterior para
satisfacer Ias necesidades primordizles en un organismo. Este proceso puede
llevarse a cabo directamente de célula a célula 0 por medio de mecanismos mids
complejos que requieren de moléculas que actian llevando la seial a distancia;
gjemplos de éstas son las hormonas, los neurotransmisores y los factores de
crecimiento, los cuales flevan un mensaje especifico a un lugar determinado. De
acuerdo a la distancia que estos mensajeros tienen que recorrer para alcanzar su
blanco, la comunicacion se divide en tres tipos: enddcrina, paracrina y autberina
(Alberts y cols., 1994).

La sefial endocrina utiliza hormonas que se transportan a través del tomente
sanguineo hasta su sitio de accion. En la paracrina, la célula blance y la célula
generadora de la informacidn estan en contacto estrecho, por lo tanto, el mensaje
llega solamente al grupo celular adyacente, como ejemplo de este tipo de sefial se
encuentran [0s neurotransmisores, que propagan los impulsos nerviosos de una
célula neuronal a una célula muscular. En la sefial autderina las células' responden a
sustancias que se liberan por ellas mismas, como es el caso de culfivos celulares.

Frecuentemente una misma sustancia actia en dos 0 mas tipos de vias de
comunicacion; ciertos péptidos funcionan como neurctransmisores (sefial paracrina)
6 como hormonas sistémicas (sefial enddcrina) (Alberts y cols., 1994).

Los organismos multicelulares han evolucionado gracias a los mecanismos de
comunicacién celular, de manera que pueden responder a sefiales de origen
extracelular y caracteristicas diversas. tales como las hormonas, los
neurotransmisores y los factores de crecimiento, o bien sefiales sensorales como

la luz, los olores y los sabores.



1.1 TRANSDUCCION DE SENALES: UN MECANISMO DE COMUNICACION
INTRACELULAR. .

Las células reciben las sefiales extracelulares, sin embargo, estas no pueden
entrar libremente a través de ia membrana celuiar, s necesario que se inicie un
mecanismo de reconocimiento que principia con la unién de la molécula extracelular
a un receptor especifico situado en la membrana; el receptor es una proteina
constitutiva, que al unirse a su ligando sufre un cambio conformacional, por medio del
cual puede activar a un efector en el interior de la célula. (Alberts y cols., 1994)

Dentro de los receptores existe una superfamilia que se caracteriza por tener 7
segmentos transmembranales y por su acoplamiento a proteinas G. Las proteinas G
estan formadas por tres subunidades: o, By y, las cuales transducen la sefial a
diferentes efectores, como canales idnicos é enzimas como la adenilato ciclasa (AC)
y la fosfolipasa C (PLC). Tales enzimas actlan sobre un sustratc especifico y asi
producen segundos mensajeros, que se encargan de amplificar la sefal original a
través de la actvacién de cinasas y de la liberacién de calcio. El numero de
segundos mensajeros conocidos es refativamente pequefio, io que hace suponer gque
las vias de transduccién son practicamente las mismas en todas las céiulas de los
organismos. (Alberts y cols. 1994)

Los receptores que se acoplan a las proteinas G estdn constituidos por un grupo
de proteinas localizadas en la membrana, cada receptor es una cadena unica
constituida de 450 a 600 aminodcidos que se distribuyen en siete dominios
transmembranales hidrofobicos, cada uno estad formado por 20-25 amino4cidos ¥
presentan una estructura de hélice a. Estos segmentos estan conectados a fraves de
3 asas extracelulares y tres asas infracelutares (Baldwin, 1993). El extremo amino-
terminal se localiza en la porcién extracelular y contiene sitios de N-glicosilacion,
mientras que €l carboxilo terminal se encuentra en la parte intracelular y posee una
cisteina conservada, la cual puede ser palmitoilada, y formar la cuarta asa
infracelular. En la mayoria de estos receptores, las asas 1 y 2 estin unidas al
segmento 3 a través de un enlace disulfuro, mientras que los residuos intracelulares
de serina y treonina, que también estdn presentes en el carboxilo terminal, estan
involucrados en el proceso de intemalizacién y desensibilizacién del receptor.



Visto desde un plano tridimensional, los siete dominios transmembranales del
receptor se distribuyen en la membrana en sentido contrario a las manecillas del
reloj, como es el caso del receptor a Bradicinina (Fig. 1).

En principio, la transduccién de sefiales se caracteriza por un sistema rigido que
acopla un receptor a su efector. Sin embargo, en la mayoria de los casos, el
receptor de membrana representa ¢l primer elemento de tres o mas componentes
en el sistema de transduccién de sefales, donde los diversos elementos interactian
secuencial y reversiblemente,

1.2 MECANISMOS DE TRANSDUCCION DE SENALES MEDIADOS POR
PROTEINAS G.

Las proteinas G unen nucledtidos de guanina, se encuentran unidas a la cara
interna de la membrana plasmatica y como se menciond antericrmente son
heterotriméricas.

Actualmente se conocen 23 diferentes subunidades a, que se han dividido en 4
familias Gos, Goy, Gag ¥ Guie. Las subunidades o se codifican a partic de 17 genes
diferentes (Simon y cols., 1991}, son proteinas con un peso molecular que va de 39 a
52 kDa y comparten entre 45 y 85 % de homglogia en su secuencia de aminoacidos.
El dimero By es un complejo protéico que debido a la estrecha asociacidn entre cada
una de sus subunidades se considera como una unidad funcional. Existen 5 tipos de
subunidades B y 11 tipos de subunidades y. Las subunidades [ tienen un alto grado
de similitud en su secuencia de aminoacidos (del 53 al 90 %) y su peso molecular es
de aproximadamente 36 kDa, mientras las subunidades y comparten solamente un
25% de simitud (Neer, 1995) y tienen un peso de 6-9 kDa, éstas sufren
modificaciones postransduccionales tales como isoprenilacién y metilacion en el
carboxilo terminal. Estas modificaciones permiten {a interaccion adecuada del dimero
By con la membrana plasmatica y con la subunidad «, y facilitan que la sefal se
transmita a sus respectivos efectores.

El modelo general de la activacién de las proteinas G consiste en la unién de la
hormona o ligando a su receplor el cual, después de sufir un cambio
conformacional, promueve el recambio de GDP por GTP en las proteinas G.



FIG 1. ESTRUCTURA DEL RECEPTOR DE BRADICININA.

El receptor a Bradicinina pertenece a la familia de receptores con siete dominios transmembranales acoplados a
proteinas G, en esta figura se muestra una representacion esquemdtica de este . En A) se representa la estructura
de los siete dominios transmembranales {l al Vil), conectados entre si por las asas extracelulares (E1, E2yE3) e
intracelulares {i1,i2 e i3). Ei amino terminal siluado extracelularmente, contiene sitios de N-glicosilacién, mientras
que el carboxilo terminal situado en la porcidn intracelular, contiene la cisteina conservada que puede ser
palmitoilada para formar la cuarta asa intracelular {i4). El enlace disulfuro attamente conservado conecta a las asas
E1y E2 al segmento lll. En 8) Se observa el diagrama tridimensional de los siete dominios transmembranales
distribuidos en sentido contrario a las manecillas del relo] en la membrana.



En estado de repaso, las subunidades de la proteina G se encuentran formando
un complejo, la unién de GTP induce induce la disociacion de las subunidades By
v de la subunidad o de la proteina G, promoviendo el estado activado de la proteina.
Finalmente, la misma Go %€ inactiva hidrofizando el GTP en GDP con la
consecuente fiberacién de fosfato (P1) y se reasocia a las subunidades B y 7 (Alberts
y cols., 1994},

La subunidad o y el dimero By disociadas modulan la actividad de sistemas
especificos de efectores: como la AC, la PLC, la fosfodiesterasa y canales de calcio y
potasio (Bimbaumer, 1992 y Clapham y Neer, 1993). La actividad de estas enzimas
efectoras y de los canales idnicos regula la concentracién celular de segundos
mensajercs (moléculas o iones), responsables de desencadenar respuestas
celulares.

1.2.1.ACTIVACION DE LA ADENILATO CICLASA (Gs)

En esta via la proteina G se denomina Gs debido a que activa a la enzima
adenilato ciclasa . Una vez que la subunidad o de la proteina Gs activa la enzima,
ésta sintetiza AMPciclico (AMPc) a partir de ATP. El complejo cataliico de la
adenilato ciclasa, esta constituido por el comptejo G-GTP. Cuando Gs se asocia con
la subunidad a, actia como una GTPasa, convirtiendo el GTP en GDP, provocando
una disociacién de la proteina G y la AC, inhibiendeo la sintesis de AMPc.

El AMPc es un mensajero de gran importancia que regula funciones como la
transcripcién genética, la mitogénesis, el estado contracti de masculo fiso y la
actividad en canales iénicos. La actividad de la AC esla regulada por la accion de
diversas hormonas, neurotransmisores y factores de crecimiento a través de las
proteinas G. La enzima AC se hidroliza continuamente por la fosfodiesterasa del
AMPc, la cual hidroliza el AMPc en adenosin 5 monofosfato (Alberts y cols., 1994).

1.2.2 INHIBICION DE ADENILATO CICLASA (Gi).

E! mecanismo mencionado antes puede aumentar o disminuir la concentracion
del AMPc, dependiendo del tipo de receptor activado para producir la respuesta.

Un ejemplo de son ios receptores o2 adrenérgicos los cudles estin acoplados a



la enzima AC a través de una proteina G inhibitoria denominada Gi. Esta contiene las
mismas subunidades By de una proteina Gs, pero posee una subunidad  inhibitoria
(Gia) que inhibe directamente a la AC, mientras las subunidades [y disociadas se
unen a las subunidades libres o, para prevenir la forma activa de la enzima AC
{Alberis y cols. 1994),

1.2.3 MECANISMO DE IP3 Y LIBERACION DE CALCIO (Gg).

Una vez activado el receptor, la proteina Gq activa a la enzima PLC la cual
fleva a cabo la via de recambio de fosfoinositidos, produciendo diacilglicerol (DAG)
e inositol 1.4,5 trifosfato {IP3) a partir del fosfatidilinositol 4,5- bifosfato, que es un
fosfolipido que se encuentra en la membrana. El [Pz es un segundo mensajero,
que se une a receptores especificos en el reticulo endoplasmico produciendo
liberacion del calcio intracelular, El calcio liberade del reticulo endoplasmico puede
unirse a la calmeduling, la cual regula la funcidn de un gran numero de enzimas,
entre ellas algunas fosfodiesterasas, AC, ATPasas de calcio, y !a cinasa de la
cadena ligera de miosina (Alberts y cols., 1994} (Fig.2). El DAG, por su naturaleza
hidrofébica permanece en la membrana donde puede activar a la proteina cinasa
C (PKC) en presencia de calcio. PKC cambia su forma inactiva citosélica a fa
forma activa membranal donde forma parte de un complejo activo que puede
fosforilar diversas proteinas de la célula, tanto membranales como citoplasmicas.

1.3 LA BRADICININA.

En al afo de 1909 Abelous y Bardier demostraron que al inyectar
intravenosamente a un permo anestesiado una fraccién humana de la orina insoluble
en alcohol, ésta causaba hipotension; en 1920 Primbam y Hernheiser observaron el
mismo efecto en la presion sanguinea de conejo.

En 1928, Frey y Kraut aislaron de la sangre, de el pancreas y de las glandulas
salivales la sustancia que producia esta respuesta, creyendo que se originaba del
pancreas, finalmente, tal sustancia fue llamada calicreina {por la raiz griega kallikreas



Reticulo
Endoplasmico

FIG 2. MECANISMO DE IP3 Y LIBERACION DE CALCIO

El receptor a Bradicinina se encuentra anclado a la membrana plasmatica y al ser activado por {a unién de su
ligando, sufre un cambio conformacional, favoreciendo la formacidn de GTP y promoviendo la disociacion de
las subunidades de las proteina G, Ga y Gpy, las cuales activan la formacién de IP3, este se forma por hidréli
sisde PLC a partir de un fosfoinositido, se une a su receptor en el reticulo endoplasmico y libera calcio.



= pancreas).

En 1937, Werle y sus colaboradores observaron que cuando la calicreina se
incubada con suero, liberaba oftra sustancia por actividad enzimética, la cual
provocaba contraccién muscular a partir de un precursor inactivo (cinindgencs) (ver
pagina 11).

Finalmente, en 1949, Rocha y Silva reportaron que cuando incubaban con un
extracto de venenc o fripsina la fraccién globular del plasma, se onginaba una
sustancia que producia una disminucion en fa contraccion del intestino aislado de
cuyo. Tal disminucion era siete veces mayor a la obtenida con histamina o
acetilcolina. Siguiendo la nomenclatura, lamaron a esta sustancia Bradicinina por sus
raices griegas: (bradi =lento, cinin =movimiento). (Bhoola y cols., 1992)

La Bradicinina es un nonapéptido (Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg) que
pertenece a las cininas, un grupo de péptidos vasoactivos que influyen en un gran
ntimero de procesos fisiologicos (Fig. 3). La Bradicinina esta involucrada en eventos
inflamatorios y patoldgicos como el asma, el dolor, las alergias y en las respuestas
_inflamatorias post-traumaticas. (Dray y Perkins,1893 , Bames, 1992). También
modula la presién sanguinea, el fransporte electrolitico vy de glucosa, asi como la
proliferacién celular. Las cininas también promueven la migracién de las células
sanguineas a los tejidos cuando, después de un dafio, es requerida la activacién de
células cebadas, fibroblastos y ofras células del sistema inmune {Bhoola y
cols.,1992).

La sintesis de la Bradicinina en los mamiferos, se lieva a cabo en el plasma y en
los tejidos (Fig. 4). En el plasma es formada a partir de las calicreinas plasmaticas,
las cuales se expresan solo en higado. El proceso se lleva a cabo de la siguiente
manera: cuando el factor XIl de coagulacion inactivo (Factor Hageman) se une a la
superficie de las membranas celulares dafadas y las células endoteliales, promueve
la aclivacién de las precalicreinas para formar a las calicreinas. Las calikreinas
plasmiaticas a su vez liberan a la Bradicinina a partir de los cininégenos de alto peso
molecular, mediante la hidrdlisis de uniones Lys-Arg y Arg-Ser, para dar lugar a un
nonapéptido con argininas en ambos extremos (amino y carboxilo terminal). &l
sistema de calicrefnas plasmaticas también participa en la coagulacién sanguinea,



Estructura de la Bradicinina

Arg —

Pro — Pro—r .
/" Phe — Ser
- TPro—

’he Y
Formula: C,H,;N,0,, J
Peso Molecular: 1060
3CH,CO,H

FIG. 3. ESTRUCTURA PRIMARIA DE LA BRADICININA,
La Bradicinina es un nonapéptido vasoactivo involucrado en importantes procesos fisiolégicos come dolor, inflamacion
aguda y vasoconstriccion.



ol

FORMACION DE BRADICININA

Des:Argd ‘ hidrélisis

FIG. 4 VIAS DE FORMACION DE LAS CININAS

La Bradicinina es formada a partir de los cininogenos de alto y bajo peso molecular,a partir de
la activacidn de | as calicreinas plamaticas y tisulares; estas enzimas son liberadas cuando
existe dario en los lejidos, el esquema muestra ademds |la formacion de los agonistas Lys-Bk y
Des-Arg9 por hidrélisis de calicreinas y de Bradicinina respectivamente.



la fibrinolisis, la regulacién det tono vascular y en la inflamacién (Regoli y Barabé,
1980) .

Por otro lado, se encuentran las calicreinas tisulares, que se forman por la
proteclisis de las de precalicreinas, en condiciones de dafio tisular. Las calicreinas
tisulares activadas fiberan lisina-bradicinina (Lys-Bk) a pariir de los cinindgenos de
bajo peso molecular. Estas enzimas hidrolizan uniones Met-Lys-Arg en el amino
terminal y Arg-Ser en el carboxilo terminal, para dar lugar a un decapéptido con lisina
en el amino terminal y arginina en el carboxilo terminal (Regoli y Barabe, 1980 ,
Bhoola y cols., 1992).

AUn cuando no es posible formar Bradicinina a partir de cininégenos de alto peso
molecular, ésta puede ser formada a partir de Lys-Bk por la paricipacion de las
elastasas de los neutrdfilos. La produccién de las cininas también puede ocurrir de
manera independiente al sistema de las calicreinas durante una inflamacién aguda,
donde proteasas celulares liberadas de células cebadas y basofilos, estimulan la
produccién de éstas (Proud y cols., 1985).

Las cininas se encuentran en el plasma humano en una concentracion de 50
pg/ml. La vida media de la Bradicinina y Lys-Bk en la sangre se estima en
aproximadamente 30 segundos (Bhoola y cols.,1982). Las cininas son inactivadas
ripidamente por la accidn de aminopeptidasas, llamadas cininasas |, que se
encuentran en sangre y en tejidos. Estas enzimas remueven la Arg® de la cinina, para
dar origen a Des-Arg®-Bk, mientras que las cininasas fiberan Phe®*Arg® (Bhoola y
cols. 1992).

Las calicreinas son un grupo de profeasas de serina que se encuentran en las
células glandulares, neutrdfilos y fluidos. De acuerdo a criterios como el peso
molecular, su sustrato y sus caracteristicas inmunoldgicas, se dividen en fisulares y
plasmaticas (Bhoola y cols., 1992). Las plasméticas estan codificadas por un solo
gen, mientras que las tisulares son codificadas por varios genes, expresandose éstas
(Himas en diversos tejidos.

Las precalicreinas plasmaticas circulan en el torrente sanguineo unidas al factor
Xl de la coagulacidn y a los cinindgenos de alto peso molecular.

Los cininbgenos son glicoproteinas que tienen una funcion relevante en la
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cascada de la coagulacion y en eventos como la inflamacion y la proteccion al dafo
celular. Existen dos tipos de cinindgenos segin su estructura, tamaiio y afinidad al
tipo de calicreinas: los cinindgenos de alto peso molecular estan constituidos por seis
dominios protéicos, mientras los de bajo peso molecular estan constituidos por cinco
dominios, la regién de donde se liberan las cininas s¢ encuentra en el dominio § de
ambos cinindgenos, ambos estan codificados por un solo gen. Existe un tercer tipo
denominado kinindégeno T gue solo se presenta en rata.

Cuando ocurre dafio vascular, fos cininégenos de alto peso molecular se fijan al
endotelio (en una regién rica en histidina), lo que orienta a los cininbgenos de alto
peso molecular hacia el factor Xl de la coagulacién, que al activarse, forma a las
calicreinas y al factor de coagulacién (Bhoola y cols., 1992).

1.4 RECEPTORES A BRADICININA.

Las cininas ejercen sus efectos a través de la activacion de dos tipos de
receptores: B1 y B2 a Bradicinina. Esta clasificacion esta basada principaimente en
sus propiedades farmacologicas (Regoli y Barabé,1980).

Los receptores B1 y B2 son receptores de siete dominios transmembranales
acoplados a proteinas G (Hess y cols., 1992, Menke y cols.,1994) y, cuando son
activados promueven la hidrélisis de fosfatos de inositol a través de la activacion de
la fosfolipasa C o de [a liberacion de acido araquiddnico a través de la fosfolipasa A2,
El receptor humano B1 muestra una similitud del 36% con respecto al receptor B2 en
humano, y es 78% similar al receptor B1 de conejo (Menke y cols., 1994).

Mientras el receptor B2 a Bradicinina se expresa constitutivamente en multiples
tipos celulares, el receptor B1 puede ser expresado de novo por un estmulo del
sistema de citocininas, particularmente de la intereucina 13 (Regoli y Barabé 1980)
bajo condiciones inducidas de dafo tisular. Ademas provoca hiperalgesia en modelos
animales con inflamacion crénica (Dray y Perkins, 1993). Cuando es activado por
agonistas, ef receptor B2 sufre desensibilizacion e intemalizacion, mientras que el
receptor B1 no se infemaliza ni se desensibiliza {Austin y cols, ,1984).

El receptor B1 ha sido caracterizado principalmente en preparacicnes vascuiares
de musculo liso, fue descubierto en experimentos de contraccién con preparaciones

12



de aorta. después de una incubacién prolongada in vivo (Regoli y Barabé, 1980).

La activacién de los receptores B1 ocasiona la activacion de fibras sensoriales y
la liberacion de prostaglandinas, del factor de relajacion dependiente del endotelio y
de noradrenalina en condicicnes de inflamacion persistente. Sin embargo, 'a mayoria
de los procesos fisioldgicos y patoldgicos que involucran las cininas son mediados
por los receptores de tipo B2, Los receptores B2 se han dividido en dos subtipos:
presinapticos (neuronal), y postsindptico (musculo liso), con base a su respuesta
farmacoldgica al analogo Bk, [Thi 5,8, D-Phe7]-Bk (Dray y Perkins 1993).

El receptor B; se expresa en muchos de los tejidos de rata, humano, cuyo y
conejo. Este receptor consta de 364 aminoéacidos y tiene un peso molecular de 42
kDa. Tiene un enlace disulfuro {Cys 103-Cys 184), y sitios probables de fosforilacion
por PKA (Ser 316) y por PKC (Thr170, Thr237 y Thr342) y de glucosilacién (Asn3,
Asn12 y Asn180). La glucosilacion del receptor ocurre en tres sitios, provoca un
aumento de su peso molecular hasta 78-81 kDa y no tiene ningin efecto en las
interacciones del receptor ligando, sing que es una sefal que permite la direccion e
insercién del receptor en la membrana plasmatica (Watson y Arkinstall., 1994).

Las caracteristicas farmacoldgicas de los receptores B2 muestran diferencias
entre las especies, lo que ha permitido proponer dos subtipos, el B2 y el B2;. E)
receptor B2, se expresa en el humano y ofras especies como el conejo y el perro,
mientras que el B2 se expresa en los roedores como: el cuyo, el hamster y [a rata.

Los subtipos de receptores se han caracterizado usando agonistas y
antagonistas selectivos, 105 cuales son sintetizados de hormonas naturales que
proveen evidencia adicional de la saturacién y el comportamiento fisiologico
relevante de los receptores. Los agonistas mimetizan la funcién de la hormona que
se une a su receptor especifico causando la respuesta normal, mientras gue los
antagonistas se unen al receptor especifico inhibiendo la respuesta de la hormona
natural. (Alperts, ¥ COls.1994}

De acuerdo a criterios farmacolégicos, varios autores han propuesto ia existencia
de subtipos nuevos de receptores para Bradicinina, éstos han sido denominados B3,
B4 y B5 sin embargo, los genes que codifican para estos tipos no han sido



identificados {Farmer y Burch, 1892, Regoli y cols.,1994).

El grupo de Shild y sus colaboradores realizarcn en 1973 el primer estudio de
agonistas para caracterizar al receptor tipo B2 y reportaron el siguiente orden de
potencia: [Hyp3] BK = Lys-Bk, mientras Des-Arg® fue inactiva.

Hasta la fecha se han clonado, expresado yfo caracterizado farmacoldgicamente
el receptor B2 en varios tipos celulares, como en las células C9 de higado de rata
(Garcia-Sainz y Avendaro-Vazquez, 1999), en células de higado de mono (Hess y
cols., 1992) y en células CHO (Eggerickx y cols.,1992) donde se obtuvo el siguiente
orden de potencia: Bradicinina = [Hyp3]Bk > Lys-Bk > Des Arg®- Bk.

Se han realizado estudios de afinidad por el receptor B2 a Bradicinina, para ello
se han wlilizando diversas técnicas como el pegado especifico de! radio ligando, y
el registro de movilizacién de calcio intracelular, de los cuales se ha determinado
que la Bradicinina promueve un incremento en la concentracién de calcio
intracelular. En los diferentes estudios realizados hasta la fecha, se observan
discrepancias en los resultados obtenidos de acuerdo a la técnica usada,
obteniéndose una mayor afinidad en ensayos de pegado especifico de unidn al
radio ligando, técnica mucho mas sensible que la determinacidn de calcio
intfracelular. Estas diferencias también podrian deberse a factores como [a
composician idnica del medio y al buffer usado durante el ensayo de pegado
especifico (Hall, 1992).

Los receptores B2 presentes en las lineas celulares de fibroblastos de pulmdn
de humano (IMR90 y WI-38) se expresan con diferentes afinidades: receptores de
alta afinidad (Kd 440 pM), afinidad intermedia {Kd 5.6 nM) y afinidad baja (Kd 42
nM) a Bradicinina {Dalemar y cols., 1996). '

Se han realizado estudios utilizando antagonistas para clasificar
farmacoldgicamente a los receptores de Bradicinina y basicamente se han derivado
dos generaciones de antagonistas. En la primera generacion se realizé la sustitucion
del residuo prolina en la posicién 7 de la estructura de la Bradicinina por una D-
fenilalanina, tal estructura es la que aporta las propiedades antagénicas. A partir de
ese momento se establecid, por regla general, que los antagonistas al receptor B2 de
bradicinina posean un residuo D-aromatico en tal posicion (Steward ,1995).



En la primera generacion NPC-349 fue uno de los antagonistas que surgid con
una alta efectividad; sin embargo, su actividad dura aproximadamente 15 minutos, y
su afinidad es muy baja.

Durante la segunda generacion se origind una nueva clase de antagonistas en los
cuales los residuos en posicién 7 y 8 de la Bradicinina fueron reemplazados por una
larga cadena hidrofébica que le confiere mayor potencia y duracién al nuevo
antagonista HOE-140. Otro antagonista de esta generacion es WIN-64338 (Salvino y
cols., 1993), un nonapéptido muy potente, sin embargo, no es especifico y fiene
afinidad por otros receptores como el receptor de acetilcolina v {08 receptores
muscarinicos (Steward, 1995).

Ei sitio de unién para la Bradicinina en los receptores B2, ha sido determinado
mediante el uso de diversos agonistas y antagonistas. La Bradicinina interacciona
con una regién amino terminal de la tercera asa extracelular y con el extremo
carboxilo del VI segmento transmembranal. Por ofro lado, experimentos de
entrecruzamiento quimico combinado con mutagénesis dirigida han permitido evaluar
el papel de las cisteinas extracelulares del receptor de humano tipo B2 y su posicidn
relativa al sitio de union del agonista, encontrandose que Cys 103 y Cys 184 estan
involucradas en la union de alta afinidad del ligando Bradicining, ademas el amino
terminal de la Bradicinina cuando se une al receptor tipo B2, se encuentra adyacente
a Cys 20 y Cys 277 (Abd Alla, 1996 y cols).

1.6 TRANSDUCCION DE SENALES EN LOS RECEPTORES A BRADICININA.

Las vias de transduccion activadas por el receptor B1 no han sido muy
estudiadas, existen algunos reportes que indican que se estimula la sintesis de acido
araquidonico y demuestran ademas la activacion de fosfolipasa C en cultivos de
células de musculo liso de aorta en conejo ( Shhenker, 1995).

El receptor B2 acfiva el mefabolismo de fosfoinositidos via proteinas Go/Gi
insensibles a la toxina pertussis e inhibe la actividad de la AC mediante su
interaccion con una proteina Gi sensible a la toxina pertussis. Asimismo, su
activacidén provoca la elevacion de los niveles de GMPc y la apertura de canales
iGnicos ( Watson y Arkinstall, 1994).

Los receptores B2 estén acopiados a diversas vias transduccionales de acuerdo
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con el tipo celular Estos receptores activan a la PLA; a la PLC y a la PLD
{Burch,1990). La PLA; cataliza fa produccién de acido araquidonico a partir de la
fosfatidilcolina y la consecuente secrecién de prostaglandinas Ez e I, que, a su vez
pueden activar a la adenilato ciclasa. Por su parte, la PLC es activada en células de
fifidn por medio de una proteina Gi sensible a toxina pertussis. En consecuencia, la
via de recambio de fosfoinositidos se activa y tiene como efecto el aumento de la
concentracién de calcio intracelular y la activacion de PKC. La Bradicinina es capaz
de activar varias isoformas de la PKC, incluyendo las dependientes e independientes
de calcio, asi como algunas iscformas atipicas (Tippmer y cols. 1996)

Se ha reportado que el calcio liberado durante la activacién del receptor B2,
puede actuar como mensajerc en varias lineas celulares {(AbdAlla y cols, 1996). Ei
calcio es importante modulador del efecto de la Bradicinina sobre fa contraccién
muscular, de hecho, la contraccion muscular es un parametro utilizado
frecuentemente para determinar el efecto de la Bradicinina o de la Des-Arg°-Bk en
preparaciones fisulares. Asimismo, la movilizacién de calcio producida por la
Bradicinina se ha usado como modelo para estudiar a los receptores B2, Ademas de
fa movilizacién del calcio, se ha estudiado ¢l vaciamiento de pozas intracelulares, la
entrada de iones y la actividad de las bombas de calcio en respuesta a la activacion
de estos receptores ( AbdAlla y cols. 1996).
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2. OBJETIVO

Caracterizar farmacolégicamente el receptor a Bradicinina tipo B2 de humano
expresado en células de insecto Sf21 a través de! uso de agonistas y antagonistas,
utilizando como indicador los cambios en el calcio infracelular,
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3. HIPOTESIS

El receptor B2, al ser expresado en células de insecto se acopla a las mismas vias
de transduccién que en mamifero. por lo tanto,la farmacologia de agonistas y
antagonistas del receptor B2 expresado en insecto es equiparable a lo reportado
en mamiferos.
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4. MATERIAL Y METODOS

Reactivos

Todos los reactivos son de calidad analitica. Bradicinina, (Des-Arg®)Bk, N-a-
Adamantaneacetyl-D-Arg-{Hyp®, Thi®®D-phe’]-Bk, Lys-bk, D-Arg(Hyp3, Thi5, D-
Tic7,0ic8)- Bk (Hoe 140), Efiten glicol-bis(B-aminoetil éter)-N,N.N'N'- acido tetra
acético (EGTA) y N-[2-hidroxuetil-piperazin-N'{2- &cido etanolsufonico] (HEPES)
(SIGMA St Louis, MQO). Fura-2-AM fue adquiride de MOLECULAR PROBES
(Eugene, OR).

Cultivo celular

Las células de insecto Sf21{INVITROGEN) fueron crecidas en Medio de Grace
{SIGMA), suplementado con lactoalbumina hydrofizada, yestolate, 10 % de suero de
bovino fetal inactivade, 100 ug/ml estreptomicina y 250 ng/ml amfotericina B (GIBCO,
Grand Island, NY) descrito previamente por O'Relly y cols., 1992, Las células fueron
cultivadas en medio fiquido en matraces de 250 mi, a una temperatura constante de
26°C ( y en agitacion 100 r.p.m.).(COSTAR, Cambridge, MA).

Produccién del baculovirus recombinante

El DNA codificante del receptor humano B2 a Bradicinina fue subclonado en el
vector para baculovirus pBlueBac4 usando técnicas estandar de ligacion (O'Relly y
cols., 1992). La orientacion del DNAc¢ fue confirmada por mapeo de restriccion. El
baculovirus recombinante fue producido siguiendo las instrucciones del manual
(INVITROGEN). El baculovirus fue purificado dos veces usando ensayo de placa y
postériormente amplificado. El titulo de la amplificacion fue determinado siguiendo ta
expresién del gen de B-galactosidasa (O'Relly y cols., 1992). El stock final del virus
fue mantenido a 4°C hasta su uso {Fig. 5).
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FIG. 5 ESQUEMATIZACION DE LA PRODUCCION DEL BACULOVIRUS
RECOMBINANTE,

El DNA que codifica para el receptor a Bradicinina tipo B2 de humano fue
lingarizado y subclonado dentro del vector para Baculovirus BB4, através
de una recombinacion, el baculovirus recombinante fue producido y poste

riormente seleccionada y amplificado en las células de insecto Sf21.

Selecm n del DNA recombinante
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Infeccién

Una vez alcanzada la concentracion de 1x10° células/ml, las células Sf21 se
infectaron con e! baculovirus recombinante a una dilucién 1:1000 y se mantuvieron
con agitacion y temperatura constantes durante un pericdo de 48 - 53 horas. E! virus
tiene una vida media de aproximadamente 4 meses, por lo que fue necesario realizar
amplificaciones a lo largo del trabajo experimental.

Microscopia electrénica

Las células se fijaron en glutaraldehido al 3% en fosfatos 0.1M durante 2 horas
a 4°C, fa post-fijacion se llevé a cabo en tetradxido de osmio al 1% en fosfatos a
4°C. Posteriomente las células se deshidrataron en etancl de 30 a 100% con
oxido de propileno y se infiltraron en Epon 1:1 con Oxido de propileno, para la
inclusion se utilizé Epon al 100% y al 60% para la polimerizacion durante 48 horas
a 60°C. E) pellet incluido se corté en un microtomo Ultracut Reichert-Jung con un
grosor de 600-700 A. Finalmente las célutas fueron montadas en rejillas de cobre
contrastadas con acetato de uranilo al 2% y citrato de plomo 1% y observadas en
un microscopio electronico de transmision 1200CXII.

Determinacion de la concentracion de calcio intracelular

Una vez concluido el tiempo de infeccidn, las células se centrifugaron y se
resuspendieron en 3 ml de medio de cultivo, posteriormente se incubaron con 5 uM
de Fura-2-AM durante 30 minutos a temperatura ambiente. Después de esto, las
células se lavaron y se centrifugaron dos veces mas para eliminar el Fura-2-AM de 1a
solucién. Se colocd 1.5 ml de células en suspension (aproximadamente 1.5x 10 ©
células/mf) en sofucién de insecto ( NaCl 10 mM, KCI 60 mM, MgCl; 25 mM, CaCp
1.8 mM, Glucosa 4 mM, Hepes 15 mM, Manitol 15 mM y BSA 10%) en la celda
dentro del fluorémetro Aminco-Bowman series 2 (SIM series II) para realizar cada
experimento. La longitud de onda de excitacion se fijié a 340 y 380 nm y se leyd
alternadamente cada dos segundos, la emisién se registré a 510 nm. La aplicacion
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de los agonistas se llevd a cabo 50 segundos del registro vy la de los antagonistas
aproximadamente a los 100 segundos. Cada experimento fue calibrado por separado
para obtener el maximo de fluorescencia después de romper las células con 0.1% de
Triton X-100, la minima fiuorescencia fue obtenida después de quelar el calcio en ia
solucion con 20 mM de EGTA. Los valores obtenidos con este procedimiento fueron
usados para calcular la concentracion de calcio intracelular de acuerdo a la ecuacidn
publicada por Grynkiewicz y colaboradores en 1985 (Fig. 6). La ecuacién es la
siguiente:

F - Fmin

[Ca™}= Kd = F

donde:
{Ca™"] = concentracién de calcio
Kd = disociacidon constante efectiva
F = flucrescencia
Fmin = fluorescencia minima
Fmax = fluorescencia maxima

Andlisis de datos

El incremento de [Ca®')i {concentracién de calcio infracelular) fue determinado al
obtener la diferencia entre el pico méximo de ia respuesta después de la aplicacion
del agonista y el nivel basal al iniciar el experimento. E! andlisis estadistioo fue
realizado en el programa de Sigma Plot (JAMDEL Co.), posteriormente las graficas
fueron ajustadas en Qrigin 6.0 a una ecuacidén de Hil con el fin de obtener la
constante de activacién (agonistas) o inhibicién (antagonistas} medias.

22



=

-

2

Lavados

FIG.6 DIAGRAMA DE FLUJO DE LA CUANTIFICACION DE CAICIO INTRACELULAR.
Las células en liquido con 48 horas de infeccién se incubaron con el marcador fura 2 AM
durante 30 minutos, posteriormente se lavaron y se centrifugaron dos veces, finalmente
se colocaron en {a celda dentro de! espectrofluordometro, el cual emite una longitud de
onda de 340 a 380 nm alternadamente, ésta emisién es registrada para poder astimar la
movilizacién de calcio intracelutar.
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5. RESULTADOS

Una vez infectadas con el baculovirus recombinante, las células de insecto Sf21
fueron observadas al microscopio 6ptico y comparadas con las células control; las cuales
presentan una forma redondeada y color claro. Las células infectadas perdieron su forma
y presentaron pequefias vacuolas en el citoplasma, éstas se incrementaron a medida
que se aumentd el pericdo de infeccidn.

Para observar con mayor exactitud las diferencias morfolégicas encontradas entre
las células de insecto Sf21 control y las infectadas con el baculovirus, se tomaron
micrografias de ambas en el microscopio electrénico de transmision {Fig. 7). Como se
aprecia en la figura 7, las células infectadas tienen una membrana plasmatica muy
fugosa, presentan mayor vacuolizacién y tienen un nicleo mas grande que las células
control.
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FIG.?T MICROGRAFIA DE CELULAS DE INSECTO SF21 CONTROL E INFECTADAS.
Panel A. Se observa el corte de una célula de insecto 521 silvestre,

Panel B. Se muestra el corte de una célula $f21 con 48horas de infeccién con el baculovirus
recombinante, la cual presenta un nicleo (N) de mucho mayor tamario y vacuolizaciones (V).



Antes de iniciar los experimentos con el receptor a Bradicinina realizamos
registros de movilizacion de calcio intracelular en células sin infectar como control de la
ausencia de un receptor enddgeno que movilize calcio intracelular en respuesta a
Bradicinina. La aplicacién de 100 nM de Bradicinina no moviliza calgio intraceluiar en
células de insecto no infectadas. (datos no mostrados).

Por ofro lado se infectaron células con un baculovirus recombinante conteniendo
el DNAc completo para el receptor de Ryanodina tipo 1 de conejo con el fin de verificar si
ia infeccion con el baculovirus inducia algin cambio que permitiera a ilas células
responder al estimulo con Bradicinina (control de infeccién). La aplicacion de 100 nM de
Bradicinina no promovié movilizacién de calcio intracelular en células infectadas con el
receptor de Ryanodina. (datos no mostrados)

Las diferencias morfoldgicas enfre las células control e infectadas fueron mostradas
en ia figura 7, el siguiente paso consistié en verificar la expresion funcional del receptor a
Bradicinina tipo B2 de humano, para {0 cual realizamos experimentos de movilizacién de
calcio intracelular utilizando Bradicinina, agonista especifico para el receptor tipo B2.

Para esto, se llevaron a cabo dos tipos de experimentos: uno con 1.8 mM de calcio
extracelular, y un segundo al cual se le agregd 2 mM de EGTA para quelar el calcio
extracelular, en ambos casos se agregd 100 nM de Bradicinina.

El experimento control consistié en la aplicacion de 100 nM de Bradicinina en
condiciones fisiologicas de calcio extracelular (+Ca™), ver figura 8. La adicién del agonista
indujo un incremento inmediato en la concentracién de calcio intraceiular, Esta respuesta
alcanzd un pico maximo aproximadamente a los 170 segundos y descendid manteniendo
una meseta que no alcanza el nivel basal inicial de calcio intracelular.

El siguiente experimento consistié en la adicion de EGTA al inicio del trazo y la
posterior aplicacion de 100 nM de Bradicinina (-Ca*™"). Bajo estas condiciones el agonista
fue capaz de inducir el incremento instantaneo de la concentracion de calcio intracelutar,
sin embargo, el pico maximo alcanzado por esta respuesta disminuyd aproximadamente
un 50% con respecto al experimento control, en este caso, la concentracién intracelular
de calcio descendid hasta alcanzar el nivet basal ( previo a la aplicacién del agonista).l
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Los resultados obtenidos sugieren que la activacion del receptor por Bradicinina
incrementa la concentracién de calcio intracelutar, el cual proviene tanto del calcio que
sale de pozas intracelulares como de la entrada de calcio del medio extracelular.
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FIG 8. EXPRESION FUNCIONAL DEL RECEPTOR A BRADICININA TIPO B2 DE
HUMANO EN CELULAS DE INSECTO SF 21.

Efecto de 100 nM de Bradicinina en el incremento de calcio intracelular con 1.8 mM de
calcio extracelular (flecha horizental superior) y en ausencia de calcio extracelular
posterior a la adicion de 6 mM de EGTA {flecha horizontal inferior)

La flecha negra vertical indica el momento de aplicacién del agonista.
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Una vez lograda la expresion funcional del receptor, realizamos una curva dosis-
respuesta a Bradicinina con el objeto de determinar su constante de activacién media
(Kso). Los resultados se muestran en la figura 9 A, donde se observa que el agonista
promueve un incremento en la concentracidon de calcio intracelutar de tipo dosis
dependiente. La dosis 100 nM de Bradicinina provocd el incremento maxime de la
concentraciéon de calcio intracelular, mientras que a dosis menores de 0.13 nM, el
agonista no promueve respuesta afguna.

En el panel B de la figura 9 se observa la curva dosis respuesta a Bradicining, la
curva fue ajustada al modelo de Hill con el cual se obtuvo el valor de Ksg = 2.57 nM para
Bradicinina.

A continuacién se aplicé la prueba estadistica t de student a las dos concentracicnes
mas altas del agonista (10 nM y 100 nM). Con lo que conclufmos que no existe una
diferencia significativa entre las dos dltimas concentraciones probadas (p= 0.71).
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FIG. 9. CURVA DOSIS- RESPUESTA A BRADICININA.

Panel A, Incremento en la concentracién de calcio intraceiular en respuesta a la aplicacién
De dosis crecientes de Bradicinina ( 0.13, 0.5, 1, 2.5, 5, 10 y 100 nM). La flecha vertical
indica el momento de la aplicacion del agonista.

Panel B. Curva dosis respuesta a Bradicinina ajustada al modelo da Hill (linea roja).

Se muestra graficado el error estandar n=7.

30



Para continuar con el estudio farmacoldgico del receptor, probamos el agonista
Lisina-Bradicinina (Lys-Bk), con el objeto de determinar si activa al receptor. Este
agonista fue capaz de inducir movilizacidn de calcio intracelular y promovid una
respuesta de tipo dosis dependiente. La dosis maxima aplicada fue 10 nM, mientras que
a la concentracién de 0.05 nM no se observé respuesta alguna. (Fig. 10 A),

A continuacién realizamos una curva dosis respuesta para determinar su constante
de activacién. La curva se ajustd al modelo de Hill, y mediante este analisis obtuvimos el
valor de Ksp = 0.73 nM. (Fig. 10 B)

Los valores con las dltimas concentraciones aplicadas no difirieron significativamente
{(p= 0.11;, prueba t de student), lo que indica que el receptor se satura con la dosis
méxima aplicada (10nM).

Los resultados obtenidos con Lys-Bk muestran que activa al receptor en estudio con
una potencia 3.5 mayor que Bradicinina, agonista natural del receptor.
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FIG. 10 CURVA DOSIS-RESPUESTA A LYS-BK.

Panel A. Incremento de la concentracidn de calcio intracelular en respuesta a Ia
aplicacion de dosis crecientes de Lys-Bk ( 0.05, 0.1, 0.5, 1, y 10 nM ). El momento de
aplicaciéin del ageonista es indicado por ia flecha vertical.

Panel B. Curva dosis respuesta a Lys-Bk ajustada al modelo de Hif { linea roja). La
gréfica muestra el ermor estandar. n=8
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Posteriormente probamos Des-Arg®, agonista especifico para el receptor a
Bradicinina tipo B1, para determinar si era capaz de activar al receptor tipo B2 en este
modelo.

Este agonista promovié un incremento en la concentracidn de calcio intracelular. por
io que a continuacién realizamos una curva dosis-respuesta, con el objeto de determinar
Su Kso.

La figura 11 A, muestra que Des-Arg® activa al receptor tipo B2 de manera dosis
dependiente. La concentracion utilizada para obtener la respuesta maxima en el
incremento de calcio intracelular fue de 400 uM, dosis aplicadas menores a 0.5 uM no
promovieron la movilizacién de calcio intracelular. A diferencia de los dos agonistas
probados anteriormente cuyas dosis se ubicaron en el rango nM, Des-Arg® requirié de la
aplicacién de dosis en el orden uM para activar al receptor.

La figura 11 B muestra la curva dosis respuesta a Des-Arg® ajustada al modelo de
Hill{ K so =127uM).

Los resultados anteriores indican que este agonista activa al receptor tipo B2 en este
estudio con una potencia 50,000 veces menor que Bradicinina y 175,000 veces menor

que Lys-Bk.
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FIG. 11 CURVA DOSIS-RESPUESTA A DES-ARG™

Panel A. Incremento en la concentracidn de calcio intracelular en respuesta 2 la
aplicacién de las dosis crecientes de Das-Arg®( 0.5, 1, 5, 10 50,100, 200, y 400 uM). La

flecha negra indica el momanto en que se aplrcé la Des- Arg
Panel B. Curva dosis respuesta a Des- Arg ajustada al modelo de Hill {linea roja).
Se muestra graficado el error estandar. n=6.
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Realizamos una grafica comparativa para mostrar las diferencias entre las
concentraciones requeridas por los agonistas para activar al receptor tipo B2 en
este estudio (Fig. 12). En esta figura se observan las curvas dosis respuesta de
los tres agonistas probados, ajustadas cada una a una curva de Hill. Lys-Bk fue el
agonista mas potente (Ksp= 0.73nM), seguido de Bradicinina (Ksp= 2.57nM) ¥y
finalmente Des-Arg® fue el agonista mas débil (Kso= 127 uM)
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FIG.12, CURVAS DOSIS-RESPUESTA COMPARATIVAS.
Gréfica comparativa que muestra las curvas dosis respuesta de los agonistas
utilizados, en cuadros se muestra Bk ( p= 0.71), en circulos Lys-Bk { p= 0.11) y Des-

arg® en trigngulos ( p=8.11)
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La potencia con que cada agonista activé al receptor tipo B2 en este estudio fue
mostrada en los resultados anteriores (Fig. 12). Una vez determinada la dosis saturante
de cada agonista (Bradicinina 100nM, Lys-Bk 10nM y Des-Arg® 400uM), analizamos el
incremento en {a concentracidn de calcio intracelular promovido por cada uno con el
objeto de comparar si la aplicacion estas incrementan concentraciones diferentes de
calcio intracelular, realizamos una serie de experimentos de movilizacion de calcio
intracelular utilizando estas concentraciones en experimentos independientes, los cuales
muestran que a dosis saturantes, Lys-Bk fue el agonista que promovié un mayor
incremento en la concentracién de calcio intracelular, seguido de Bradicinina y finalmente
Des-arg’ (Fig. 13 A).

El panel B de fa figura 13, muestra el incremento de calcio intracelular promovido por
cada agonista en términos porcentuales. Como se puede ver, Lys-Bk movilizd méas calcio
intracelular, este dato se tomé como 100% de la respuesta; con lo que se obtuvo que
Bradicinina moviliza 87%, mientras Des-arg® increment6 la concentracion de calcio
intracelular en un 67% respecto al agonista mas potente.

Los resultados anteriores indican gue el agonista mas débit de este trabajo, Des-Arg®,
requiere de una dosis mayor (rango uM), para activar al receptor, y a su vez maviliza
menos calcio comparado con el agonista mas potente Lys- Bk, el cual activa al receptor
en ef rango nM, movilizando mas calcio intracelular.
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Panel A. Incremento en la movilizacion de caicio intracelular promovido por la aplicacién
de las dosis saturantes de los agonistas: Lys-bk 10 nM, Bk 100 nM y Des-arg“ 400 pM.
Panet B. Diferencias porcentuales def incremento de calcio intracelular en respuesta a la
aplicacion de las dosis méaximas de los agonistas n=5.
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Para complementar la caracterizacidn farmacolégica de este receptor,
probamos varios antagonistas con el fin de determinar si pueden bloquear la
activacion producida por Bradicinina.

Realizamos experimentos de deteccion de cambios en el calcio intracelular, en
los cuates se utilizd como control la dosis saturante de Bradicinina previamente
determinada (100 nM). El primer antagonista aplicado fue Hoe 140. La figura 14 A
muestra que conforme se aplica una mayor dosis del antagonista, disminuye el
incremento de calcio intracetular promovido por Bradicinina. De esta manera se
puede observar que a la concentracién de 1uM, Hoe 140 abate aproximadamente
el 80% de ia respuesta a Bradicinina.

En el Panel B de la figura 14 se observa la curva dosis respuesta a Hoe-140
ajustada al modelo de Hill (Kisg = 0.16uM).
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FIG. 14. CURVA DOSIS-RESPUESTA A HOE-140.

Panel A. Disminucidn de [a@ concentracién de calcio intracelular inducida por la
aplicacion de dosis crecientes de Hoe-140: 0.0010, 0.0050, 0.010, .050, .50 y 1 pM,
previas a la aplicacidn de 100 nM de Bradicinina. Las flachas indican el momento de
aplicacién de Hoe-140 y de Bradicinina.

Panel B, Curva dosis respuesta de Hoe-140 ajustada al modelo de Hill.

Se muestra graficado el emror estandar. n=6
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De la misma manera probamos el antagonista No-adamantaneacetyl-D-
Arg[Hyp®, Thi®%, D-Phe]-BK, sin embargo, ain cuando se trata de una agonista
especifico para este tipo de receptor, no ogré inhibir la respuesta de Bradicinina a
la dosis maxima probada en este estudio (50 uM) {(Experimentos no mostrados).

Finalmente fue probado el antagonista Des-Arg-[Leu]’, especifico para el
receptor a Bradicinina tipo B1, el cual no inhibid la movilizacidn de calcio
promovida por Bradicinina. Cabe mencionar que Des-Arg-[Leu]® actud ademéas
como un agonista parcial, ya que promovid un incremento de la concentracién
intracelular de calcio. (Datos no mostrados)

Los resuliados farmacolégicos obtenidos de este estudio con el receptor a
Bradicinina tipo B2 de humano expresado en células de insecto, fueron
comparados con trabajos previos en los cuales expresaron el mismo receptor en
otros tipos celulares. Los datos comparativos se encuentran en la tabla 1.
Bradicinina se comportd como un fuerte agonista en este estudio Kso {(2.57 nM)
con respecto a resultados obtenidos en células $f21(Ksp = 50 nM) de un trabajo
anterior y en céluias C9 de rata (Ksq = 5 nM). Sin embargo, se mostré 100 veces
menos pofente en comparacién a un estudio realizado en células CHO (Ksp = 30
pM).

En lo que respecta al agonista Lys-Bk, este farmaco se comportd como el
agonista mas potente (Kso = 0.73 nM), incluso comparado con las lineas celulares
CHO (Kso = 1 nM), y C9 (Kso = 20 nM).

Des-Arg®, que se comportd como el agonista mas débil en este trabajo (Kso
= 127uM); ha sido reportado como inactivo a la dosis de 1uM y no probaron dosis

mayores.
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Células | CHO Co SF2] SF21

- a0 *en
| Agonist

X107 | sxi0” | sxi0® [ 2.5x10”
Bk

1x10” | 2x10® - 7.3x10"™°
Lys-bk

1x10% | 1x10® | ixto® | r2110
Des- Argg inactivo | inactiva | inactivo

. Eggerickx y cols. (1992)
ss  Garcia Sainz y Avendario (1898)
see  Reyesy cols. {2000}

TABLA 1. TABLA COMPARATIVA DEL EFECTO DE DIFERENTES AGONISTAS DEL
RECEPTOR DE BRADICININA EN LA MOVILIZACION DE CALCIO INTRACELULAR.

En asta tabla se muestran las K (M) de activacion de agonistas en el receptor a Bradicinina
de humano tipo B2 expresado en diferenles tipos celulares, utlizando la técnica de
movilizacion de calcio intracelular, Con letras obscuras se observan los datos obtenidos en el
presents estudio.

Los resultados obtenidos con los antagonistas en el presente trabajo también
fueron comparados con estudios previos realizados en otras lineas celulares. Los
datos se muesiran en la tabla 2, donde se observa que Hoe 140, el antagonista
més potente en este estudio, resultd ser menos potente al comparario con trabajos
realizados en otras lineas celulares (CHO y C9), en los cuales obtuvieron Kisy a
concentraciones en el orden pM, mientras en este estudio la Kisp obtenida fue de
160 nM.

El antagonista Na- adamantaneacetyl-D-Arg[Hyp®, Thi*®, D-Phe}-Bk fue
inactivo a la dosis de 50 uM, a diferencia de un estudio realizado en la misma linea

celular en el cual reportarcn una inhibicién total a la dosis 10uM (Reyes y cols.,
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2000) por ofro lado en un trabajo realizado en células C9 reportaron una Kisg= 20

uM para este antagonista.

Finalmente el antagonista Des-Arg-[Leu®l-Bk, especifico para el receptor tipo
B1 a Bradicinina, al igual que en los trabajos revisados en la tabla comparativa no

mostré inhibicién alguna sobre el efecto de Bradicinina.

-
29
.00

Kisg
élulas CHO C9 SF21 SF21

Antagonistas
Hoe 140 1X10°  1X10” - 1x10”
Na—adamantaneacety]- IXIO’ ! 2X10 IX]O" SXID'S
D-al'g[HYpJ T]'ljs's D- ) blogueo | inactivo
Phe’}-Bk ’ > ' total

Inactivo ' 1X10% - sx10”
Des-Argg[Leus-Bk] | tnactivo mactivo

Eggerickx y cols. (1992)
Garcia Sainz y Avendaiio (1999)
Reyes y cols. (2000)

TABLA 2. TABLA COMPARATIVA DEL EFECTO DE DIFERENTES ANTAGONISTAS DEL
RECEPTOR DE BRADICININA EN LA MOVILIZACION DE CALCIO INTRACELULAR.

Tabla comparativa que muestra las Kis, (M) de activacién de antagonistas en ef receptor a
Bradicinina tipo 82 de humano expresado en dferentes tipos celulares, utilizando ki técnica
de registro de moviizacion de calcio intracelular. En letras obscuras se observan los datos

obtenidos en el presente estudio.
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6. DISCUSION

En el presente trabajo se estudiaron las propiedades farméooiégicas de!
receptor humano a Bradicinina tipo B2 expresado en células de insecto sf21
mediante el sistema de baculovirus.

La activacién de los receptores a Bradicinina involucra la via de
transduccién de sefiales acopladas a la fosfolipasa C (PLC), la cual provoca un
incremento en la produccién de DAG e IP3, este Gltimo promueve cambios en la
concentracion intracelular de calcio.

El efecto de los agonistas y antagonistas sobre el receptor fue evaluado a
través de la cuantificacién de la movilizacién de calcio intracelular. Para este fin, el
indicador de calcio: fura 2-AM fue una importante herramienta que nos permitié
detectar cambios en la concentracion intracelular de calcio libre.

La adicién de 100 nM de Bradicinina, agonista natural del receptor, provocd
un incremento inmediato de calcio intracelular, y la adicién previa de EGTA
disminuyd esta respuesta mas del 50%, evento que nos sugiere que la respuesta
promovida por Bradicinina es debida a dos mecanismos: el primero involucra la
salida de calcio de pozas intracelulares y el segundo se debe a la entrada del
calcio del medic extracelular, este comportamiento de tipo bifasico ha sido
previamente reportado (Abd Alla y cols., 19986).

La activacién del receptor por Bradicinina resulta en el incremento de fa
concentracion de calcio intracelular de manera dosis dependiente, respuesta que
se satura con 100 nM del agonista, e! cual mostrd una constante de activacion
media (Kso) de 2.6 nM.

De igual manera, Lys-Bk promovié la movilizacién de calcio intracelular de
manera dosis dependiente, alcanzando su saturacién con 10 nM del agonista y
presentd una Ksp = 0.74 nM.

El agonista especifico para receptores tipo B1 Des-Arg® (Dray y Perkins,
1993), también promovidé movilizacién de calcio infracelular, mostrando ser un
agonista débil para el receptor tipo B2 en este trabajo (Ksp= 1271:M), la saturacién
se obtuvo con la concentracion maxima aplicada (400 pM).



Las dosis méximas aplicadas de ios agonistas: Bradicinina, Lys-Bk y Des-
Argg, movilizan diferentes concentraciones de calcio intracelular. Bradicinina
promueve un 87% de la movilizacion de calcio intracelular con respecto al 100%
promovido por Lys-Bk, mientras que Des-Arg® promueve s610 un 67%.

Se observd una relacidn aparente entre las dosis maximas saturantes
utilizadas para cada agonista y su capacidad de movilizacién de calcio intracelutar,
en la cual el agonista mas débil en este estudio (Des-Arg®), necesita una dosis
mayor (del orden puM), para activar al receptor, movilizando una menor
concentracidén de calcio intracelular, mientras que el agonista mas potente (Lys-
Bk), moviliza una mayor concentracién de caicio intracelular a dosis menores (de!
orden nM). Lo anterior indica que cada cinina es capaz de movilizar diferentes
niveles de calcio intracelutar, 1o que podria sugerir un papel diferencial en eventos
fisiolégicos y patoldgicos mediados por este receptor.

Las constantes de activacion media obtenidas en este trabajo fueron
comparadas con estudios previos. De esta comparacién Bradicinina resufté 10
veces mas potente para activar al receptor tipo B2 que en un estudic previo
realizado en células Sf21, en el cual se sigui6 la misma metodologia (Reyes vy
cols., 2000}.

Por ofro lado, el resultado obtenido con Bradicinina fue similar a un trabajo
previo realizados en células C9, (Garcia-Sdinz y Avendaio, 1999), donde el
receptor es endogeno.

Sin embargo, la Bradicinina fue 10 veces menos potente para activar al
receptor tipo B2 en este estudio que en un trabajo previo en células CHO
{Eggerickx y cols., 1892).

Para el caso del agonista Lys-Bk, éste fue entre 10 y 100 veces mas
potente con respecto a frabajos realizados con células CHO (Eggerickx y cols.,
1992) y célutas C9 (Garcia- Sainz y Avendafio, 1999),

El agonista Des-Argg, que presenta una gran afinidad por el receptor tipo B1
a Bradicinina (Dray y Perkins, 1993), mostré caracteristicas de agonista para el
receptor tipo B2, a diferencia de lo reportado en trabajos realizados en los tipos
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celulares CHO (Eggerickx y cols., 1992), Sf21 (Reyes y cols., 2000) y C9 (Garcia -
Sainz y Avendafio., 1999}, estudios en los que no detectaron movilizacion de
calcio intracelular a concentraciones pM.

En io que respecta a los resultados obtenidos con los antagonistas, Hoe-
140 fue entre 10 y 100 veces mas débil para inhibir la respuesta promovida por
Bradicinina en comparacién con un estudio realizado en células CHO (Eggerickx y
cols., 1992), C9 {Garcia- Sainz y Avendano, 1999) y 5f21 {Reyes y cols., 2000).

El otro antagonista especifico para el receptor tipo B2 a Bradicinina, Na-
adamantaneacetyl-D-arg Hyp®, Thi*®, D- Phe’-Bk, no tuvo actividad en nuestro
estudio para abatir la respuesta promovida por Bradicinina, a diferencia de
estudios realizados en ¢élulas CHO (Eggerickx y cols. 1992), C9 (Garcia-Sainz y
Avendafio, 1999) y Sf21 (Reyes y cols., 2000).

Finaimente, Des-Arg-Leu ? antagonista especifico para el receptor tipo B1 a
Bradicinina no modificé la movilizacion de calcio prbmovida por Bradicinina, y en
cambio, se comportd como agonista parcial.

De {a comparacion de nuestros resultados con estudios previos realizados
en otros fipos celulares, podemos concluir que los agonistas probados en este
estudio se comporaron de manera mas potente que los antagonistas, para el
receptor tipo B2 expresado en células de insecto.

Estas diferencias podrian deberse a la actividad espontanea intrinseca del
receptor, concepto introducido en un trabajo reciente (Fathy y cols.,1999). En el
estudio mencionado realizaron mutagénesis dirigida de serinas y treoninas,
aminodécidos involucrados en el proceso de desensibilizacién por el ligando del
receptor a Bradicinina tipo B2 de humano. Fathy y colaboradores (1999), muestran
que el receptor presenta una actividad infrinseca que modula el comportamiento
de un farmaco ya sea como agonista inverso, agonista parcial o antagonista.
Ademas proponen que la capacidad de una drega para modular una respuesta
también esta determinada por las caracteristicas del medio ambiente celular, como
serian las diferentes condiciones de cultivo en que las células fueron crecidas.

Estos argumentos podrian ayudamos a explicar las diferencias de
comportamiento encontradas en la comparacion de agonistas y antagonistas en
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este trabajo con estudios realizados en otros tipos celulares e incluso en el mismo
tipo celular.

De ser asi, una de las causas de discrepancia en la comparacion de
resultados, serian las condiciones del medio ambiente celular en que se realizd
cada trabajo, las cuales son especificas y diversas e influirian directamente en el
comportamiento del receptor.

De esta manera, seria el estado intrinseco en que se encuentre el receptor
lo que determinaria la manera en gue el farmaco aplicado actue: como un agonista
inverso, un agonista parcial o incluso como antagonista. Como es el caso
observado en este trabajo con No-adamantaneacetyl-D-arg Hyp®, Thi®®, D- Phe’-
Bk, antagonista especifico para el receptor tipo B2 que actud como un agonista
parcial.

En términos generales, el receptor tipo B2 de humano expresado en células
de insecto fue capaz de acoplarse a ias vias de sefalizacién presentes en este
tipo celular y ademas presentd caracteristicas funcionates similares a las de los
mismos receptores expresados en células de mamifero, por 1o tanto consideramos
que el sistema de insecto puede permitir un avance rapido en la caracterizacion de
vias de transduccion de sedales acopladas al receptor de Bradicinina asi como el
disefio y prueba de agonistas y antagonistas mas potentes y selectivos.
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7. CONCLUSIONES

Se expresd el receptor tipo B2 de humano en células de insecto Sf21
mediante el método de baculovirus. Este receptor fue estimulado por cininas que
provocaron un incremento en la concentracién intracelutar de calcio con las
constantes de activacion: Lys-Bk (Kso= 0.73nM), Bradicinina { Kso= 2.57nM) y Des-
Arg® (Kso= 127uM).

El antagonista Hoe-140 inhibi¢ la respuesta de activacién del receptor por
Bradicinina con una Kise= 0.16 uM. Los antagonistas Na- adamantaneacetyl-D-
Arg[Hyp®, Thi®®, D-Phe]-Bk y Des-Arg-[Leu®-Bk, no inhibieron la respuesta del
receptor promovida por Bradicinina.

De la comparacidn de nuestros resultados con estudios del mismo receptor
en otras lineas celulares podemos concluir que en términos generales el receptor
en este estudio se comportd funcionalmente de manera similar a trabajos
realizados en células de mamifero.
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ABREVIATURAS

AC
ACMNPYV
AMPc
ATP
CHO
Cc9
DAG
DNA
DNAc
GDP
GTP
Gi

Gs
Gq
IP;3
Kso
Kiso
PLA
PLC
PLD
PKA
PKC
Sf21

Enzima Adenilato Ciciasa.

Autografa californica Virus Nuclear Poliédrico.
Adenosin 5' Monofosfato Ciclico.

Adenosin Trifosfato.

Linea celular obtenida de ovario de hamster.
Linea celular obtenida de célutas de higado de rata.
Diacii Glicerol.

Acido desoxirribonucleico.

DNA complementario.

Guanosin 5' Difosfato.

Guanosin 5' Trifosfato.

Proteina G inhibitoria.

Proteina G estimuiatoria.

Proteina G activadora de la enzima fosfolipasa C.
inositol Trifosfato

Constante de activacién media.

Constante de inhibicién media.

Enzima Fosfolipasa A

Enzima Fosfolipasa C.

Enzima Fosfolipasa D.

Proteina Cinasa A.

Proteina Cinasa C.

Linea celular det insecto sporodoptera frugiperda.
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