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RESUMEN

Con el propdsito de clarificar el papel que pueda tener
el sistema calicreina-cininas de origen glandular en la regu
lacién de la presidn arterial es necesario establecer la pre
sencia de calicreina activa en la sangre y medir sus variacio
nes frente a estimulos fisioldgicos. Con este objetivo desa
rrollamos un método que nos permitid separar y medir especi-

ficamente la enzima a partir del plasma de rata.

La sangre obtenida de la arteria cardtida en tubos plis
ticos citratados, fue centrifugada a 1,500 g x 15 min a 4° C
y el plasma tratado con Polybrene (5 ugr/ml) a fin de evitar
l1a activacidn de la calicreina plasmidtica. E1 plasma fue
sometido a fraccionamiento con sulfato de amonio (30 - 70%)
para eliminar proteinas de alto peso molecular. El precipi-
tado fue rtesuspendido y cromatografiado en una columna de
afinidad Sefarosa - Aprotinina. El material adsorbido fue
lavado con tampdn TRIS-HCL 0,1 M, 0,2 M NaCl pH = 8,1. La
enzima se eluyd con un inhibidor competitivo p-aminobenzami-
na 50 mM. El anflisis electroforético de este material
purificado en gel de poliacrilamida alcalina mostrd

microheterogeneidad, apareciendo dos bandas muy
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cercanas con un sblo pico de actividad, al igual de lo ob-
servado para la calicreina urinaria usada como estandar. El
material plasmdtico obtenido se comporta como calicreina
glandular porque posee actividad enzimdtica sobre el cinind
geno de bajo peso molecular obtenido de plasma de rata; hi-
droliza el sustrato sintético especifico S - 2266 y porque
ambas actividades enzimaticas son inhibidas por aprotinina,
benzamidina y por anticuerpos anticalicrefina urinaria de
rata.
Con el fin de validar nuestro método para separar cali
creina glandular del plasma y de estudiar la participacidn
del rifién en la entrega de esta enzima al plasma, cuantifi-
camos sus variaciones frente a estimulos agudos y crbnicos
que comprometen la funcidn renal. Cuatro grupos de ratas
fueron sometidas a las siguientes manipulaciones experimen-
tales: nefrectomia bilateral 24 horas antes de ser sangra -
das; ligadura bilateral de uréteres 24 horas antes de ser
sangradas; alimentacibén con dieta hiposédica por 1T y 2 se-
manas antes de ser sangradas; hipertensidn experimental
Goldblatt 1 pinza - 1 rifidbn. Los animales [ueron sangra -
dos 7 semanas después del pinzamiento de la arteria renal.
Los valores de 1la actividad cininogendsica de la calicrei-
na glandular contenida en el plasma y de la calicreina uri
naria de los grupos experimentales fueron comparados con
aquellos de los controles con operacidm ficticia o con

dieta normosddica. La actividad enzimdtica fue medida
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mediante RIA y/o bioensayo para cininas. En los animales
con 24 horas de nefrectomia total los valores de calicrei-
na activa en el plasma se duplicaron (p <0,001), mientras
que en los animales con ligddura de uréteres y rifiones "in
situ" disminuyeron significativamente (p <0,001). La die-
ta hiposddica produjo un aumento significativo tanto en los
valores de calicreina urinaria como de calicreina glandular
en el plasma, con una correlacidén significativa entre ambos.
En la fase crodnica de la hipertensidn experimental Goldblatt
1 pinza 1 rifién hﬁbo disminucidén significativa de la cali -
creina urinaria, confirmandose hallazgos anteriores; no se
observd sin embargo, cambio alguno en el contenido de cali-

creina glandular en el plasma de estos mismos animales.

Podemos concluir:

1.- El método que hemos desarrollado permite cuantificar
calicreina glandular bioldgicamente activa en el plas
ma y cuantificar sus variaciones.

2.- La presencia de calicreina glandular en el plasma per
mite postular que el Sistema Calicreina-Cininas ademis
de su papel fisioldgico local puede desempefiar funcio
nes de regulacidén sistémica,.

3.- Los resultados obtenidos al modificar parametros de

funcién renal indican que el rifién participa en la en

trega de calicreina a la circulacidn, pero que no es

la inica y tal vez tampoco la principal fuente de ella.
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SUMMARY

To clarify the rol of glandular kallikrein-kinin system
in arterial pressure regulation we have developed a method
to measure active glandular kallikrein in blood and its va -
riations in response to physiological changes.

Blood was collected in plastic tubes with sodium citra-
te, and centrifuged at 1.500 x g for 15 min at 4° C. The
plasma was treated with Polybrene (5 ug/ml) and fractionated
with ammonium sulfate (30 - 70 %) to eliminate high molecular
weight proteins. The second precipitate was resuspended and
applied to a column of Sepharose-Aprotinin. The adsorbed ma
terial was washed with buffer TRIS-HC1 0,1 M, NaCl, pH = 8,1
and eluted with p-aminobenzamidine 50 mM, a competitive inhi
bitor of kallikrein.

The eluted material showed microheterogeneity, exhibi -
ting two protein bands with only one peak of activity which
corresponds to purified standard urinary kallikrein. This
material behaves as glandular kallikrein. In fact, it shows
enzymatic activity against the low molecular weight kinino-
gen and hydrolizes the S5-2266 synthetic sustrate which is
also suitable for glandular kallikrein. Both enzymatic ac-

tivities are .inhibited by aprotinin, benzamidine and by rat




urinary kallikrein antibodies.

In order to evaluate the method and to study the kidney
involvement in plasma glandular kallikrein variations, the.
enzyme in blood before and after acute chronic changes in re
nal function was measured. Four groups of rats were submit-
ted to different experimental maneuvers: bilateral nephrectp
my or bilateral ureteral obstruction 24 hours before bleed-
ing, low sodium diet for 1 or 2 weeks before bleeding, and
rats with Goldblatt 1 c¢lip - 1 kidney experimental hyperten
sion. Hypertensive animals were bled 7 weeks after renal
artery clipping. The kininogenase activity of glandular kal
likrein purified from plasma of experimental and control rats
was measured by RIA and/or bicassay for kinins.

In nephrectomized rats the amount of active glandular
kallikrein in plasma was two fold (P <0,007) while in rats
with ureteral obstruction it was significantly lower
{p < 0,001) than in control rats. The low sodium diet indu-
ced a significant increase in both, urinary and plasma glan-
dular kallikrein, with a significant correlation between
these values. In chronic Goldblatt 1 clip - 1 kidney expe-
rimental hypertension, as previously described, a signifi -
cant decrease in urinary kallikrein was found, however, no

changes were observed in plasma glandular kallikrein.
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In conclusion:

We have developed a method that allow us to measure ac

tive glandular kallikrein in blood.

The occurrence of glandular kallikrein in blood lead us
to postulate that kallikrein-kinin system could have a

systemic function in blood pressure regulation.

The observed data in response to changes in renal func-
tion suggest that although the kidney may contribute
with kallikrein to the circulation, glandular kallikrein
in plasma derives also from kallikrein sources other

than the kidney.
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INTRODUCCION

Se llaman calicreinas un conjunto de enzimas (serina-
proteasas) que actlian sobre cinindgenos, alfa globulinas
presentes en el plasma y linfa, liberando péptidos bioldgi
camente activos conocidos como cininas. (1).

Se distinguen dos tipos de calicreinas, 1la calicrei-
na plasmitica y las calicreinas de origen glandular. Tam-
bién hay dos form;s de sustrato natural para calicreinas,
el cinindgeno de alto peso molecular (80.000 - 220.000 D )
y el cinindgeno de bajo peso molecular (50.000 - 80.000 D).
(1). La calicreina plasmdtica circula en la sangre como
precursor inactive (precalicreina), siendo activada por el
factor Hageman. La forma plasmidtica activa participa en
el mecanismo de la coagulacibn sanguinea a través de la ac
tivacién del factor XI, y en otros variados procesos como
la conversidén de plasmindgeno en plasmina y procesos de in
flamacidn (2). Esta calicreina actia sobre cinindgeno
de alto peso molecular liberando el nonapéptido bradicini-
na, reaccién que es inhibida por los inhibidores de tripsi
na.

La primera calicreina de origen glandular se encontrd
en la orina como sustancia hipotensora no dializable (3).
Posteriormente se han descrito otras en el tejido de gléan-

dulas exocrinas {pancreas, gliandulas salivales, glandulas




sudoriparas) yen sus secreciones, y €n el tejido de al-
gunos 6rganos como intestino y rifibn. Las calicreinas de
origen glandular estés relacionadas entre si quimica e in
munolégicamente; actGan preferencialmente sobre cinindgeno
de bajo peso molecular, pero también sobre el de alto pe
so molecular, liberando el decapéptido lisil-bradicinina
que es convertido rdpidamente en bradicinina por aminopep
tidasas presentes en el plasma y orina. A diferencia de
la calicreina plasmdtica, las calicreinas de origen glan-
dular no son inhibidas por algunos inhibidores de la trip
sina (1). Por lo tanto, salvo su capacidad para liberar
cininas, ambos tipos de calicreinas no tienen elementos en
comfin, pues se distinguen en sus propiedades fisicoquimi-
cas, enzimdticas e inmunolbégicas.

En los iiltimos afios se ha observado un creciente in-
terés en el estudio del sistema calicreina-cininas, espe-
cialmente de origen renal, debido a la participacidn que
se le atribuye en la homeostasis circulatoria (4-9). Llas
cininas poseen una intensa accidn vasodilatadora y favore-
cen la excrecidn de agua y sodio a nivel renal (10). Estos
péptidos actiian de modo opuesto a la angiotensina II, sien
do esta filtima un potente agente vasoconstrictor formado por
1a accién de la renina sobre el angiotensindgeno plasmati-
co. De este modo , el sistema calicreina-cininas renal apare

ce como antagonista al sistema renina-angiotensina, tambieh de origen




renal. Ambos tipos de péptidos, cininas y angiotensina,
por su accibén sobre la musculatura vascular, la excrecidn
de agua y electrolitos y por ende de la regulacién del vo-
lumen circulante, pueden estar involucrados en la regula -
cién de la presidn sanguinea. Mientras el papel del siste
ma renina-angiotensina se ha estudiado en forma bastante
exhaustiva, poco se conoce acerca de la funcidn que le co-
rresponde al sistema calicreina-cininas en este mecanismo
de regulacidn, tanto en condiciones normales como patdlo
gicas.

Se sabe que, al igual que la renina, la calicreina
de origen renal es una glicoproteina, pero alin no se ha
descrito su secuencia aminoacidica. Casi todo lo que se
conoce de esta enzima se debe a estudios hechos con cali-
creina cuntenida en la orina. Esta es producida y secre-
tada al tibulo renal por las cé&lulas del epitelio del ta-
bulo distal, en la zona cercana a la mdcula densa (11-13).
Desde el punto de vista enzimitico e inmunolégico la cali
creina urinaria no es diferente de la enzima extraida del
tejido renal y por lo tanto, se considera que hay identi-
dad molecular entre ambas (14).

Estudiando los niveles de calicreina urinaria en di-
versos tipos de hipertensidn arterial, se ha encontrado en
algunos de ellos variaciones que sugieren la participacidn
de esta enzima en los mecanismos de mantencidén de la pre-

sién arterial. El primer indicio fue descrito por Elliot




y Nuzum en 1934 (3) quienes encontraron que en la orina de
pacientes hipertensos existia menor cantidad de un princi-
pio depresor respecto a los pacientes normotensos, el que
fue identificado posteriormente como calicreina. Estos ha
1lazgos indujeron a investigar acerca de las posibles rela
ciones entre niveles de calicreina urinaria e hipertensidn
arterial, encontrdndose un significativo descenso de la cz
licreina urinaria en diversos tipos de hipertensidn reno -
vascular experimental (15, 16), en la hipertensidn esencial
en el hombre (17).y en la hipertensidn genética espontéinea
en ratas (18). En concomitancia con la observacidn de la
disminucién del contenido de calicreina urinaria se ha en-
contrado también disminucién en el contenido de calicreina
del tejido renal en ciertos modelos de hipertensidn experi
mental (4, 9, 19). Ademds se ha descrito que el cinindge-
no del plasma estd aumentado en ratas hipertensas, varia -
cidn atribuible a menor produccidn o entrega de calicreina
(4, 20, 21). Sin embargo, no estad claro todavia cuales son
las sefiales precisas que determinan la entrega de calicrel
na por parte del rifién y su accidn a nivel local. Se sabe
que las cininas, péptidos liberados por la accidn de la ca
licreina sobre el cinindégeno, son el principal agente acti
vador de las prostaglandinas en el rifién (22). ILstas, por
sus efectos sinérgicos, vasodilatadores y natriuréticos,

amplifican y prolongan la accidn directa de las cininas.

Por otra parte, la similitud en la cadena de fendmenos que




originan angiotensina II y bradicinina, antagdnicos en su
accidn, y el hecho que ambos sistemas enzimidticos (renina-
angiotensina y calicreina-cininas) esten relacionados por
una enzima comfin, la enzima convertidora de angiotensina I
a angiotensina II, que es también una cininasa ( cininasa
I1 ), ha permitido postular que la calicreina puede tener
un papel sistémico produciendo cininas en el torrente cir-
culatorio, las que actuarian en la pared vascular de un mo
do opuesto a la angiotensina II. lLa calicreina podria ser,
por lo tanto, un factor hipotensivo circulante (5). Esta
hipbtesis estd apoyada por experimentos en rifion aislado y
perfundido con un liquido libre de calicreina y de precur-
sores de la enzima, que muestran liberacidén de calicreina
tanto al perfusado como a la orina (23), y por estudios que
jndican que la calicreina puede pasar la barrera pulmonar
y 1legar al territorio vascular arteriolar actuando asi so
bre la resistencia vascular periférica a través de las ci-
ninas que puede liberar a ese nivel del lecho vascular (z24).
La importancia del sistema calicreina-cininas como un
sistema vasodilatador o hipotensor, depende de la posibili-
dad que la enzima interactfie con su sustrato. El cinindgeno
se encuentra predominantemente en el compartimento vascular
(37). Recientemente diversos autores han demostrado 1la
existencia de calicreina glandular en la sangre arterial,

donde se encontraria unida a inhibidores (25-29). E1 méto-




do empleado, radioinmunoandlisis directo, reconoce un mate-
rial inmunoreactivo que reacciona con el anticuerpo antica-
jicreina urinaria de rata. Sin embargo, el RIA no discrimi
na entre distintas formas en que se puede encontrar la enzi
ma en la sangre: procalicreina, complejo calicreina-inhibidor,
calicreina activa. La presencia de calicreina glandular ac-
tiva se ha medido hasta ahora en saliva (30) y linfa (31) pe
ro no en sangre., Por consiguiente, es relevante conocer si

1a calicreina glandular se encuentra en el plasma en forma
activa y estudiar las posibles variaciocnes que ella experimen
ta frente a estimuleos fisioldgicos, con el propbsito de clari
ficar la funcidn que pueda tener en los procesos de regulacidn

sistémica.

Los objetivos del presente trabajo son:

1.- Desarrollar un método que permita identificar la pre-
sencia de calicreina glandular en su forma activa en
el plasma.

2.- Revelar cambios en sus niveles circulantes, frente a
estimulos experimentales.

3.- Estudiar la participacién del rifndén en estos cambios
y asi contribuir a dilucidar su funcidn como drgano
protector en la mantencidén de los valores de presidn

arterial.




MATERIALES

Animales:

Ratas machos Sprague-Dawley, de 120 - 300 grs.

Reactivos:

- Sefarosa 4B activada con CnBr de Pharmacia.

- Aprotinina, Acrilamida, Bis-acrilamida, Temed, Seroalbili-
mina de bovino, Ovomucoide, Coomassie brilliant blu R,
de Sigma Ch. Co.

- Bradicinina de Sandoz.

- § - 2266 de Kabi Ab.

Todos los otros rTeactivos de grado analitico fueron pro-
vistos por Merck y por Sigma Ch. Co.

- Calicreina urinaria de rata; anticuerpos antibradicinina,
facilitados por el Laboratorio de Fisiologia de la Ponti
ficia Universidad Catdélica de Chile.

- Anticuerpos antiseroalblimina de bovino, facilitado poTr
el Laboratorio de Inmunologia de la Pontificia Universi-
dad Catdlica de Chile.

- Calicreina urinaria de rata - 1125

y anticuerpos antica-
licrefna urinaria de rata facilitados por Maria del Pilar
Garcia del Laboratorio de Fisiologia de la Pontificia

Universidad Catdlica de Chile.
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Equipos:

- Colector de fracciones automidtico LKB con resgistradorde
transmitancia a 280 nm., modelo Uvicord 8301 A.

Bomba peristdltica de 8 canales Gilson HP-8.

Espectrofotémetro Shimadzu UV - 150 - 02, para la deter-

minacidén de densidad Optica.

Fuente de poder CANALCO de corriente o tensiodn regulada,

para las electroforesis analiticas y preparativas.

i

Espectrofotdmetro de llama Eppendorf, para las determina
ciones de sodio y potasio.

Camara para electroforesis vertical en slab.

Poligrafo Grass, modelo 79 D., con transductor de ten -~
sidén Grass FT 10, para las mediciones en el ensayo biold
gico.

Poligrafo Grass, modelo 5 D, con transductor de presién,

para la medicidn de presidn arterial.

Contador Gamma, Rack gamma II LKB 1270, conectado a un

microprocesador modelo 700 de Texas Instruments.

Centrifuga Sorvall superspeed RCZ-B.

1

pHmetre Cole-Parmer Instrument Company, digital.




METODOS

Preparacidén de Sefarosa - Aprotinina.

El procedimiento fue similar al descrito por Cuatreca
sas y col (32). Se incubaron 15 grs de Sefarosa 4B activa
da con CnBr durante 15 min en 100 ml de HC1 1,0 mM que lue
go fueron iavados con tres litros de la misma solucidn aci
da, para eliminar el dextranoc y la lactosa presentes en el
gel. l

La unidén del ligando (Aprotinina) se realizd en tam -
pbén bicarbonato (NaHCO3 0,1 M; NaCi 0,5 M; pH = 8,0). Para
ellio 150 mg de Aprotinina (0,15 mg equivalenkes a 1,0 KIiu)
fueron disueltos en 50 ml de tampdn bicarbonato y mezcla -
dos con 37,6 gr de gel hiimedo. La mezcla se agitd lenta -
mente por 24 hrs a 4° C. Las uniones no covalentes del 1i
gando fueron eliminadas lavando la mezcla con las siguien-
tes soluciones amortiguadoras en cuatro ciclos de 100 ml

cada uno:

1.~ Tampdn bicarbonato pH=8,0.
2.- Tampdn TRIS - HC1 0,2 M; pH = 7,5.

3.- Tampbén acetato de sodio 0,1 M; 1,0 M NaCl; pH = 4,0.

Al término del proceso de lavado la mezcla se incubbd
con 300 ml de etanolamina 1,0 M pH = 8,0 durante dos ho-

ras a temperatura ambiente para hacer reaccionar los grupos
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activos remanentes de 1la Sefarosa - 4B, Finalmente el gel
fue reequilibrado en tampdn bicarbonato pH = 8,0 ¥ guarda-

do a 4° C en presencia de azida de sodio al 0,1%.

Preparacidén de Cinindgeno.

El cinindgeno se obtuvo de plasma de perro mediante
precipitacidén con sulfato de amonio sobresaturado. El
plasma se precipité primero con sulfato de amonio a una
concentracidén final del 30%. Luego de una hora de agita -
cién se centrifugd a 5.000 x g por 30 min. E1 sobrenadan-
te fue llevado a una concentrgcién final del 50% con la so
lucidén sobresaturada de sulfato de amonio, El precipitado
obtenido por centrifugacién se resuspendidé en agua destila
da y se dializ6 contra una solucidén 0,15 M de NaCl, duran-
te 24 hrs a 4° C. E1l cinindgeno asi obtenido fue liofili-

zado y guardado a temperatura ambiente.
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PURIFICACION DE CALICREINA GLANDULAR DEL PLASMA DE RATA.

1.- Obtencidn del plasma.

Doce ratas machos, bajo anestesia etérea, fueron san-
gradas aproximadamente durante 60 seg a través de una canu
l1a PE-90 colocada en la arteria car6tida. La sangre fue re
cogida en tubos pldsticos en presencia de citrato de sodio
3,5% (p/v). La sangre se centrifugd a 1.500 x g durante 15
min a 4°C. Al plasma obtenido se agregd Polybrene (5 ugr/ml)
para evitar la activacién de la procalicreina plasmitica y
se guardd a 4°C en tubos plédsticos., Todo el material empiea
do para el procesamiento del plasma fue previamente satura-

do con BSA al 1% para evitar la unién de proteinas al pléstico.

2.- Precipitacidén de proteinas con sulfato de amonio (cor-

te 30-70%.

25 ml de plasma fresco fueron precipitados con sulfa-
to de amonio sobresaturado a una concentracidén final del
30% bajo agitacidn y a 4°C. Luego de 60 min de reposo la
mezcla se centrifugd a 5.000 x g durante 30 min. El sobre
nadante fue llevado a una concentracidn final del 70% de
sulfato de amonio agragando 47 ml de la solucidn sobresatu
rada del mismo modo anterior. El precipitado obtenido por
centrifugacién fue resuspendido en agua destilada y diali-
zado contra dos cambios de agua destilada y un tercer cam-
bio contra tampdn TRIS-HC1 0,1 M, pH = 8,1 durante 24 hrs

a 4°C.
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3.- Cromatografia de afinidad.

La muestra dializada fue pasada por una columna de afi
nidad Sefarosa - Aprotinina de 10 x 2 cm; equilibrada en
una solucién amortiguadora TRIS-HC1 0,1 M; pH = 8,1. Em -
pleando la misma solucidén amortiguadora mids 0,2 M. NaCl se
procedi6é a lavar las columnas hasta que la absorbancia a
280 nm fue igual a 0. La calicreina se eluyd con una solu
cién de p-aminobenzamidina 50 mM, disuelta en tampoén TRIS-
HC1 0,1 M; pH = 8,1.

La columna se mantuvo con un flujo constante de 10 ml/
h colectdndose fracciones de 3 ml. La muestra eluida fue
dializada exhaustivamente contra agua destilada y poste -

riormente liofilizada.

4.- Determinacibn de proteinas.

La concentracidén de proteinas de las muestras para
PAGE y de las diversas etapas de purificacidn fue determi
nada de acuerdo al método de Lowry et al, usando BSA como
estandar (33). La concentracién de proteinas en los elui
dos de las columnas fue monitoreada a 280 nm con un moni-
tor de Absorbancia (LKB modelo UVICORD 8301 A). Un coefi
ciente de extincidn E280 = 1,51 fue usado para 1,0 mg/ml

de calicreina (34).
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5.- Estudios de recuperacidn dc la enzima.

A una muestra de 25 ml de plasma se agregaron 600 pg

25 marcada segiin el método de Hunter (38).

125

de calicreina—l1
La distribucidn de la calicreina-I durante el proceso
de purificacidén descrito se mididé tomando alicuotas en las
diferentes etapas. Para medir la presencia de la enzima
se mididé la radioactividad mediante un contador Gamma LKB
1270 y la cantidad de enzima marcada en las muestras se eXx
presd en cpm totales.

En un segundo protocolo, se agregaron 600 pg de cali-

25 4 cuatro alicuotas de 3 ml de plasma cada una.

e -l
creina-I
La primera alicuota fue precipitada con sulfato de amonio,
segfin el método descrito, inmediatamente después de afiadir

125

la calicreina-I Las otras tres alicuotas fueron preci

pitadas 10, 120 y 240 min después de afiadir la calicreina-

125

I y de incubar la mezcla a 37°C. Las cuatro muestras

fueron sometidas al preocedimiento de purificacién descri-
to, usando columnas de Sefarosa-Aprotinina de 2 ml de gel.
Las cuentas que aparecieron en el eluido coincidiendo con
el pico de actividad se expresaron como porcentaje de las

cuentas totales afiadidas.
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6.- Medicidn de actividad enzimdtica en geles de poliacri-

lamida.

Para separar la enzima se utiiizé el método de Laemli
y Favre (35) para electroforesis discontinua én medio des-
naturalizante (SDS), con modificaciones para el anidlisis
de proteinas en estado nativo.

Se utilizaron placas de vidrio siliconizadas de 16,5
x 16,5 cm, con un espacio interno entre las placas de
1 mm. El interior de las placas se 1lend con: 15 ml de
gel separador conteniendo una concentracidn final de 11 %
acrilamida, 0,79 % de Bis-acrilamida respectivamente, en
una solucién amortiguadora TRIS-HC1 0,375 M, pH = 8,8; con
persulfato de amonio 0,05 % y Temed 0,05 % como agentes po
1imerizantes. Sobre esta solucidn se agregaron unas gotas
de isobutanol para excluir el airc y formar una interfase
plana. El gel polimerizd a temperatura ambiente en aproxi
madamente 30 min. Después de sacar el isobutanol y enjua-
gar con agua destilada, se agregaron 4 ml de gel empacador.

La mezcla polimerizante del gel empacador contenia
3,0 % de acrilamida, 0,08 % de Bis-acrilamida, TRIS-HCI
0,125 M, pH = 6,8; persulfato de amonio 0,25 % y Temed
0,0625 %. Se introdujo en el gel empacador una peineta
con trece dientes de 0,6 cm de ancho por 1,5 cm de alto.

Una vez polimerizado el gel empacador, Se retird la peine

ta quedando los espacios correspondientes para colocar las
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muestras. Las muestras a analizar se trataron con una so-
lucidn que contenia glicerol 15% y trazas de azul de bromo-
fenol, en TRIS-HC1 00,0625 M, pH = 6,8, La solucidn amorti-
guadora de corrida fue TRIS 0.025 M, Glicina 0,192 M, pH =
8,6 en ambos electrodos. Entre 10 y 50 ul (10 - 20 ugr de
proteinas) de las muestras previamente tratadas se colocaron
en los espacios del gel empacador, en el compartimiento del
electrodo negativo. Todo el proceso electroforético se rea-
1i2z% con una corriente constante de 20 mA. La corriente se
cortd cuando el azul indicador estaba a unos 0,5 cm del fi -
nal del gel, usualmente 15 horas despu&s de haber iniciado
el proceso. La camara electroforética se mantuvo a tempera
tura ambiente. El gel se retird de la placa y se tifid con
Coomassie-Blue (1,25 gr en 500 ml de metanol 50 %, dcido a-
cético 10 %), bajo agitacidén continua durante una hora. El
gel se destind en una mezcla de metanol 25 %, dcido acético

10 $, por 3 horas.

Dos de las columnas en el gel, conteniendo 1la muestra
de eluido y una muestra de calicreina estandar respectivamen
te, se dejaron sin tefiir y se seccionaron en segmentos de
0,4 cm. Los trozos de gel fueron homogeneizados en solucidn

tampdn fosfato 0,01 M; pH 7,0° y el sobrenadante fue utiliza

do para medir actividad amidadsica y cininogenédsica.
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7.- ELlectroforesis en SDS.

Se utilizé el método de Lacmli y Favrce (35) anterior-
mente descrito. Todas las soluciones empleadas contenian
SpDS al 0,1 %. Las muestras se prepararon mezclande las so
juciones a analizar con una solucidn desnaturalizante, de
modo que contuviera TRIS-HC1 0,0625 M; pH = 6,8; 15 % gli-
cerol; 5 % 2-mercaptoetanol; 3 % SDS, como concentraciones
finales. Esta mezcla se calentd a 100° C por Z min y lue-
go se procedid a realizar la electroforesis de la misma

forma que para los geles sin SDS.

8.~ Titulacidén de la enzima.

La presencia de calicreina en el eluido obtenido de
1a columna de afinidad Sefarosa - Aprotinina fue determina

da mediante los siguientes procedimientos:

a) Medicidn de la actividad amidisica:

iLa actividad de las muestras eluidas fue determinada
de acuerdo al método de Amundsend et al (36). 50 ul de la
solucién que contenia la enzima se incubaron con 100 ul del
sustrato cromogénico D-Val-Leu-Arg-pNA (S - 2266}. Se lle
vdé a un volumen final de 1,0 ml con solucidn tampdn TRIS -
HC1 0,1 M; pH = 8,2. La mezcla se incubdé 2 horas a 37° C
y la reaccidén se detuvo adicionando 100 ul de &dcido acéti-
co 50 %. La absorbancia de las muestras se leyd en un es-

pectro fotémetro a 405 nm y la actividad fue expresada en




nmoles de pNa liberados por minuto.
b) Medicidn de la actividad cininogendsica:

lLa actividad cininogenasica de las muestras eluidas fue
medida usando como sustrato cinindgeno de bajo peso molecu -
lar obtenido de plasma de rata, mediante el método de Jacob-
sen (37) y las cininas liberadas fucron medidas en Gtero ais

lado de rata, utilizando como estandar bradicinina sintética.

Muestras de 50 - 100 ul de la solucidn que contenia
1a enzima se incubaron por 10 min a 37°C con 0,2 ml (0,5
mgr) del cinindgeno de rata de bajo pesoc molecular en presen
cia de inhibidores de c¢ininasas (1,0 mM de fenantrolina y
1,0 mM EDTA) y llevadas a un volumen final de 0,5 ml con so-
lucidén Tyrode *. La mezcla fue agregada a un bafic de 20 ml
de capacidad a 37° C, conteniendo el cuerno de un dtero de
rata virgen en periodo de estro sumergido en solucidn Ty-
rode. El efecto contractil de esta mezcla sobre el cuerno
del {itero, fue comparado con el efecto de las cininas pro-

ducidas por muestras de calicreina estandar obtenida de

¥ Composicidn Tyrode:

149 wM Na*; 2,68 mM K3 0,41 mM ca™t; 59 mM Mg®T; 258 mM C17;

0,36 mM PO4, 11,9 mM HCOS; 5,55 mM glucosa, en agua destl-

lada.




orina de rata y se expresd como ng BK/ml plasma.

9, - Estudio de la accidn de inhibidores.

Muestras de eluido que contenian el equivalente a 10
ng de calicreina glandular, medida por su actividad cinino

genasica, fueron incubadas durante 10 min a 37° C con:

- Aprotinina (1 KIU)

- Benzamidina-HC1 (25 mM).

- Ovomucoide (40 ugr)

- Anticuerpos anticalicreina urinaria de rata (5 ul)

- Anticuerpos inespecificos (5 ul).

Posteriormente se agregd a cada tubo 0,5 mgr de cini
ndogeno de rata de bajo peso molecular, en un volumen de
0,2 ml. El volumen final se completd a 0,5 ml con solucidn
Tyrode. Luego de incubar 2 min a 37° C se midid la activi-
dad cininogendsica remanente de las muestras mediante el

bioensayo en titero de rata ya descrito.
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ESTUDIO DE LOS VALORES DE CALICREINA GLANDULAR EN EL PLASMA

DE RATA

1.- Protocolos

Para estudiar las posibles variaciones de los valores
de calicreina glandular en el plasma de la rata, se efectua
ron cuatro protocolos experimentales. EIn todos ellos los
animales fueron sangrados por canulacidn de la arteria card
tida, bajo anestesia etérea y el plasma fue tratado segin
el método de purificacién de la enzima descrito. Se emplea
ron 8 columnas de Sefarosa - Aprotinina de 2 ml de gel cada
una, de modo que se pudo cromatografiar por separado el plas
ma de 8 animales en forma simultdnea. Las muestras de plas-
ma se agregaron a la columna gota a gota con pipeta Pastecur.
El flujo se mantuvo constante a 4 ml/h para adsorcidn y elu
cién y a 10 ml/h para el lavado, mediante el uso de una bom
ba peristéltica Gilson de 8 canales. Cada columna se eluyd

con 6 ml de p-aminobenzamidina 50 mM en solucidn tampdn TRIS-

HC1 0,1 M; pH = 8,1.

a) Primer protocolo: Nefrectomia bilateral.

12 ratas machos de 200 gr de peso fueron separadas en
dos grupos de 6 ratas cada uno. A los animales del grupo

experimental se les practicé, bajo anestesia etérea, una

incisidn dorsal bilateral de aproximadamente 3 cm en la




20

regién lumbar, a través de la cual se extrajeron los rifio-
nes. Las ratas del grupo control fueron sometidas al mis-
mo tratamiento quiridrgico sin extraerse los rifiones. 24

horas después de la intervencién quirfirgica las 12 ratas

fueron sangradas por canulacién de la arteria cardtida vy
el plasma de cada rata fue tratado por separado para puri-
ficar la calicreina glandular segin el método descrito en

este trabajo.

b} Segundo protocolo: Ligadura bilateral de uréteres.

A dos grupos de 6 ratas machos de 200 gr cada uno, se
les practicd una incisién abdominal de aproximadamente 3 cm
bajo anestesia etérea. En las ratas del grupo experimental,
ambos uréteres fueron ligados con hilo de sutura en la por-
cidén mas cercana a los rifiones. En las ratas del grupo con
trol, los uréteres sufrieron el mismo grado de manipulacidn
sin ser ligados. Los animales se mantuvieron con comida y
agua "ad libitum" y 24 horas después fueron sangrados por

canulacidén de la arteria cardtida.

c) Tercer protocolo: Dieta hiposddica.

24 ratas fueron divididas en dos grupos de 12 ratas
cada uno. El grupo experimental fue alimentado con una
dieta hipos6dica que consistid en carne magra (corazdn de
vacuno), zanahorias, pan sin sal y agua desionizada "ad

libitum”. El grupo control se alimentd con la dieta
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regular del vivero y agua de la llave "ad libitum'". Al tér
mino de la primera semana 6 ratas de cada grupo fueron san
gradas, El dia anterior al sangramiento se recolectd ori-
na durante 8 horas para medir excrecidn de calicreina, de
Na* y K+; para ello las ratas fueron ubicadas en jaulas me
tabdlicas sin alimento pero con libre acceso al agua. Al

término del periodo de recoleccidn se mididé el volumen uri
nario excretado por cada rata y las orinas se guardaron a
-20° C hasta realizar las mediciones indicadas. E1l conte-
nido urinario de Na® y K" fue medido en un fotdémetro de 1la
ma Eppendorf. Al término de la segunda semana las 6 ratas

restantes de cada grupo fueron sometidas al mismo procedi-

miento.

d) Cuarto protocolo: Hipertensidn Goldblatt 1 rifién-
1 pinza,

A un grupo de 8 ratas machos, de aproximadamente 100
a 120 gr de peso, bajo anestesia etérea, se implanté retro
peritonealmente una pinza de plata de 0,23 mm de abertura
interior, alrededor de la arteria renal izquierda, y se ex
tirp6é el rifidbn contralateral. Al grupo control (8 Tratas)
se manipuld la arteria renal izquierda y se extirpd el ri-
fidn contralateral.

La presidn arterial fue medida en la cola con detec-
tor de pulso y registro en un poligrafo Grass dos veces

por semana a partir de la semana anterior a la intervencidn
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quirfirgica. Siete semanas después de la intervencidn las
ratas fueron colocadas individualmente en jaulas metabdli-
cas sin comida pero con libre acceso al agua, para recolec
tar orina durante 8 horas. Las orinas fueron medidas vy
guardadas a —26°C, hasta el momento en que se efectuaron
las mediciones del contenido de calicreina, Na® y K. Al

término de la s@&ptima semana las ratas fueron sangradas pa

ra titular la calicreina en el plasma,

2.- Titulacidn de calicreina glandular en plasma y orina.

La calicreina glandular en el plasma y en la orina se
tituld midiendo la cantidad de cinina liberada mediante una
reaccidén cininogenésica.

Esta reaccidn consistid en incubar la muestra (orina
o eluido de la columna Sefarosa - Aprotinina) con cinindge
no de perro en presencia de inhibidores de cininasas, La
orina se diluyd 1:50 y de esta dilucién se tomaron 50 ul.
Para medir calicreina glandular del plasma se tomaron 50 ul
de la muestra liofilizada y resuspendida en 200 ul de tam-
pén fosfato 0,05 M, pH = 7,4. Las muestras se llevaron a
un volumen final de 450 ul con tampdén fosfato 0,05 M, pH =
7,4 que contenia 0,15 M NaCl, 1 mM Fenantrolina y 1 mM
EDTA y se preincubaron a 37° C por 5 minutos. A continua-

cidén se adicionaron 50 ul de cinindgeno (35 mg/ml)disuelto
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en el mismo tampdén para iniciar la reaccidén y la mezcld se
incubd a 37° C por 60 minutos. La reaccidn enzimitica se
interrumpid adicionando Z ml de etanol 96%. Obtenida una
adecuada decantacidn durante 5 minutos a temperatura ambien
te la muestra fue centrifugada a 5000 x g x 10 minutos a 4°
C. El sobrenadante que contiene las cininas liberadas en
la reaccién enzimdtica se separd del precipitado el que fue
lavado con 1 ml de etanol 80%, antes de ser nuevamente cen
trifugado. Ambos sobrenadantes se juntaron y evaporaron a
sequedad.

Las cininas liberadas mediante la reaccidén cininogeni
sica fueron tituladas empleando radioinmunoanilisis y/o bio

ensayo para cininas.

a) Radioinmunoandlisis para cininas (RIA)

A los tubos con las muestras evaporadas a sequedad,
se adiciond 1 ml del tampdén de ensayo RIA (TRIS-HC1 0,1 M,
pH = 7,4 con 0,2 % de gelatina). Luego se efectud una dilu
cidn 1:100 y se tomaron alicuotas de 50 y 100 ul para el
RIA. Los tubos se completaron a 600 ul con: 100 ul del an

7125

ticuerpo (dil 1/20.000), 100 ul de BK (14.000 cpm) vy

el resto con solucibén tampdn RIA. La curva estandar se
obtuvo con diferentes alicuotas de una solucidn de BK 1 ng/
ml completadas a 600 ul con 100 ul del anticuerpo, 100 ul

125

de BK-I y el resto con solucidn tampdn RIA.
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Con cada ensayo se analizaron ademds los siguientes

tubos:

125

Unién no especifica : 100 ul BK-I y 500 ul de la solu-

cidn tampdn RIA. Sin anticuerpos.

Unién miaxima (Bo) : 100 ul del anticuerpo, 100 ul BK-
1'2% y 400 ul del tampén RIA.
Cuentas totales : 100 ul de BK—I125.

Todos los tubos se prepararon en duplicado. Se agil-
taron suavemente en vortex y se incubaron durante 20 a 24
horas a 4° €. Las cininas libres se separaron de las cini
nas unidas al anticuerpo mediante una solucidn de carbdn
activado (0,3 % p/v) y Dextrano T-70 (0,06 % p/v) disuelto
en tampdn Barbital pH = 7,4, A cada tubo, excepto al de
cuentas totales, se le agregd 1 ml de la mezcla carbdn Dex
trano, se agitaron en vortex y se centrifugaron de inmedia
to a 5.000 x g x 20 minutos a 4° C. La radioactividad
asociada al sobrenadante se midid en el contador Gamma du-

rante 120 seg.

b) Bioensayo.

1,a actividad cininogenédsica de la calicreina glandu
lar en el plasma o de la calicreina urinaria se midid tam
bién mediante el ensayo bioldgico sobre Gtero aislado de

rata, comparando la intensidad de la contraccién producida
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por las cininas generadas al incubar la enzima con cininé-
geno de perro, con la respuesta del Gtero a diferentes do-
sis de Bradicinina estandar. Se usaron fGteros de ratas
virgenes en periodos de estro. Los f{iteros se mantuvieron
en solucidén Tyrode, en un bafio oxigenado de aproximadamen-
te 20 ml de capacidad y a 37° C. A dicho bafio se agrega -
ron alicuotas de una solucién de BK (100 ng/ml en dcido
oxdlico 0,01 M) o alicuotas de las muestras que contenian
las cininas liberadas y resuspendidas en 1 ml de solucidn
tampén RIA. La respuesta contrédctil de tipo isométrico del
fitero se registrd en un poligrafo mediante un transductor
de tensiones. La intensidad de la respuesta contrictil se
relaciond con la cantidad de BK estandar necesaria para
producirla y se expresd en ng de BK/ml/h.

Todos los resultados obtenidos se expresan como pro-
medios con sus errores estandar. Las diferencias entre
los promedios fueron calculadas empleando el test de Stu -
dent, considerdndose significativas las diferencias con un
valor de p <0,05.

El cdlculo de correlacidn entre variables se expresd
por el valor del coeficiente de correlacidén (r) y su signi

ficancia fue calculada en la tabla de t.




RESULTADOS

PURIFICACION DE CALICREINA GLANDULAR DEL PLASMA DE RATA.

1.- Etapas de purificacidn.

Los resultados del proceso de purificacidn se muestran
en la tabla 1. E1l fraccionamiento del plasma con sulfato
de amonio (30 - 70 % de saturacidn} precipitd aproximadamen
te la mitad de las proteinas iniciales, obteniéndose 660 mg
de proteinas.

En la etapa de cromatografia de afinidad Sefarosa -
Aprotinina (Figura 1) la mayor partc de las proteinas elu -
yeron al lavar la columna con solucién tampdén TRIS-HC1 0,1
M, 0,2 M NaCl, pH = 8,1 (fracciones 6 a 17). No se obser-
vd actividad amiddsica ni cininogeniisica en estas fraccio-
nes. La calicreina retenida en la columna se eluyd especi
ficamente con p-aminobenzamidina 50 mM disuelta en tampdn
TRIS-HC1 0,1 M; pH = 8,1, obteniéndose 3,6 mg de proteinas
(fracciones 20 a 22). La actividad amididsica especifica
de la muestra purificada fue 1,23 nmoles pNA/min x mg de
proteina y la actividad cininogenisica especifica fue de
140 ng BX/min x mg de proteina. La muestra eluida de 1a
columna Sefarosa - Aprotinina mostrd en electroforesis

PAGE - SDS al 11 % (Figura 2) dos bandas tenues de proteinas

26
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que migraron de igual forma que la calicreina urinaria pu-

rificada de rata, usada como estandar.

2.- Estudios de recuperacidn de la enzima.

Y25 29271 cpm) a 25 ml

Cuando se agregd calicreina-I
de plasma se midieron la actividad especifica, el factor
de purificacidén y el rendimiento (Tabla 1).

El fraccionamiento del plasma con sulfato de amonio
(30 % de saturacibn) precipitd el 10 - 12 % (2250 cpm) de

la radioéctividad agregada. E1 85 % de la calicreina—1125

(17785 cpm) fue precipitada con sulfato de amonio al 70 %
de saturacién obteni&ndose un factor de purificacién de 2
veces y un 85 % de recuperacidn. La actividad especifica
para esta etapa fue 27 cpm/mg de proteina, En la etapa de
cromatografia de afinidad Sefarosa - Aprotinina se observd
que sb6lo una pequefia fraccidén de l1la enzima radioactiva
(2000 cpm) eluyd junto a las proteinas del lavade (fraccig

nes 8 a 10) (Figura 1)}. Usando p-aminobenzamidina 50 mM

disuelta en tampdn TRIS-HC1 0,1 M; pH = 8,1 para eluir la

e

calicreina, se obtuvo una recuperacién del 71 % (15162 cpm),
una actividad especifica de 4247 cpm/mg de proteina y un

factor de purificacién para calicreina de 250 veces (Tabla

1).

. < . - 25 .
Los porcentajes de Tecuperacidn de callcrelna—I] > in

cubada a 37°C con 4 muestras de plasma durante 0, 10, 120
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Figura 1.- Cromatograma de una columna de 10 x 2 cm de

Sefarosa-Aprotinina, equilibrada en tampén TRIS-HC1 0, 1M;
pH = 8,1. 25 ml de plasma con 600 pg de calicreina -1125
fueron fraccionados con sulfato de amonio (30 - 70 %) vy
aplicados a esta columna, Se lavd con tampdn TRIS-HCIL

0,1 M; pH = 8,1; 0,2 M NaCl y luego se eluyd con p-amino-
benzamidina 50 mM en fracciones de 3 ml. La columna se
mantuvo con un flujo constante de 10 ml/h. (x-x-x) absor

bancia a 280 nm, (e-e-e) cpm de calicreina —1125.

e~ CALICREINA I'2%, cpm x 10°
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Figura 2.- Gel de PAGE-SDS al 11 %, en el que se realizd

electroforesis de las muestras de las distintas fraccio-

nes obtenidas de la cromatografia de afinidad Sefarosa -

Aprotinina.

A: Muestra de plasma fraccionado con sulfato de amonio
(30 - 70 %)}, 30 ugr de proteinas.

B: Muestra de lavado de la columna con tampdn TRIS-sali
no, 20 ugr de proteinas.

C: Muestra del eluido con p-aminobenzamidina (50 mM) ,
20 ugr de proteinas.

D: Calicreina urinaria estandar, 10 ugr de proteinas.
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y 240 minutos y tratadas segln el método de purificacidn

descrito, en columnas de 2 ml de gel, fueron 88, 87, 88 vy
82¢respectivamente. No hubo diferencias significativas en
los valores de recuperacidn observados a diferentes tiem -

pos de incubacidn.

3.~ Medicidn de actividad enzim&@tica en geles de polia -

-

crilamida.

La calicreina glandular purificada del plasma mostrd
en electroforesis nativa en gel de poliacrilamida al 11 %
alrededor de doce bandas de proteinas (Figura 3). La acti
vidad amiddsica y cininogendsica se encontrd solamente en
dos bandas tenues de proteinas (a) y (b) asociadas a las
rebanadas de gel entre los 5 y 6,2 cm. Ambas actividades
enzimidticas coincidieron con la actividad cininogenidsica
de la banda de proteina (c) que corresponde a una muestra

de 1 ug de calicreina urinaria purificada de rata, usada

como estandar,

4.- Estudio de la accidn de inhibidores.

El efecto'de diferentes inhibidores sobre la activi -
dad cininogendsica de la muestra purificada de calicreina
glandular del plasma se muestra en la Tabla 2. Se observd
inhibicién con aprotinina (90 %), benzamidina HC1 (60 %) y

con anticuerpo anticalicreina urinaria de rata (100 %). No
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Figura 3.- PAGE al 11% de calicreina glandular del plasma y calicreina urinaria
estandar. El gel fue trozado en secciones de 0,4 cm de ancho a las que se mi-
did actividad enzimitica, Las actividades cininogendsica (-x-) y amiddsica (-e-)"
de 1a muestra coincidieron con la actividad encontrada para la calicreina estan-
dar (-0-). Ambas actividades corresponden a las 2 bandas de proteina (a) y (b)
localizadas frente a la banda (c), que corresponde a 1 ug de calicreina estandar.

1
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TABLA 2. EFECTO DE INHIBIDORES SOBRE LA ACTIVIDAD
CININOGENASICA DE 10 ng DE CALICREINA
GLANDULAR DEL PLASMA.

Inhibidor Actividad %
cininogenisica Inhibicidn

ng. bradicinina

100

Aprotinina 10 90
(1 KIU)

Benzamidina 40 60
(2,5 nM)

Ovomucoide 100 0
(5 ug)

Anticuerpos

anticalicreina 0 100

(5 ul)
Anticuerpos
inespecificos 100 0

(5 ul)
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se encontrd inhibicidn de la actividad al incubar la mues-

tra con ovomucoide o anticuerpos inespecificos.
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ESTUDIO DFE LOS VALORES DE CALICREINA GLANDULAR EN EL PLASMA

DE RATA.

1.- Nefrectomia bilateral.

Los valores de calicreina glandular en plasma medidos
por su actividad cininogendsica (RIA) se muestran en la Fi
gura 4. E1 grupo de ratas nefrectomizadas aumentd al do -
ble los valores de calicreina glandular a las 24 horas de
la intervencidn quirtirgica, siendo este aumento significa-
tivo respecto al grupo control ( p <0,001). Los valores
encontrados fueron 27,2 + 1,9 ng BK/ml/h para el grupo con
trol y 51,8 + 6,5 ng BK/ml/h para el grupo sometido a ne -
frectomia bilateral. Los valores obtenidos para las mis -
mas muestras midiendo la actividad cininogendsica mediante
el bioensayo fueron 33,8 + 2,3 ng BK/ml/h para el grupo
control contra 56,3 + 9,7 ng BK/ml/h para el grupo nefrec-
tomizado. Se encontrd una correlacidn significativa entre
ambos métodos (RIA y bioensayo) para medir la actividad ci
ninogendsica de la enzima, con un r = 0,954 (p < 0,001)

(Figura 5).

2.- Ligadura bilateral de uréteres.

El grupo de ratas sometidas a la ligadura bilateral
de sus uréteres mostrd una disminucidn significativa

(p < 0,02) de los valores de calicreina glandular en el
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CALICREINA GLANDULAR
EN EL PLASMA
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Figura 4.- La columna blanca indica la actividad cininogené-
sica de la calicreina glandular del plasma en ratas contro -
les con operacidn ficticia y la columna achurada, la de ra -
tas nefrectomizadas 24 horas antes de la sangria. El nQmero
en las columnas indica los animales en cada grupo.

* Indica diferencia significativa con p <0,007 entre el grupo

control y el grupo experimental.
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ACTIVIDAD CININOGENASICA
DE CALICREINA GLANDULAR
EN EL PLASMA
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Figura 5.- Comparacibn entre RIA y bioensayo para cininas.
Ambos métodos fueron utilizados para medir la actividad cini
nogendsica de calicreina glandular del plasma de ratas some-

tidas a nefrectomia bilateral y sus controles.
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plasma a las 24 horas de la intervencidn quirfirgica respec
to al grupo control (Figura 6). Los valores encontrados
fueron 29,5 + 2,6 ng BK/ml/h para el grupo control contra
17,9 +3,4 ng BK/ml/h para el grupo sometido a ligadura bi-

lateral de uréteres, Estos valores fueron medidos por RIA.

3.- Dieta hiposddica.

Los resultados obtenidos para calicreina glandular en
plasma y calicreina urinaria se muestran en la Figura 7.
Los valores de calicreina urinaria aumentaron significati-
vamente al final de la primera y segunda semana en animales
con dieta hiposddica respecto al grupo control (p <0,05 vy
p <0,025 respectivamente). La actividad cininogendsica (RIA)
fue 151,3 + 18,1 ug BK/ 8 h/100 gr p.c. contra 231,8 + 34,3
ug BK/8 h/100 gr p.c. la primera semana y 182,7 + 16,7 ug
BK/8h/100 gr p.c. contra 259,3 + 31,5 ug BK/8 h/100 gr p.c.
la segunda semana para el grupo sometido a dieta normal e
hiposddica respectivamente. Los valores de calicreina uri-
naria obtenidos mediante titulacidén con bioensayo fueron
175,5 = 27,8 ug BK/8 h/100 gr p.c. para el grupo control y
246,8 + 44,1 ug BK/8 h/100 gr p.c. para el grupo con dieta
hiposddica en la segunda semana de tratamiento, encontrén-
dose una correlacidn significativa entre ambos métodos con

r = 0,82 y p<0,001 (Figura 8).
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CALICREINA GLANDULAR
EN EL PLASMA
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Figura 6.- La columna blanca indica la actividad cininogend-
sica de la calicreina glandular en el plasma de ratas contro
les con operacidn ficticia y la columna achurada, de ratas con
ligadura bilateral de uréteres 24 horas antes de la sangria.
El nfimero en las columnas indica los animales en cada grupo.
* Indica diferencia significativa con p <0,02 entre el grupo

control y el grupo experimental.




ACTIVIDAD CININOGENASICA
Mg Bradicinina en8h /100 ¢. pc

40
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Figura 7.- Efecto de la dieta hiposédica sobre la excrecién

de calicreina urinaria y contenido de calicreina glandular

en el plasma de ratas sometidas a 1 y 2 semanas de tratamien_
to (columnas achuradas). EI grupo control (columnas blancas)
se mantuvo con dieta normosdédica. Los asteriscos indican di
ferencias significativas entre los grupos controles y experi
mentales. * p < 0,05; ** p < 0,025; **%* p < 0,005. Los ni-

meros en las columnas indican los animales en cada grupo.
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ACTIVIDAD CININOGENASICA DE
CALICREINA URINARIA

r=0.815
p<0.001

100 500 300 400
BIOENSAYO ug.Bk/8h /100 gr. pe.

Figura 8.- Comparacidn entre RIA y bioensayo para medir ci

ninas.

Ambos métodos fueron utilizados para medir la acti

vidad cininogendsica de calicreina urinaria en ratas some-

tidas a dieta hiposddica y normosédica durante 1 y 2 sema-

nas.
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La calicreina glandular en el plasma de los mismos a-
nimales con dieta hiposfdica aumentd también significativa
mente la primera y segunda semana de tratamiento (P <0,05
y p <0,005 respectivamente) respecto a los grupos controles
(Figura 7). Los valores obtenidos fueron 27,3+3,9 ng BK/ml/h
y 48,5 + 9,3 ng BK/mi/h la primera semana de tratamiento y
23,3 + 1,9 ng BK/ml/h contra 45,3 + 7,1 ng BK/ml/h la segun
da semana, para el grupo control y el grupo con dieta hipo-
sfdica respectivamente.

Los valores de la actividad cininogenfsica obtenidos
mediante el bioensayo fueron 21,3 + 4,1 ng BK/ml/h para el
grupo control y 65,5 + 9,6 ng BK/ml/h para el grupo trata-
do con dieta hiposddica la primera semana, y 22,0 + 5,7 ng
BK/ml/h contra 44,2 + 6,3 ng BK/ml/h respectivamente para
la segunda semana. Se encontrd una correlacidn significa-
tiva entre los valores obtenidos por RIA y bioensayo con
r= 0,75 y p<0,001.

La correlacidn entre los valores de calicreina glan -
dular en el plasma y calicreina urinaria fue significati-
vaconr = 0,62 p<0,001 (Figura 9).

La dieta hiposddica produjo una disminucidn signifi-
cativa del Na* Y K" urinario en la primera y segunda sema

na de tratamientc. ILstos valores se muestran en la Tabla

3.
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Figura 9.- Correlacitn entre los valores de la actividad ci
ninogendsica de calicreina glandular en el plasma y orinas

de animales con dieta normo e hiposddica,
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TABLA 3. EXCRECION DE Na® Y K EN RATAS CON DIETA
NORMOSODICA E HIPOSOBICA

Condicidn n Semanas M. Eq. Na® M.Eq. K
Experimental tratam. en 8/h. en 8/h.
Controles 6 262,7+54,9 316,2+51,2
Dieta hipos. 6 1 40,5+ 9,8% 67,2+24,6%
Controles 6 179,7+27,2 635,3+71,4
Dieta hipos. 6 2 28,3+ 6,3%  148,2+45,0%

n = nimero de animales
* Diferencias significativas con p <0,001 entre el grupo

control y el grupo experimental.



45

4.- Hipertensidn Goldblatt 1 pinza 1 rifidn (G1).

La presidn arterial aumentd significativamente ( p <
0,001) en el grupo G1 a partir de la segunda semana después
del pinzamiento de la arteria renal y siguid aumentando has
ta la séptima semana (Figura 10). Los valores de calicrei
na urinaria y calicreina glandular en el plasma de estos
animales al final de la séptima semana se muestran en la
Figura 11. La calicreina urinaria desminuyd significativa
mente en el grupo G1 al término de la sé&ptima semana de de
sarrollo de la hipertensidén (p <0,001). 209,3 + 12,0 ug
BK/8 h/100 gr p.c. y 144,1 + 12,0 ug BK/8 h/100 gr p.c. fue
ron los valores para el grupo control y G1 respectivamente.
La calicreina glandular del plasma no mostrd diferencia
significativa entre el grupo control y G1, siendo los pro-
medios entre ambos muy semejantes (26,4 + 2,7 ng BK/ml/h y
26,9 * 3,9 ng BK/ml/h)-la correlacifn con los valores medi
dos por el bioensayo fue significativa con r = 0,91, P
< 0,005.

No se observaron diferencias significativas en la ex
crecién de Na® y K" entre los animales control y G1 en la
séptima semana. Los valores encontrados fueron 728,9 +
42,9 uequiv. Na'/s8 h, 464,0 + 20,1 uequiv. K'/8h y 553,3+
99,2 uequiv Na" /8 h, 563,8 + 63,9 uequiv. K*/8h para los
grupos control y experimental respectivamente. Se encon-

tré una correlacidén negativa significativa entre los
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Figura 10.- Promedios + error estandar de los valores de
presidén arterial en mm Hg. El circulo lleno corresponde
a los animales con pinza en una arteria renal y nefrecto-
mia contralateral. El1 circulo abierto a los controles uni
nefrectomizados. In el cje de la abcisa se indica con O
y una flecha vertical el momento de la intervencidn qui -
rirgica y con -1 los valores de presidn obtenidos durante
la semana anterior a dicha intervencidn. *%* Diferencia
significativa con p < 0,001 entre los valores de presidn
arterial de ambos grupos de animales. La flecha horizon-
tal indica que la misma significancia estadistica se man-
tuvo hasta el final del experimento. n= N° de animales en

cada grupo.
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Figura 11.- Calicreina urinaria y calicreina glandular

en el plasma de ratas con hipertensidén experimental Gold
blatt 1 rifién - 1 pinza (columnas achuradas) y sus comn-
troles uninefrectomizados (columnas blancas). Las medi-
ciones corresponden a muestras obtenidas 7 semanas despué@s

del pinzamiento de la arteria renal o de la operaciodn fic

7]

ticia. Los nGmeros en las columnas corresponden a lo
animales en cada grupo. # Indica diferencia significa-

tiva con p < 0,01 entre el grupo contrel y el grupo expe-

rimental.
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valores de presidén arterial y calicreina urinaria (r=-0,71,
p <0,005) y entre presidn arterial y Na® excretado (r=-0,64,
p <0,005). No hubo correlacidn significativa entre cali -
creina urinaria y calicreina glandular del plasma, ni entre

ésta y presitn arterial.




DISCUSION

La presencia de calicreina glandular en la sangre ha
sido demostrada por radioinmunoensayo (25 -29). Sin embar
go, debido a las bajas concentraciones de material inmuno-
reactivo encontrado (29) no ha sido posible medir su acti-
vidad cnzimidtica sobre sustratos sintéticos o naturales
especificos. El procedimiento de purificacién aqui descri
to, permite separar y caracterizar una substancia que pue-
de ser identificada como calicreina del tipo glandular por
que muestra actividad enzimfdtica sobre el sustrato natural,
cinindgeno de bajo peso molecular obtenido de plasma de ra
ta (37); hidroliza el sustrato sintético S-2266 especifico
para calicreina glandular (36) y ambas actividades enzimi-
ticas son completamente inhibidas por anticuerpos contra
calicreina urinaria.

Para purificar este material activo se usd en una pri
mera etapa un fraccionamiento con sulfato de amonio (30 -
70 %) para desechar proteinas de alto peso molecular las
que podrian interferir en la cromatografia posterior. La
etapa siguiente en la purificacidn fue una cromatografia
de afinidad Sefarosa - Aprotinina, un inhibidor de cali -
creina glandular, empleidndose p-aminobenzamidina, un inhi

bidor competitivo, para eluir la enzima en forma especifica.

49




En esta etapa se obtuvo una purificacidén de 250 veces con

4]

un rendimiento del 71 %. Estos valores fueron calculados

125 como trazador. Este factor de puri

usando calicreina-I
ficacidén fue suficiente para el propdsito del trabajo, que
no era obtener la enzima pura, sino montar un método que
permitiera titular la calicreina glandular del plasma man-
teniendo intacta la actividad bioldgica de la enzima. La
actividad cininogendsica del eluido de la columna Sefarosa-
Aprotinina medida mediante bioensayo y la actividad amidd
sica sobre el sustrato sintético S-2266 estdn asociadas ex
clusivamente con dos bandas tenues de proteina de migracidn
electroforética igual a la calicreina urinaria usada como
estandar. Este resultado sugiere que la actividad es debi
da a la presencia de calicreina glandular activa en el plas
ma de ralta. La presencia, en las muestras dec eluido, de
calicreina plasmitica que pudicra haber sido activada esta
descartada debido a que el material activo migra junto a
la calicreina urinaria estandar de peso molecular aproxima
damente 35.000 y su actividad enzimitica no es inhibida por
ovomucoide, un inhibidor especifico para calicreina plasmid
tica, pero si es inhibida por anticuerpos especificos anti
calicreina urinaria de rata, por aprotinina y por benzami-
dina, inhibidores de la calicreina glandular. Estos resul
tados difieren de los descritos por Lawton et al. (27) que,

usando una columna de Bio-Gel A, encontrd un material
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inmunoreactivo similar a calicreina glandular, pero sin ac
tividad amiddsica o cininogendsica. Esta diferencia puede
deberse a que el material descrito por Lawton et al. puede
ser un producto de degradacidn de calicreina activa produ-
cido por proteolisis durante el proceso de caracterizacidn
(27) resultando un péptido con actividad inmunoldgica pero
no enzimdtica. Los estudios de recuperacidén incubando

25 . R
con plasma intacto, indican

muestras de calicreinael1
que in vitro, la unién de calicreina activa a proteinas
plasmiticas ocurre muy lentamente. Otros autores (39) de
mostraron que la calicreina pancredtica de cerdo es tam -
bién inactivada muy lentamente por el suero humano, encon
trando un 66 % delinactivacién a las 14 horas de incubacidn.
Esto sugiere que la rédpida inactivacidn de calicreina glan
dular "in vivo'" podria deberse a la accidn metabdlica por
parte de algunos &rganos tales como el riifidn, mis que a la
unién con inhibidores. La prescncia de calicreina glandu-
lar en el plasma de rata, demostrada a través de su activi
dad enzimdtica en este trabajo y mediante inmunoreactivi -
dad por otros autores (25 -29) sugleren que esta enzima po
dria participar en la homeostasis circulatoria debido a su
capacidad de liberar cininas, potentes péptidos de accidn
vasodilatadora.

Con el fin de validar nuestro método de titulacidn y

de estudiar la participacidn del rifi6bn en la entrega de
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calicreina al plasma, cuantificamos los niveles de la en-
zima activa en el plasma de rata frente a estimulos agudos
y crénicos que comprometian la funcidén renal. [Ln ausencia
de rifiones (nefrectomia bilateral) los valores de calicrei
na activa en el plasma se duplicaron a las 24 horas de 1la
extirpacién. Esta respuesta puede atribuirse o a una ma -
yor entrega de enzima por parte de otras glédndulas como
las salivales, submaxilares o el pdncreas, o a una activa-
cién de la forma proenzima circulante por cfecto del aumen
to de proteasas plasmidticas que sc produce como consecuen-
cia de la nefrectomia. Estos resultados concuerdan con
los encontrados por Rabito et al. (29) y Lawton et al. (27)
usando RIA directo para titular calicreina glandular en
plasma. Por otra parte, al ligar bilateralmente los uré-
teres, lo que disminuye aproximadamente a 1/6 la tasa de
filtracidén glomerular renal a las 24 horas de la interven
cién quirGrgica (40) los valores de calicreina glandular
en el plasma disminuyeron significativamente. La presen-
cia del tejido renal, aunque el rifién no cumpla su funcidn
normal de filtracidn, invierte la situacidn observada en
la nefrectomia. Esto podria atribuirse a una menor capa-
cidad de sintesis o de entrega de la enzima por efecto del
aumento de la presidén intratubular. Estos resultados con
tradicen la hipdtesis de que ¢l rifién participaria sola -

mente en el proceso de depuracidn de la enzima. (41).
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lLa dieta hiposddica, disefiada por nosotros, produjo un
aumento significativo en la cantidad de calicreina urinaria,
efecto ampliamente descrito como respuesta a una baja inges-
ta de sodio (42,43). Paralelo al aumento en los niveles de
calicreina urinaria, se encontrd un incremento significativo
en la cantidad de calicreina glandular del plasma de los mis-
mos animales, con una correlacién significativa entre el con
tenido de la enzima en la orina y el plasma. Por lo tanto,
el estimulo que induce una mayor entrega de calicreina al tQ
bulo también es efectivo para la entrega de la enzima al te-
rritorio vascular. Recientemente se ha demostrado, mediante
técnicas inmunocitoquimicas, que la calicreina sec encuentra
asociada tanto a la membrana luminal como basolateral de las
células del tGbulo renal distal (44). FEste hallazgo avala
nuestros resultados, pues la enzima por su ubicacién en la
célula tubular puede ser entregada tanto al tthulo renal y
aparecer en la orina, como al intersticio y aparecer en la
sangre. No podemos indicar cuales son 10s estimulos que
producen el aumento en los niveles de la enzima por efecto
de nuestra dieta considerada hiposdédica, porque debido a los
valores de excrecién de sodio y potasio observados, aparente
mente estos animales estuvieron sometidos a una ingesta defi
ciente en ambos elementos. Sin embargo, sc¢ ha logrado el ob
jetivo de este protocdlo, que era producir cambios en la ex-

crecién de la enzima y ver si ellos se acompafiaban de cambios
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en sus valores plasmidticos. Para afirmar que el aumento de
calicreina en orina y en plasma es atribuible a un déficit
de sodio, serd necesario repetir este protoc6lo midiendo el
contenido de potasio en la dieta descrita y adicionando glu
conato de potasio en caso que resulte deficitaria en este
elemento.

El sistema calicreina-cininas renal se ha estudiado
intensamente por la participacidn que tendria en el desarro
1lo y mantencibn de la hipertensidn, pues en animales con
hipertensifn experimental crbénica, genética y en pacientes
con diversos tipos de hipertensién clinica, la cantidad de
calicreina excretada por la orina estd significativamente
disminuida (15-18)." Hasta ahora se ha estudiado la calicrel
na urinaria como un reflejo de lo que ocurre a nivel renal,
peroc no se sabe si podria participar en la ruptura del equi
librio homeostftico a nivel sistémico. Fn este trabajo con
firmamos hallazgos anteriores que demuestran una disminucion
significativa en el contenido de calicreina urinaria en 1la
fase cronica de la hipertensidén Goldblatt 1 rifién (6). Sin
embargo, no se observd una disminucidn del contenido de ca-
licreina glandular activa en el plasma de estas mismas ratas
hipertensas. Lsto sugiere,que en este modelo de hiperten-
sién renovascular el sistema calicreina-cininas podria estar
comprometido en esta patologia por su accidn local intrare-

naly no en la alteracidn de la resistencia vascular periférica.
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En resumen, el andlisis de los resultados obtenidos

en este trabajo nos permite resaltar algunos hechos:

1.-

Hemos logrado desarrollar un procedimiento vdlido pa
ra cuantificar la presencia de calicreina glandular
biologicamente activa en el plasma, mis especifico
que el RIA directo empleado por otros autores (25-29).
E1 RIA directo, en efecto, es afin a todas las formas
posibles de la enzima: calicreina activa, procalicrei
na, calicreina-inhibidor o fragmentos inactivos que
conserven los sitio$ antigénicos reconocibles por los

anticuerpos anticalicreina glandular.

Al poder medir cambios en las cantidades de la enzima
activa contenida en ¢l plasma, en respuesta a varia-
dos estimulos que modifican la funcidén renal, podemos
afirmar que el sistema calicreina-cininas no s6lo tie
ne un papel local sino también sistémico que debera

ser estudiado.

Nuestros resultados indican que el rifién entrega cali
creina glandular a la circulacidn, pero que no es la

finica y tal vez tampoco la principal fuente de ella.
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El método que hemos desarrollado implica un largo pro
ceso. Creemos que es posible perfeccionarlo en cuan-
to a duracién y rendimiento, empleando columnas Sefa-
rosa-Aprotinina para pequehas alicuotas de plasma Yy

un RIA directo para titular las muestras eluidas.
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