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Lineas de Investigacion

Sistema calicreina-cininas y regulacion de la

funcidn renal y presién arterial

El sistema calicreina-cininas renal participa en complejos procesos
como el control del volumen extracelular, regulacion de la presion
arterial, regulacién de la excrecion de sodio y agua, hemodinamia
glomerular y secrecion de renina. Ademas, se han descrito alteraciones
de la calicreina en patologias como la hipertensién arterial, diabetes
mellitus y otras.

ASPECTOS HISTORICOS I

El concepto del rinén como fuente de agentes vasoactivos data de
1898, con la demostraciéon de Tigerstedt y Bergman que extractos
renales producen hipertension en perros. Posteriormente, Goldblatt en
1934 estableci6 las bases conceptuales de lo que hoy conocemos como
sistema renina angiotensina.

Las primeras evidencias de una sustancia hipotensora en la orina
corresponden a Abelous y Bardier en 1908 y a Frey en 1926; como se
encontrd en el pancreas, ladenominaron calicreina (del griego calicreas
=pancreas). El descubrimiento de un activador plasmatico de calicreina
permitié postular que la enzima estaba inhibida en la sangre y era
activada en los tejidos, actuando en los vasos y en el miocardio.

En esta época se descubrid un inhibidor de calicreina en érganos de
bovino, que se conoceria mas tarde como aprotinina (Trasylol'™, Bayer)
y que ha probado ser una versatil herramienta terapéutica y experimen-
tal. Ademas, se establecio que calicreina era solo una enzima proteolitica
que producia una hormona polipeptidica (calidina o lys-bradicinina), la
que actuaba sobre la presion arterial. La calidina era posteriormente
inactivada irreversiblemente por proteinas plasmaticas y extractos
tisulares (cininasas).

Rocha e Silva, en Brasil, descubrié otra cinina que llamé bradicinina,
que también era producto de la accion de una enzima proteolitica
(tripsina). Corto tiempo después se demostro que calidina y bradicinina
se originaban de la misma proteina plasmatica, el cininégeno, y sus
secuencias aminoacidicas fueron determinadas en 1960 y 1961.

El primer trabajo que describid la disminucion de calicreina urinariaen
‘a hipertension arterial fue hecho por Elliot y Nuzum en 1934. A pesar de
‘o promisoria que era la idea de la existencia de un déficit de un sistema
nipotensor en la hipertension arterial, este estudio fue ignorado hasta
1970, cuando de manera independiente Croxatto y Margolius describie-
ron algo similar en ratas hipertensas e hipertensos esenciales.

De esta época son los estudios sobre bradicinina y presion arterial de
Croxatto et al., quienes, analizando |a orina de ratas hipertensas en la
ousqueda de péptidos, encontraron una potente sustancia hipotensora
de alto peso molecular (no dializable) y termolabil; su posterior caracte-
rizacion les permitié identificarla como calicreina. Puede sostenerse asi
que el encuentro entre calicreina y el grupo del Dr. Croxatto fue
accidental pero afortunado; su entusiasmo y la conviccion que la
calicreina participaba de manera importante en la regulacion de la
oresién arterial antagonizando a renina, y que su deficiencia tenia un
oapel protagénico en la génesis de |a hipertension arterial, comprome-
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tieron a un gran nimero de investigadores de esta y otras universidades
en fructiferos estudios sobre la funcion del sistema calicreina-cininas.

| ESTADO ACTUAL DEL SISTEMA CALICREINA-CININAS RENAL

La principal accion de calicreina es producir cininas que actuan sobre
su sustrato natural, cininégeno (Cng), aunque también se ha descrito su
accion enzimatica sobre otros sustratos (prorenina, peptido natriurético
auricular, etcétera). Las cininas, por su parte, actian en forma directa o
via prostaglandinas u otros mediadores como el 6xido nitrico (ON).

Una representacion esquematica de los componentes del sistema
calicreina aparece en la Figura 1; ellos son:

- Calicreina; es unaenzima proteolitica (PM 39 kDa) que se encuentra
en tejidos y el plasma como procalicreina y calicreina activa.

— Elsustrato o Cng, glicoproteinas (PM 68y 110kDa) que se sintetizan
principalmente en el higado.

— Las cininas, BK, lys-BK y des-Arg 9-BK, que son las hormonas
efectoras (PM 1 kDa).

— Las cininasas; las mas conocidas son la cininasa |, la cininasa Il o
enzima convertidora de angiotensina (ECA), la endopeptidasa neutra
(NEP) y la endopeptidasa 24.15 (EP24.15), que se encuentran distribui-
das en varios tejidos y en el plasma.

Pro-Calicreina

|

Calicreina

:

Cininogeno

Cininasa | -----—= BK =—----- NEP, ECA, EP 24.15

Des-Arg-9-BK Fragmentos

Figura 1. Esquema simplificado de los principales
componentes del sistema calicreina-cininas
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Existen dos clases de calicreina que, aunque comparten el nombre,
son dos enzimas diferentes desde el punto de vista bioquimico,
inmunoldgico y estructural: la tisular (EC 3.4.21.35) que esta presente
en tejidos comoriidén, pancreas, glandulas salivales, hipofisis, etcétera,
y la calicreina plasmatica (EC 3.4.21.34), que se sintetiza en el higado
y que participa en el mecanismo intrinseco de la coagulacién sanguinea
y fibrinolisis. En esta revision, el término calicreina se refiere sélo a la
tisular.

El avance en la fisiologia y fisiopatologia del sistema calicreina-
cininas renal ha sido lento, comparado con el de su biologia molecular,
lo que ha estado condicionado en parte por la complejidad morfologica
del rindn. Actualmente se conocen tres tipos de nefron, 11 segmentos
tubulares y al menos quince tipos celulares diferentes. Si a éstos se
suman los componentes glomerulares, vasculares, linfaticos e
intersticiales, tenemos cerca de 30 tipos celulares en el rifion.

Resulta evidente que para entender la participacion del sistema
calicreina-cininas en el rinén deben considerarse no sélo todos sus
componentes, sino también su localizacién celular exacta, para poder
establecer los microambientes anatomicos donde su accidn es factible.

CALICREINA

La calicreina es una glicoproteina con un residuo serina en su sitio
activo (serina-proteasa) que demuestra preferencia por los enlaces
Met-Lys y Arg-Ser del Cng. La calicreina podria actuar sobre otros
sustratos locales en los tejidos donde esté presente. Un buen ejemplo
de esto es la hipofisis, donde hemos identificado calicreina junto a
prolactina en las células lactotropas y se ha demostrado, en experimen-
tos in vitro, que la calicreina puede procesar prolactina a formas
moleculares de menor tamano.

Biologfa molecular. El conocimiento actual muestra que de la familia
de «genes de calicreina» existente en el raton, sélo uno de ellos
corresponde a la calicreina verdadera, lo que también parece ocurrir en
ratas y humanos. Este gen de calicreina se expresa en riiién, hipéfisis,
gléndula salival, pancreas, arterias y colon.

El mRNA maduro de calicreina codifica una pre-procalicreina de 261
aminoacidos, que contienen un péptido sefial de 18 aminoéacidos, y un
péptido zimogeno de seis aminoacidos. In vitro, la enzima ha sido
activada por tripsina, pronasa, termolisina, fosfolipasa A, detergentes,
etcétera, pero se desconoce qué factores son responsables de su
activacion en condiciones fisioldgicas. En el tejido renal, un 85% de la
enzima estd como procalicreina, mientras que en la orina lo esta un
50%, por lo que la busqueda de su activador es relevante para entender
su regulacion.

Localizacién renal. La localizacion renal de calicreina ha sido
producto de resultados coincidentes obtenidos con microdiseccion,

micropuncion e inmunolocalizacién ultraestructural. Calicreina se en-
cuentra exclusivamente en una de las células del nefrén distal, la célula
conectora (cTCN), que junto con la célula intercalada constituyen el
tlbulo conector (TCN), segmento del nefron interpuesto entre el tibulo
contorneado distal (TCD) y el tdbulo colector cortical (TCC) (Figura 2).

La cTCN pas¢ inadvertida hasta 1978, cuando se describieron por
primera vez sus caracteristicas ultraestructurales, las que estan esque-
maticamente representadas en la Figura 3. Este tipo celular tiene en su
porcion basal abundantes pliegues de la membrana plasmatica que
estan en estrecho contacto con capilares sanguineos con endotelio
fenestrado.

€D TCN TCC
\ L, 9

Figura 2. Representacion esquematica del nefrén, y segmentos
donde estan presentes o actian los componentes del sistema
calicreina-cininas.

El nefrén 1 corresponde a su concepcion tradicional, mientras
que el nefron 2 corresponde a un esquema hipotético, el cual es
compatible con la estrecha relacion anatémica que establece el
tubulo conector con la arteriola aferente, como ha sido observado
enrindén humanoy de rata. G=glomérulo, TCP=tibulo contorneado
proximal, TCD=tibulo contorneado distal, TCN=tubulo conector,
TCC=tubulo colector cortical, TCM=tibulo colector medular,
AA=arteriola aferente, AE=arteriola eferente, MD=méacula densa.

Figura 3. Representacion esquematica de las células
componentes del nefron. El tubulo contorneado distal esta
compuesto por una célula Unica, la célula del tabulo
contorneado distal (cTCD): el tibulo conector esta com-
puesto de dos células, la célula conectora (cTCN) y la
célula intercalada (cl); el tibulo colector cortical esta
compuesto por células intercaladas (cl) y por células
principales (cP). En conjunto los tibulos conector y colec-
tor cortical contienen calicreina, cininégeno, cininasas y
receptores de bradicina.
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El uso de inmunocitoquimica ultraestructural nos permitié demostrar
calicreina en el reticulo endoplasmico rugoso, aparato de Golgi, vesi-
culas de tipo secretorio y en las membranas plasmaticas luminales y
basales, confirmando trabajos previos de su actividad enzimatica en
fracciones subcelulares renales. Esta distribucion subcelular nos per-
mitié sostener que la cTCN era el lugar de sintesis de calicreina renal,
lo que fue confirmado con hibridizacion in situ. Trabajos de Roblero et
al. en rifiones aislados, que han demostrado convincentemente la
presencia de calicreina en los efluentes venoso y urinario, permiten
postular que calicreina pasa a la circulacién, donde podria participar en
la regulacion de la presion arterial.

Es importante destacar que la distribucion de calicreina en ambas
membranas, luminal y basolateral, le dan una localizacién estratégica
para actuar sobre el Cng en el fluido tubular o en el espacio peritubular,
generando cininas que afectan la funcion renal. Aunque la funcién
especifica de la cTCN es aun desconocida, ella esta ubicada en un
segmento del nefrén que participa de maneraimportante enla secrecion
tubular de potasio. El descubrimiento del lugar de origen renal de
calicreina y su posible relacién con el metabolismo de potasio, repre-
senta una avance mayor en el conocimiento de este sistema vasoactivo
y ha abierto un importante campo de investigacion clinica y experimen-
tal, como sera discutido mas adelante.

Otraimportante observacion, encuanto alalocalizacion de calicreina,
es la existencia de un estrecho contacto anatémico entre el TCN y la
arteriola aferente del aparato yuxtaglomerular en rifion humano, rela-
cién similar a la que se ha observado en el rinén de rata. La estrecha
relacion anatémica entre las células productoras de calicreina y las de
reninaanivel de laarteriola aferente, cercadel aparato yuxtaglomerular,
sugiere unafuncion fisiolégica y es consistente con unafuncién paracrina
del sistema calicreina-cininas en laregulacion del flujo sanguineo renal,
filtracion glomerular y secrecion y/o activacion de renina.

Porotraparte, lalocalizacion tan especificade calicreinaen las cTCN
ha permitido usarla como marcador morfolégico de este segmento
tubular, lo que permite estudiar selectivamente su ontogenia, sus
alteraciones en la insuficiencia renal crénica, el compromiso tubular
distal en el trasplante renal y la nefrotoxicidad por ciclosporina, como ha
sido demostrado por Martinez et al.

Regulacion de calicreina

Lacalicreina urinaria se puede estudiar con relativa facilidad, y como
es un buen reflejo de la calicreina renal, se ha medido su actividad en
una gran variedad de condiciones fisioldgicas, patoldgicas y con mani-
pulaciones hormonales, farmacologicas o de la dieta. De esta manera
se ha descrito que la excrecion de calicreina urinaria se encuentra
aumentada en el embarazo normal y disminuida en el embarazo
patologico, en la hipertension arterial esencial y experimental, en la
insuficiencia cardiaca congestiva y en la diabetes mellitus.

La dieta rica en potasio estimula las cTCN, las que experimentan
hipertrofia e hiperplasia, las cuales se correlacionan directamente con
la mayor excrecion urinaria de potasio y de calicreina. En un modelo de
insuficiencia renal crénica (rinén remanente o nefrectomia 5/6) hemos
observado una hipertrofia similar de las cTCN, que se correlaciona con
una mayor excrecion fraccional de potasio. Esto sugiere que la hipertro-
fia de las cTCN es responsable, al menos en parte, del mecanismo
adaptativo por el cual los nefrones remanentes mantienen la potasemia
dentro de rangos normales en la insuficiencia renal cronica.

Los hipertensos esenciales tienen disminuida la excrecién de
calicreina, deficiencia que tendria un rol patogénico en la hipertension.
Recientemente, Valdés et al. han demostrado que una suplementacion
moderada de potasio (64 mmol/dia) reduce los niveles de presién
arterial en hipertensos esenciales, y que esta reduccién de la presion
esta acompanada de una mayor excrecion de calicreina, que represen-
ta probablemente una mayor sintesis renal de la enzima. Este aumento
de calicreina corregiria parcialmente la deficiencia enzimatica observa-
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da en estos enfermos, lo cual contribuiria, al menos en parte, al efecto
hipotensor observado.

Debido a que, ademas del efecto estimulador de potasio, se ha
observado que la dieta hiposédica aumenta los niveles de calicreina
renaly urinaria, se pensé que la aldosterona seria su principal regulador.
Sin embargo, estudios recientes han demostrado que la aldosterona no
es capaz de aumentar la sintesis de calicreina ni los niveles renales de
su mRNA. Esta ausencia de efecto estimulatorio de aldosterona es
consistente con lo observado previamente por Lépez et al. en pacientes
con sindrome de Sheehan.

La relacion que parece existir entre el metabolismo renal de potasio
y la regulacién de calicreina renal representa un cambio en la vision
tradicional, ya que se pensaba que ella estaba regulada mas bien por
cambios en el metabolismo de agua y sodio. Esta asociacion entre la
excrecion de calicreina, agua y sodio estaba en parte basada en el
posible efecto de aldosterona, en su supuesta localizacién en las células
deltdbulo contorneado distal y colector, y en el potente efecto estimulatorio
que tienen sobre ella los diuréticos. Hoy sabemos que calicreina no esta
presente enlos tibulos contorneado distal o colectory que la aldosterona
no estimula su sintesis. En relacion a los diuréticos, haciendo un andlisis
retrospectivo, se puede concluir que sélo los diuréticos que eliminan
potasio estimulan laexcrecion de calicreina (furosemida, hidroclorotiazida,
etcétera), mientras que los diuréticos que retienen potasio (triamtirene,
amiloride y espironolactona), inhiben su excrecion.

Una dieta rica en proteinas produce un aumento de la filtracion
glomerular, del flujo plasmatico renal y de la concentracién de cininas
urinarias, tanto en ratas como en humanos. Estos efectos se pueden
revertir con la administracion de un inhibidor de calicreina, como
aprotinina o con antagonistas de BK, lo que sugiere que una dieta
hiperproteica aumenta la sintesis o secrecion de calicreina. Efectos
similares sobre la hemodinamica glomerular, que muestran la participa-
cién de BK en ellos, se ha observado con la infusién de aminoacidos.

Enladiabetes, lasintesis de calicreinadisminuye. La hiperinsulinemia,
por otra parte, aumenta su sintesis. En conjunto con lo anterior, la
presencia de receptores de insulina en la membrana basolateral de los
tdbulos renales sugiere algun rol de insulina en la regulacion de
calicreina renal.

Hay varios trabajos que sugieren gue la vasopresina aumenta la
secrecion y la produccion renal de calicreina, pero los receptores de
vasopresina V2 estan en las células principales del tabulo colector, de
ubicacion mas distal al lugar de sintesis de calicreina, por lo que el efecto
de vasopresina sobre calicreina podria ser indirecto 0 mediado por
receptores V1.

Recientemente se hademostrado que laincubacion de cortes renales
con agonistas beta adrenérgicos (isoproterenol) induce una inhibicion
dosisdependiente de la liberacion de calicreina, que esta asociada
temporalmente a un aumento de niveles intracelulares de AMPc. Este
efecto inhibitorio de isoproterenol es revertido por un antagonista
selectivo beta 1, pero no por un antagonista beta 2, indicando la
existencia de un mecanismo inhibitorio directo mediado por receptores
beta 1. Estos resultados son consistentes con la existencia de recepto-
resbetaen el TCN y conlo observadoin vivo. Albertini et al. demostraron
que la estimulacidn eléctrica de nervios renales disminuye la calicreina
urinaria en gatos, y que tanto la inyeccion intracerebroventricular de
propranolol como la denervacién quimica estimulan la excrecién de
calicreina. Todo lo anterior permite postular que el sistema simpatico
modula la secrecion de calicreina de manera inhibitoria.

Es importante destacar que la activacién de receptores beta 1
adrenérgicos inhibe la secrecién de calicreina y estimula la secrecion de
renina, estableciéndose una interesante via regulatoria para estos
sistemas vasoactivos con efectos opuestos.
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| CININOGENO

Existen dos formas de Cng, el de alto peso molecular (HMW-Cng, PM
110kDa) y el de bajo peso molecular (LMW-Cng, PM 68 kDa). EIl HMW-
Cng es una de las proteinas que inician y propagan la coagulacion
sanguinea, mientras que el LMW-Cng esta desprovisto de actividad
procoagulante. Las cininas son liberadas de la cadena Unica del LMW-
Cng o del HMW-Cng via proteolisis limitada por calicreina (Figura 4).

El principal sitio de origen de Cng es el higado, aunque también se ha
visto en el tubulo colector, en las células principales, las que con
frecuencia se observan cercanas a las células productoras de calicreina.
Adicionalmente, se ha descrito la presencia de Cng en plaquetas

Figura 4. Este esquema muestra los sitios de
corte en el cininégeno (Cng) que dan origenalas
cininas, y abajo, los sitios de hidrélisis de
bradicinina (BK) por acciéon de las cininasas.
ECA:enzimaconvertidorade angiotensina; NEP:
endopeptidasaneutra; EP24.15: endopeptidasa
2415,

Calicreina tisular

LMW-Cng: ....Leu-Met-Lys-Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg-Ser....
3 2 -1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1

Lys-BK: Lys-Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg
aminopeptidasa
BK: Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg

EP 24 15 Cininasa |

ECA, NEP

humanas y se ha demostrado que las células endoteliales humanas
tienen sitios especificos que median la union e internalizacién de HMW-
Cng desde el plasma.

El Cng esta en abundantes cantidades en el plasma (90-180 mg/ml).
Esto significa que un ml de plasma puede potencialmente producir casi
3 mg de cininas; este Cng tiene acceso a la linfa y liquido intersticial.
Independientemente de si este cininégeno se origina de la sangre o en
partedelrifién, es posible lageneracién de cininas en el intersticio. Esto
porque, ademas del Cng, la calicreina esta presente en la porcion basal
de las cTCN, por lo que se puede postular que sitios anatémicos
cercanos podrian ser efectores de la accion regulatoria de BK; células
colectoras corticales y medulares (Figura 5) y células musculares lisas
de arteriolas pre y postglomerulares, células mesangiales (Figura 6).

Figura 5. Microambiente compuesto por el
tubulo conector (TCN) y tubulo colector cortical
(TCC).CNg:cininégeno; BK: bradicinina. En este
microambiente existen todos los componentes
del sistema calicreina-cininas compatibles con la
funcién paracrina de este sistema en la regula-
cion de la excrecion de agua y sodio.

Figura 6. Microambiente compuesto por el tibulo
conector (TCN) y el aparato yuxtaglomerular. En este
microambiente existen todos los componentes necesa-
rios para una funcion paracrina del sistema calicreina-
cininas en la hemodinamica glomerular, filtracion
glomerular y secrecion de renina. AA: arteriola aferente;
AE: arteriola eferente; TCN: tibulo conector; MD: macula
densa; G: glomérulo; TCP: tibulo contorneado proximal.

F
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CININAS

La capacidad de BK de modular la funcién renal por las vias vascular
y tubular ha sido estudiada con la administracién de BK, de antagonistas
de BK (BK-ant), anticuerpos anti BK, de inhibidores de cinasas (enalapril,
ramipril, fosforamidon) e inhibidores de calicreina (aprotinina).

Efectos renales de la BK
— Aumenta el flujo sanguineo renal y papilar.

— Es mediadora de la hiperfiltracion e hiperperfusion glomerular
nducida por la dieta hiperproteica y por la infusiéon de aminoacidos.

— Inhibe, en el tibulo colector aislado, la permeabilidad al agua
inducida por ADH, la reabsorcion neta de sodio secundaria a DOCA, y
en células colectoras medulares la entrada conductiva de sodio sensible
a amiloride.

— Induce la secrecién de renina en glomérulos aislados y células
yuxtaglomerulares (mioepiteliales) en cultivo.

Causa rclajacion dosisdependiente de arteriolas eferentes.
Receptores

Al menos dos tipos de receptores de cininas (B1 y B2) han sido
caracterizados. El receptor B1, cuyo agonista corresponde a des-Arg-9-
BK, no se encuentra normalmente en los tejidos, sino que es inducido
durante la injuria tisular o en ciertas condiciones patolégicas. El receptor
B2 tiene como agonistas a BK y Lys-BK, y es el responsable de la gran
mayoria de los efectos conocidos de las cininas.

Mas recientemente, y con el uso de un BK-ant [(Thi5,8-D-Phe7)-BK],
ha aparecido un subtipo B2 o un receptor de cininas neuronal, como ha
sido demostrado por Huidobro-Toro et al. y confirmado en una linea
neuronal en cultivo.

Recientemente se clond, secuencié y purificé el receptor B2 de BK, y
el estudio de la distribucion tisular de su mRNA muestra que esta
presente en utero, conducto deferente, rifién, corazén y pulmon, entre
otros organos. El receplor de BK pertenece a la gran familia de los
receptores de 7 dominios de transmembrana acoplados a proteina G.

Mecanismo de acciéon de BK
La unién de BK al receptor B2 produce:

— Activacion de fosfolipasa C con formacién de inositol trifosfato (1P3),
movilizacion de calcio y activacion de proteina-kinasa C.

- Activacion de fosfolipasa A2, con formacion de prostaglandinas y
eventualmente activacion de ambas fosfolipasas en la misma célula.

— Activacion de adenilciclasa y guanidilciclasa con la formacién de
AMPc y GMPc, respectivamente.

Porla variedad de segundos mensajeros activados, se deduce que el
mecanismo de accion de BK puede ser diferente entre tejidos, y que en
algunos organos puede ser complejo, involucrando multiples mediado-
res y segundos mensajeros.

El efecto vasodilatador de las cininas es mediado en parte por
prostaglandinas y factores relajadores derivados del endotelio (EDRFs).
Las cininas causan la liberacion de EDRFs en varias arterias aisladas.
Unodelos EDRFs corresponde a éxido nitrico, que actua via estimulacién
de guanilato ciclasa y formacién de GMPc. Romero et al. han demostra-
do que la infusién de BK produce aumento del flujo sanguineo renal,
diuresis, natriuresis y kaliuresis en presencia de un inhibidor de la
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sintesis de prostaglandinas. Todos estos efectos renales de BK son
inhibidos por la infusién simultanea de N-monometil L-argirina, un
inhibidor competitivo de la sintesis de ON. Por otra parte, la administra-
cion de L-argirina, un precursor de ON, restablece los efectos
vasodilatadores y excretores de BK, porlo que la respuestavasodilatadora
y excretora renal de BK es dependiente en parte de ON derivado del
endotelio.

Esto no excluye a las prostaglandinas como mediadoras, sino que
agrega otro mediador a sus efectos renales, ya que este efecto de ON
se observa en condiciones de inhibicion de la sintesis de prostaglandinas,
faltando por conocer en cuanto contribuye cada uno de estos mediado-
res al efecto final de BK.

Los sitios renales de unién de BK se han localizado en el tibulo
colector cortical y medular, y en menor cantidad en el glomérulo. En
tibulos colectores corticales aislados, las cininas tienen efecto diurético
y natriurético, que actian desde el lado basolateral, lo cual hace
relevante desde el punto de vista fisiologico la presencia de calicreinaen
la parte basal de las células conectoras.

Considerable evidencia sugiere que el efecto diuréticode BK endégena
es mediado en parte inhibiendo la reabsorcion de agua y sodio estimu-
lada por la vasopresina. In vitro se ha demostrado que la adicién de BK
a thbulos colectores corticales aislados y perfundidos, inhibe directa-
mente el transporte de agua y sodio estimulado por vasopresina, efecto
que es mediado por estimulacion de la fosfolipasa C y activacion de la
proteina quinasa C, la que a su vez inhibe la produccién de AMPc
inducida por vasopresina.

INHIBIDORES DE CALICREINA

En la sangre existen varios inhibidores potenciales de calicreina.
Ninguno de ellos es especifico para calicreina, sino que actian sobre
varias enzimas de la familia serina proteasas.El mas importante de ellos,
en términos de eficiencia, es |a alfa 1-antitripsina, y existe cierto acuerdo
que seria el inhibidor predominante de calicreina tisular.

Aprotinina. Es uninhibidor de calicreina (y de otras serina proteasas)
purificado de tejido bovino que ha sido ampliamente usado para estudiar
la posible contribucién del sistema calicreina cininas en variadas condi-
ciones fisiolégicas y patolégicas, por la ausencia de otros inhibidores
efectivos de calicreina. En humanos o en ratas no se ha encontrado ain
el inhibidor que corresponda a la aprotinina bovina.

Alguno de los efectos de aprotinina son: evita el aumento de renina
inducido por furosemida o anestesia, disminuye el flujo sanguineo renal
e hiperfiltracion glomerular secundarios a ladieta hiperproteica o infusién
de aminoécidos, evita la disminucién de la proteinuria en ratas nefréticas
tratadas con enalapril, bloquea el aumento del flujo plasmatico renal,
filtracion glomerular y excrecién de sodio secundarios a captopril y
fosforamidén, aumenta el balance glomerulotubular antagonizando el
efecto de captopril y, finalmente, reduce el flujo sanguineo, aumentando
la resistencia vascular renal.

En clinica, el uso de aprotinina permitié a Rodriguez Portales et al.
demostrar la contribucién de las cininas, en el Sindrome de Bartter, en
la regulacion de la presion arterial, y que el aumento de la actividad del
sistema calicreina-cininas es responsable en parte de la disminucion en
estos pacientes de su respuesta presora a angiotensina.

Estudios sobre la localizacion intrarrenal de aprotinina exégena
demuestran que este inhibidor se encuentra presente, entre otros
lugares, en el tubulo distal, lo cual permite postular que la aprotinina
puede actuar sobre la calicreina en, o cerca, de su lugar de sintesis renal,
interfiriendo con la accion paracrina del sistema calicreina-cininas.

ACCION PARACRINA DEL SCC

De acuerdo a lo que actualmente se conoce de la localizacion de los
componentes del sistema calicreina-cininas, en el rinén existen dos
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microambientes anatémicos que cumplen con las condiciones necesa-
rias para una funcion paracrina. Ellos son los tibulos conector + colector
(TCN-TC) (Figura 5) y el aparato yuxtaglomerular + tibulo conector
(AYG-TCN) (Figura 6).

Desde el punto de vista anatémico, como se puede ver en la Figura
5. la ubicacion de calicreina en el TCN le permite participar en la
excrecion de sodio y agua. Calicreina, en el intersticio o en el lumen
tubular, actia sobre su sustrato de Cng, abundante en ese segmento del
nefrén, generando BK, la que actiia sobre el TCC y TCM, que son los
segmentos ubicados inmediatamente después del TCN, inhibiendo la
reabsorcion de agua y sodio.

La estrecha relacion anatomica existente entre el TCN (que contiene
calicreina) con la arteriola aferente (que contiene renina) al llegar al
aparato yuxtaglomerular (Figura 6), da las bases anatomicas para
postular una estrecha interaccién bioquimica y funcional entre los
sistemas renina y calicreina, y permite especular que ambos sistemas
podrian participar en conjunto en la regulacién del flujo sanguineo renal,
en la filtracion glomerular y en el balance glomérulo tubular.

Como se sabe. los efectores de ambos sistemas, angiotensina lly BK,
tienen efectos opuestos en la resistencia vascular, presién arterial y
funcioén renal; estos sistemas comparten la misma enzima que convierte
angiotensina | a inactiva RK; |a estimulacién beta adrenérgica aumenta
la secrecion de renina e inhibe la secrecion de calicreina, etcétera.
Ademas, se ha demostrado que la adicion de calicreina a cortes renales
aumenta la secrecion de renina activa. Como este efecto de calicreina
desaparece con aprotinina, su efecto parece depender de su actividad
enzimatica, pero no se sabe si su efecto es directo o via generacion de
BK, aungue la infusion intraarterial de BK produce un aumento de la
actividad reninina del plasma.

Los estudios in vitro han sido mas convincentes, ya que en glomérulos
aislados y superfundidos, BK ha demostrado ser un potente estimulo
parasecretarreninay en células yuxtaglomerulares humanas en cultivo,
BK también aumenta la secrecion de renina, fenémeno asociado tempo-
ralmente con aumento intracelular de cAMP, lo que indica la existencia
de receptores en las células yuxtaglomerulares humanas.

La hipotesis del sistema calicreina-cininas que acttia como un sistema
hormonal paracrino recibe apoyo adicional en otros tejidos con la
descripcion de la presencia de sus componentes en células musculares
lisas de origen vascular. La presencia de calicreina en arterias ha sido
confirmada de manera directa por la visualizacién de su mRNA. De esta
manera, todos los componentes necesarios para una accion paracrina
del sistema calicreina cininas estan en los vasos arteriales, pudiendo
entonces BK participar en la regulacion del tono arteriolar y la funcién de
intercambio en la microcirculacion.

Algo similar parece ocurrir en el itero, donde trabajos actualmente en
desarrollo por Valdés y cols permiten sostener la existencia de calicreina
en ese tejido, lo cual es de gran importancia para explicar los cambios
en perfusién uterina que ocurren durante la implantacién y la prefiez.

CININASAS

Por la existencia de multiples enzimas capaces de activarlas rapida-
mente, parece evidente que las cininas estan disehadas para actuar
como hormonas locales. Sin embargo, puesto que las cininas se
encuentran en la circulacion periférica, su efecto sistémico es posible.
Serias limitaciones metodol6gicas para estimar correctamente sus
valores reales en el plasma impiden por el momento decidir la cuestion
de su efecto sistémico versus local, aunque, como ha sido demostrado
por otras hormonas peptidicas como la angiotensina Il, estas alternati-
vas no sonexcluyentes. Las enzimas que clivan las cininas son llamadas
genéricamente cininasas, aunque ellas hidrolizan también otros péptidos
invivo e in vitro. Las tres mas importantes en el metabolismo de BK son
la cininasas Il o ECA, la endopeptidasa neutra 24.11 (NEP) y la
endopeptidasa 24.15 (EP 24.15) (Figura 4).
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Estas tres cininasas son Zn-metalopeptidasas (continen cinc) e
hidrolizan BK separando los dos aminoacidos (ECA y NEP) o los cuatro
aminoacidos carboxiterminales (EP 24.15).

LaECAeslamas conocidade las cininasas y susinhibidores (ramipril,
enalapril y similares) son de uso habitual en la practica clinica. Es una
enzima unida a membrana, pero a diferencia de otras peptidasas,
también se encuentra en alta concentracion en el plasma humano,
probablemente originada de las células endoteliales. Sus niveles
plasmaticos varian notablemente entre individuos, pero permanecen
constantes en cada uno. Los factores involucrados en el control de los
niveles plasmaticos de la enzima son desconocidos, pero parecen estar
determinados genéticamente, ya que se ha observado una asociacion
familiar de estos niveles plasmaticos de ECA.

La NEP inactiva BK separando los aminoécidos Phe-Arg en el mismo
lugar que ECA. Sin embargo, no es una segunda ECA, porgue a
diferencia de ésta, inactiva tanto angiotensina | como angiotensina II.
Ambas estan en abundantes cantidades en el rifién, siendo la principal
diferencia entre ellas que la NEP esta practicamente ausente de las
células endoteliales. NEP es responsable de aproximadamente un 70%
de la actividad cinindsica en orina, mientras que la cininasa | y ECA
contribuyen conun 9%y 23%, respectivamente. Esto permitiria explicar
que el aumento de la excrecion de sodio y agua que se observa con la
administracion de su inhibidor (fosfuramidon, thiorfan) se deba al au-
mento de cininas, aunque no se debe excluir la contribucién de otros
péptidos con accién diurética y natriurética, ya que la NEP también
participa en el metabolismo de endotelina y del péptido natriurético
auricular (ANP).

La EP 24.15 se encuentra en varios tejidos y en el plasma, degrada
BK hidrolizando la union entre los aminoacidos Phe-5 y Ser-6. La EP
24.15 recientemente ha adquirido relevancia, porque la administracion
endovenosa de un inhibidor especifico, el cFP-AAF-pAB, potencia diez
veces el efecto hipotensor de BK e incluso en ausencia de BK exégena
produce un rapido efecto hipotensor, el cual es atenuado con el uso de
antagonistas de BK.

Proyecciones terapéuticas de inhibidores de cininasas

Los estudios sobre la participacion del sistema calicreina en la
regulacion de la presion sanguinea y en la patogenia de |a hipertensién
arterial recibieron renovada atencion desde el descubrimiento que la
enzima convertidora de angiotensina | correspondia a la misma enzima
que degrada bradicinina (cininasa Il) y por el posterior desarrollo de
drogas inhibidoras de esta enzima convertidora. Estas drogas, actual-
mente en uso, han probado ser eficaces reduciendo la resistencia
periférica por un doble mecanismo: por una parte disminuyen los niveles
de la hormona vasoconstrictora (angiotensina Il) y, por otra, prolongan
la vida media de la hormona vasodilatadora (BK), con el resultado final
de un desbalance en favor de los factores vasodilatadores. Drogas de
este tipo (ramipril, enalapril y otras similares) han demostrado que al
reducir la resistencia periférica total, son Utiles no sélo bajando la presion
arterial en la hipertension, sino también en la insuficiencia cardiaca, al
reducir la postcarga.

Hoy esta claramente establecido que las cininas contribuyen al efecto
hipotensor de los inhibidores de la ECA, aunque no se ha podido
demostrar claramente aumento de los niveles circulantes; sus niveles
locales pueden afectar el tono vascular y la funcién excretora renal.

En teoria, puede postularse que al inhibir la degradacién de BK por
NEP existiria vasodilatacion y disminucién de la postcarga, aumento de
laexcrecion de agua (por inhibicion de vasopresina en el tibulo colector)
e inhibicion de la reabsorcion de sodio. Al mismo tiempo, al inhibirse la
degradacién de ANP, disminuye la secrecién de aldosterona y
adicionalmente aumenta la excrecion renal de sodio. Igualmente, con la
inhibicién de ECA y NEP, ademas de los efectos anteriormente descri-
tos, se inhibira la formacioén de angiotensina Il.
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Asi como el uso de inhibidores de la ECA ha demostrado ser una como R. Albertini, J. Belmar, M. Boric, E. Brandan, J. Corthorn, H.R.

efectiva herramienta terapéutica en la hipertension arterial y en la Croxatto, J.P. Garcia-Huidobro, J. Roblero, R. Rosas y C.P. Vio,
insuficiencia cardiaca, el uso de inhibidores de otras metalopeptidasas mientras que otros, a la Facultad de Medicina, como E. Arteaga, R.
como NEP y EP 2415' aparecen como novedosas y promisorias Corbalén. E. Guarda, J Jalll, J.M. LopeZ, |19 Mar“nez., J. Mont?ro. J.A.
posibilidades terapéuticas en un futuro cercano. El uso de inhibidores Rodriguez Portales, S. Salas, G. Valdés. Han tenido también una
de cininasas no sblo es importante en los cuadros clinicos antes destacada participacion en estos estudios un gran namero de estudian-
mencionados, sino también en la cardioproteccion durante la isquemia 1es de Medicina y de Biologia, y alumnos de nuestros programas de
miocardica, en la regresion de la hipertrofia ventricular y vascular, asi postgrado. Los estudios del autor han sido posibles gracias al continuo
como en la progresién de la insuficiencia renal crénica, cuadros en los apoyo de FONDECYT y de la Direccion de Investigacion de la Univer-
que hay creciente evidencia de la participacién de cininas. sidad Catélica. Algunas de las contribuciones de los autores menciona-
dos aparecen destacadas en el texto. Dado lo limitado del espacio
Algunos profesores de la Pontificia Universidad Catélica de Chile disponible y el gran nimero de trabajos publicados, no ha sido posible
que han contribuido con trabajos sobre distintos aspectos del sistema citarlos a todos, por lo que hemos seleccionado sélo algunos en las
calicreina-cininas pertenecen a la Facultad de Ciencias Biologicas, referencias.
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