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POTENCIACION DE LOS EFECTOS RENALES DE BRADIQUININA
Y BLOQUEOD DE SU DESAPARICION EN LA CIRCULACION RENAL
POR INHIBICION DE QUININASAS EN EL PERRO ANESTESIADO

José Colina-Chourio*, Alberto Nasjletti** y John C. McGiff**

RESUMEN

En perros anestesiados con morfina-cloralosa se in-
vestigd la hipbtesis de que la capacidad del rifibn para
inactivar guininas puede ser un factor determinante de
la actividad intrarrenal del Sistema Calicreina-Quinina,
estudiando la desaparicidn de bradiguinina en su paso
a traves de la circulacion renal. Se infundid hradiquinina
en la arteria repal a varias dosis, causando aumento de
flujo sanguineo renal, flujo urinario, excreciin de sodio
y contenido de quininas en la sangre venosa renal, rela-
cionados con la dosis. La administracidn simultanea de
un péptido inhibidor de quininasas (BPPg.) potencid
estas acciones vasodilatadora, diurética y natriurética
de bradiquinina y aumento la sohrevida de la quinina
en su paso a través del rifion. Este aumento de ia sobre-
vida de la quinina fué correlacionado positivamente
con los aumentos en flujo sanguineo renal, flujo urinario
y excrecion de sodio. BPPg. por si solo tamhién aumen-
to el flujo sanguineo renal, flujo urinario, excrecion de
sodio, concentracion de quininas en sangre venosa renal
y excrecion urinaria de guininas. Los-resultados sugieren
gue las quininas generadas intrarrenalmente pueden jugar
papel importante en la regulacion del flujo sanguineo
renal v la excrecion hidro-salina, y que las variaciones
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en la capacidad del rifion para inactivar quininas pueden

ser determinantes de la actividad del Sistema Calicreina-
Quinina.

INTRODUCCION

Las guininas son un grupo de polipéptidos de cadena recta, resultantes
de reacciones enzimaticas y cuyos componentes forman el llamado Sistema
Calicrefna-Quinina (Fig. 1), Estos polipéptidos son formados por la accién
enzimética de las quininogenasas 6 calicrefnas* que una vez activadas
actiian sobre una =7 globulina del plasma producida en el higado llamada
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Fig. 1.— Esquema simplificado del Sistema Calicreina-Quinina. BPF = Fac-
tor Potenciador de Bradiquinina (Bradykinin Potentiating Factor). La
marca rectangular negra significa bloqueo a ese nivel por el producto que
aparece a su lado.

quinin6geno®, que constituye el substrato del sistema, resultando en fos
polipéptidos llamados genéricamente QUININAS; una vez que éstas han
ejercido su efecto, son atacadas por otras enzimas colectivamente llamadas
quininasas, resultando asi inactivadas (Fig. 1). El prototipo del grupo
de las quininas lo constituye la bradiquinina {BQ) un nonapéptido (Arg-
Pro-Pro-Gii-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg) {3s) que es el vasodilatador més potente
hasta ahora conocido; la quinina més importante encontrada en el rifidén
es el decapéptido calidina (lysil-bradiguinina), El prototipo de las quini-
nogenasas es la calicreina (del griego Kallikreas = pdncreas) que se encuen-
tra abundantemente tanto en rifidn como en orina {24, 27); este efecto
también lo ejercen la tripsina, pepsina y proteasas contenidas en veneno
de serpientes (a3} y algunos productos bacterianos.

Después del descubrimiento de la hradiquinina por Rocha e Silva, Beral-
do y Rosenfeld en Brasil en 1949 (s0), se inaugurd una nueva era en far-

* La nomenclatura utilizada aqui es la adoptada por el Comité de Nomenclatura de
de péptidos hipotensores, véase referencia 29.



macologra y fisiologia que aunque ha dado fructiferos resultados, adn su
papel fisiolégico permanece en discusiones. Tanto las calicreinas como las
guininas han sido implicadas en una variedad de estados fisioldgicos y
tisiopatolGgices: 1— conversién normal de la circulacién intra-uterina a
extra-uterina en el recién nacido (23); 2— los efectos natriurético, diuré-
tico e hipotensor (1. 20}, por lo cual han sida postuladas como el ““tercer
factor” natriurdtico o per lo mengs a formar parte de dicho sistema;
3— su papel como mediadoras de la liberacidn intrarrenal de prostagian-
dinas (7, 22}; 4- en condiciones que se acompafian de vasodilataci6n,
hipotensién y/o shock: sindrome de Dumping, shock endotdxico, shock
anafildctico, shock por mordeduras de ciertas serpientes, fas quemaduras,
pancreatitis aguda, artritis, infarto al miocardio, reaccién de Shwartzman,
edema angioneurdtico {3s), sindrome carcinoide (28); 5— mds reciente-
mente ha sido demostrado que la excrecidn urinaria de calicrefnas puede
estar alterada en varias formas de hipertensidn arterial humana (1a).

De particular importancia es el hallazgo de dos agentes farmacolGgicos
que pueden blogquear diferentes etapas del sistema (Fig. 1): el Aprotinin
inhibe las calicreinas, resuitando en bloguec de la formacién del praducto
activo {o); el BPPg 6 BPF (Bradykinin Potentiating Factor) 6 SQ 20881
inhibe las quininasas y fué aislado de veneno de serpientes (2, 10}, resul-
tando su efecto en potenciaci6n de las acciones de las quininas por dismi-
nucidn de su destruccion, Este tltimo elemento es utilizado en ei presente
trabajo.

La demostracidn de gue la orina contiene grandes cantidades de quini-
nas (3, 24} y una calicrefna activa similar a la forma activa de calicrefna
renal o tisular (27), sugiere gue las quininas pueden ser generadas dentro
del rifibn, Puesto que el rifidn también es una fuente rica de quininasas (o)
la actividad intrarrenal del Sistema Calicrefna-Quinina es muy probable
gue sea una funcidén de tanto los mecanismos generadores (calicre/nas)
como inactivadores (quininasas) de quininas. La importancia de este dlti-
mo mecanismo no debe ser desestimada cuando se considera la actividad
{ocal de hormonas como las quininas, que son inactivadas tan eficazmente
por enzimas renales o locales.

En comparacidn con otros tejidos, el rifibn es una de las fuentes més
ricas en quininasas, ya que tiene por io menos 3 tipos de quininasas (o).
Puesto que estas enzimas estdn localizadas predominantemente en estruc-
turas subcelulares (o}, 1a inactivacién in vitro de quininas por un extracto
renal puede ser que no tenga ninguna relacidn con la inactivacion in vive
del péptido; por ejemplo, pulmones homogeneizados destruyen mds lenta-
mente que los extractos renales {s4), mientras que pulmones intactos pare-
ce que remueven las quininas circulantes mds eficientemente que los ri-



fiones (11). Ferreira y Vane estimaron la capacidad del rifién para remover
quininas in vivo; en dos experimentos, ellos encontraron que el 72% de la
bradiquinina infundida intrarrenalmente desaparecié durante su paso a
través de la circulacidn renal del gato (11). Estos experimentos, no obstan-
te, no indican si el péptido fué degradado enzimdticamente o excretado
a la orina, como lo sugiere el hallazgo de grandes cantidades de material
radioactivo en el rifidn y orina de ratas infundidas con bradiquinina mar-
cada (s},

Evidencia reciente sugiere que el Sistema Calicre/na-Quinina participa
en la regulacién de la presién arterial y la homeostasis del metabolismo
hidromineral {1, 20}, y ésto enfatiza la necesidad de definir los mecanismos
e implicaciones funcionales de los procesos inactivadores de quininas en
el rifién,

Para evaluar la destruccitn intrarrenal de quininas come un mecanismo
que modula la actividad del Sistema C-Q en el rifidn, se investigé la desapa-
ricién de bradiquinina (BQ) ex6gena en su paso a través de la circulacién
renal del perro anestesiado antes y después de la administracidon de un
inhibidor de las quininasas (BPPg.), asumiendo que al inhibir las quini-
nasas las acciones de las quininas son potenciadas. Ademas se correlacio-
naron la respuesta renal a infusiones de BQ con la sobrevida del nonapép-
tido en su paso a través del rifién. Finalmente, se examinaron los efectos
de la inhibicidn de quininasas sobre el flujo sanguineo renal {FSR) v la
excrecién de sodio, y sus variaciones se relacionaron con e! contenido de
quininas en la orina y la sangre venosa renal.

MATERIAL Y METODOS

Perros machos mestizos (23-27 Kg) fueron deprivados de alimentos
por lo menos 12 horas antes del experimento, pero se les permitié libre
acceso al agua. Luego fueron anestesiados con sulfato de morfina {2 mg/
Kg SC) vy cloralosa {100 mg/Kg 1V}, se canui6 la trdquea y los pulmones
fueron ventilados mecdnicamente con una bomba de presidn positiva (Res-
piration pump, Harvard Apparatus, modelo 607). A través de una incision
abdominal media se expusieran la arteria, vena y uréter del rifién derecho.
En un poligrafo (Hewlett-Packard, modelo 7720) se midieron: a) presién
arterial media adrtica (PAMA) a través de un catéter de polietileno intro-
ducido en direccidn retrégrada por la arteria braquial izquierda, y conec-
tado con un transductor de presién arterial (Statham P23 Db). b) flujo
sangufneo renal (FSR) con un medidor de flujo electromagnética no canu-
lante (Statham, modelo M 4001},



A través de la vena femoral derecha se introdujo un catéter de polieti-
leno (0.D 2 mm) y dirigido hasta la vena renal derecha, para obtener
muestras de sangre venosa renal. E! uréter derecho fué canulado con un
catéter de polietileno (PE 160) y se midi6 el fiujo urinario en un cilindro
graduado y se obtuvieron muestras de orina para andlisis. La arteria renal
derecha fué canulada con una aguja 25 conectada a un polietileno, y se
infundit & través de una bomba de infusién continua (Brown Infusion
Apparatus, modeio Unita 1); este sistema para infusiones intrarrenales
se coloco distal al medidor de flujo y se mantuvo permeable con solucién
0.9% NaCl a 0.2 m!/min.

Treinta minutos después de la cirugia, los experimentos se comenzaron.
Se infundié Bradiquinina {Sandoz Pharmaceutical, Basilea, Suiza) disuelta
en 0.9% NaC! a 0.2 mi/min. Puesto que ios efectos vasodilatador, diurético
y natriurético de BQ s6lo se observaron durante la infusién del nonapép-
tido, se pudieron infundir varias dosis del agente en el mismo animal,
alternando perfodos de infusién de BQ con solucién salina isoténica (30
minutos ¢/u).

Se hicieron dos grupos de experimentos. Grupo A: en nueve perros se
infundié Bradiquinina {10, 20, 50, 100 y 200 ng/Kg/min} en la arferia
renal derecha por perfodos de 10 minutos cada dosis, y se determing sl
contenido de quininas en la sangre venosa renal en muestras obtenidas en
ia mitad del perfodo de infusién; este dato se utiliz6 para calcular {a sobre-
vida de BQ en su paso a través del rifién. Ademds se midieron las concen-
traciones de sodio, potasio y quininas en la orina colectada en el periodo
experimental. Grupo B: en seis perros se infundié el péptido inhibidor de
quininasas y potenciador de bradiquinina, BPPg. (Fig. 1} (Pyr-Trp-Pro-
Arg-Pro-Glu-lle-Pro-Pro), extrardo de veneno de serpientes (10, 15} {SQ
20881, Squibb, Princenton, New Jersey, USA) disugitc en 0.9% NaCl e
inyectado 1V (300 ug/Kg) sequido por una infusién continua del mismo
compuesto de 10 ug/Kg/min en 0.5 ml de 0.9% CINa hasta que el experi-
mento fué terminado, midiéndose el contenido de quininas en orina y
sangre venosa renal antes v 30 minutos después de la administracién del
péptido inhibidor de quininasas (Tabla 1). Esto fué sequido por infusiones
intrarrenales de Bradiquinina a 3 diferentes dosis (5, 10 v 20 ng/Kg/min)
por perfodos de 10 minutos cada uno, midiéndose los niveles de quinina
en el efluente venoso renal y luego se calculd la sobrevida de bradiquinina
en su paso a través de la circulacién renal en fa mitad del perfodo de infu-
sién. En las muestras de orina se midieron concentraciones de sodio, po-
tasio y quininas.

Se permitieron intervalos de 30 minutos entre cada infusién de BK.
En ambos grupos de animales, las mediciones de quininas sangufneas y



urinarias durante infusiones de BQ se compararon con valores obtenidos
durante un periodo control obtenido al principio de los experimentos
(Grupo A) 6 30 minutos después que el BPPg.. fué infundido {(Grupo B).
Todos los otros pardmetros fueron comparados con controles obtenidos
inmediatamente antes de cada infusién de BQ.

Técnicas analiticas.

El contenido de quininas de la sangre venosa renal se determind por
el método de Binia, Fasciolo y Carretero (4}, Todo el material de vidrio
usado en el proceso de purificacion fué siliconizado. La sangre {50 ml) se
colectd répidamente en frascos de Erlenmeyer que contenian 4 volumenes
de etanol 95% para evitar tanto la formacion como la destruccién in vitro
de quininas, Después de filtracidn, evaporaci6n, acidificacién a pH 1.0y
extraccion con 200 mi de dter, la fase acuosa fud evaporada y el pH se
ajusté a 7-7.4. Una vez centrifugadas las muestras, las quininas presentes
en el sobrenadante se purificaron por extracciones con butanol, se liofiliz6
la muestra y se disolvid en 1 mi de 0.15 M NaCli y se procedié al bioen-
sayo. La recuperacién de BQ agregada (0.2, 0.5 y 1 ng/ml fué 67 = 4%
(n = 10) y no se modificaron cuando se agregd BPPg, a la muestra de
sangre (4 ug/ml). Los resultados fueron corregidos para las pérdidas y ex-
presadas como nanogramos equivalentes de bradiquinina por mililitro de
sangre (ng/ml). Este procedimiento (a) fué adaptado también para deter-
minar el contenido de quininas en orina y expresadas de igual manera,

Las muestras de orina se colectaron en tubos pldsticos sumergidos en
bafios de hielo y conteniendo 0.2 mi de 5N HCl para obtener pH 2 a 3,
previniendo asl la destrucci6n de quininas por quininasas Urinarias presen-
tes. Después de ajustar el volumen a 10 ml con 0.15 M NaCl, el pH se rea-
justd a 1.0 y se extrajo la muestra con 20 mi de éter, y luego la fase acuosa
se purificé 2 veces por extracciones con 10 ml de butanel. La fase acuosa
fué descartada y la fase butanol-soluble se extrajoc 3 veces con 10 m! de
0.001 N HCI; la fase acuosa se liofilizd v las muestras fueron disueltas en
0.15 M NaCi {2 ml), el pH ajustado a 7.4 y se procedié al bioensayo. La
recuperacién de BQ agregada (50 ng) fué de 75 + 7% {n = 10) y no se au-
ment6 cuando se agregd BPPg. (4 ug). Los resultados fueron corregidos
para las pérdidas y fueron expresados como nanogramos de bradiquinina
squivalentes por mi de orina (ng/ml). La tasa excretoria de quinina se cal-
culé multiplicando la concentracién urinaria de guinina por el fujo de
grina y se expresé como nanogramos equivalentes de BQ excretados por
minuto {ng/min.).

E! bicensayo utilizado para determinar el contenido de quininas en san-
gre y orina ha sido descrito previamente (26} y es basado en la compara-
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cién de la respuesta vasodilatadora a las inyecciones de muestra en la ar-
teria femoral del perro anestesiado, con aguellas producidas por dos in-
yecciones de BQ sintética estandard {Bradykinin, Sandoz Pharmaceutical,
Basilea, Suiza). La sensibilidad de este bioensayo permite detectar 0.05 ng
de BQ/ml de sangre cuando se procesan 50 ml de sangre como se ha des-
crito (). La diferencia entre las estimaciones de duplicados fué 8.79 +
1.18% (n = 48, rango 0-25%). La especifidad del bioensayo fué compro-
bada en muestras seleccidnadas por la demostracién de que al incubar la
muestra {37°C, 15 minutos a pH 7.4) con Carboxipeptidasa B {1 unidad)
y quimotripsina {1 mg) abolieron la actividad vasodilatadora presente en
las muestras de sangre y orina, asf como también la accidn de B{ sintética,
pero no cuando se incubaron con tripsina (1 mg). Ademds, alicuotas tanto
de sangre como de orina contrajeron tiras aisladas de yeyuno de gato su-
perfundidas en serie con solucién de Krebs, de acuerdo con el método de
Ferreira y Vane {12). Esta respuesta, que es caracteristica de las quininas,
provee-soporte adicional de que los extractos purificados de sangre y orina
contenvyan quininas {12).

Las concentraciones de sodio y potasio en grina se midieron por foto-
metria se llama (Flame Photometer, modelo 510, G-K Turner Associates,
Palo Alto, California, USA).

La sohrevida de bradiquinina en su paso a través del rifibn fué calculada
usando la siguiente férmula:

Sobrevida de Bradiquinina (%) = oK x 100
donde: :
Ke=  Concentracién de quininas en sangre venosa renal durante la in-

fusién de BQ {experimental), en ng/mi.

FSRe = Flujo sanguineo renal al momento de obtener la muestra de san-
gre experimental, en ng/ml.

K¢ = Concentracién de quininas en sangre venosa renal durante el pe-
riodo control, en ng/m.

FSR; = Flujo sanguineo renal al momento de obtener la muestra de san-
gre control, en ml/min.

BK; = Cantidad de Bradiquinina infundida, en ng/min.

Esta férmula es adecuada para calcular la sobrevida de BQ en su paso a
través del rifién, puesto que las mediciones simultdneas de quininas en san-
gre de la arteria braquial (0.1 + 0.02 ng/ml) y venarenal (0.13 + 0.04 ng/



ml) de perros control {n = 4) no mostraron diferencia arterio-venosa signi-
ficativa; ademds la concentracién de quininas en la sangre arterial braguial
de 4 perros antes (0.1 + 0.02 ng/ml) y durante (0.15 + 0.04 ng/ml} infu-
siones intrarrenales de BQ (200 ng/Kg/min} no fué significativamente
diferente, sugiriendo que el péptido no recirculé.

Todos los resultados fueron expresados como Media + Error Standard
de la Media (M + ES). La significacidn estadistica fué determinada por el
test de t de Student basado en observaciones pareadas o no pareadas
cuando fué apropiado, Un valor P de 0.05 6 menos fué considerado esta-
disticamente como significativo. Los anélisis estadisticos fueron hechos
de acuerdo con los métodos descritos por Steel y Torrie {32).

RESULTADOS

Sobrevida de bradiquinina en su paso a través del rifion.

En nueve perros, el promedio de FSR y PAMA en el comienzo de las
experimentos fueron 169 = 18 mi/min (3.13 ml/g de tejide himeds) vy
111 = 6 mm Hg respectivamente. Al final de los experimentos ni FSR ni
PAMA fueran diferentes del control {159 + 19 m¥/min y 108 = 6 mm Hg
respectivamente). La infusién de BQ en la arteria renal causd aumento ra-
pido y sostenido de FSR, flujo de arina y excrecion de sodio, mientras
que la presion arterial sistémica no se modific6 atin a dosis de 200 ng/Kg/
min, En 3 experimentos en los cuales estos pardmetros fueron medidos
en el rifibn contralateral no hubo ninguna alteracidn durante las infusiones
intrarrenales de BQ. Estos cambios en FSR, flujo urinario y excrecién de
sodio provocados por BQ fueron relacionades con la dasis {Fig. 2). Por el
contrario, los efectos de BQ sobre la excrecién de potasio no fueron rels-
cionados con la desis, aunque usualmente se ohservé kaliuresis {Fig. 2).

Todas las variables medidas retornaron a valores de preinfusién de BQ
durante los 5 6 10 minutos después de haber terminado fa infusién del
péptido. La concentracién de quininas en !a sangre venosa renal durante
el perfodo control fué de 0.16 + 0.03 ng/m!; las infusiones intra-arteriales
de BO resultaron en aumentes en fa concentracién de quininas en la sangre
venosa renal relacionados con {a dosis (Fig. 3). No obstante, en toda ins-
tancia menos del 25% del péptido infundido apareci6 en el efluente venoso
renal, indicando que maés del 75% de BQ fud removida 6 inactivada dentro
del rifion (Fig. 3). No estuva relacionade con la concentracién de quininas
en la sangre arterial renal, puesto gue durante las infusiones de BQ a tasas
de 20y 200 ng/Kg/min los porcentajes de sobrevida del péptido en su paso
a través de la circulacion renal fueron 12,72 + 1.64% vy 12,58 = 2.24%
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Fig. 2.— Cambios en flujo sanguineo renal (FSR), excrecién de sodio
(Un,V), excrecion de potasio (Ux V) y flujo urinario (UV) durante la infu-
sion ipsilateral de bradiquinina en fa arteria renal de perros normales {Con-
trol} y tratados con inhibidor de quininasas BPPg«. Cada punto representa
la media de las diferencias en por lo menos 4 experimentos, entre los valo-
res controles y obtenidos durante la infusién de bradiquinina. Las basrras
verticales indican Error Standard de la media.

respectivamente {Fig. 3). La tasa de excrecion de guininas por la orina
durante el perfodo control fué 2.70 = 1.09 ng/min y no fué alterada por
las infusiones de BQ a 20 y 50 ng/Kg/min, mientras que una dosis mas
alta (200 ng/Kg/min} causé aumento del doble en la excrecién del péptido
(P <0.01) (Fig. 3).

Efectos de la inhibicion de quininasas sobre la sobrevida de hradiguinina
en su paso a través del rifion.

Después de la administracién 1V del compuesto inhibidor de guininasas
BPPg« (10,15}, FSR aumenté 16% (P < 0.01) y PAMA disminuyd desde
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Fig. 3.— Efectos del inhibidor de quininasas BPPg.. sobre el contenido de
guininas en la sangre venosa renal, excrecién urinaria de quininas y la so-
brevida de quininas en su paso a través del riian del perro durante infu-
siones intra-arteriales de bradiquinina. Los nGmeros entre paréntesis indi-
can el nimero de experimentos, y las barras verticales indican el Error
Standard de la media.

12



104 hasta 96 mm Hg (P < 0.02) (Tabla I). Simultdneamente, el flujo de
orina y excreciones de sodio y potasio fueron aumentadas hasta 115%,
167% vy 40% respectivamente {Tabla 1), Treinta minutos despuéds de la
administracién de BPPg. la concentracién media de quininas en la sangre
venosa renal aumentd desde 0.11 = 0.03 hasta 0.2 = 0.05 ng/ml (P <
0.005, Tabla 1). Asi mismo, la concentracién y excrecién de quininas uri-
narias aumentaron de 14.6 + 3.2 ng/mi y 4.4 = 1.1 ng/min hasta 53.7 +
13.6 ng/mi (P < 0.02) y 38.56 + 12.2 ng/min (P < 0.02) respectivamente
(Tabia1).

TABLA |

EFECTOS DE BPPgx SOBRE FUNCION RENAL, QUININAS SANGUINEAS Y LA
EXCRECION DE QUININAS URINARIAS EN EL RINON DE PERRO ANESTESIADO

Presion Flujo Excrecidn de Excrecién de
aértica sanguineo Excrecién Excrecidn Flujo quininas guiainas
Tratamiento media renal de sodio de potasio  urinario sanguineas urinarias
mm Hg mi/min  uEq/min  uUEg/min  ml/min ng/mi ng/min
Control 10413 158124 36;.8*—’10,1 24132 0291006 0.1110.03 4.4%1.1
(n=6)
BPPg 9612 184%29 98.4%26.6 33.815.5 0.64%0.12 0.24+0.05  38.5%12.2
(n=6)
P <0.02 <001 <0.02 <005  <0.005 < 0.005 <0.005

Los niveles de guininas en la sangre venosa renal antes y después de ad-
ministrar BPPg. fueron correlacionadas positivamente con el FSR (r =
0.77, P < 0.01), excreci6n de sodio (r = 0.82, P < 0.01) y flujo urinario
{r =0.85, P < 0.01). Ast mismo, la excreci6n urinaria de quininas fué
correlacionada positivamente con FSR (r = 0.65, P < 0.05), excrecién de
sodio (r =0.92, P < 0.01) y flujo urinario (r = 0.82, P < 0.01). En con-
traste, ni la excrecidn urinaria de quininas ni fos niveles de quininas en la
sangre venosa renal fueron correlacionados con la excrecién de potasio
{r=0.39 y r =0.09 respectivamente).

Después de la administracién de BPPg.. las acciones renales de BQ in-
fundida intrarrenalmente fueron potenciadas (Fig. 2). A 20 ng/Kg/min los
incrementos en FSR, flujo urinario v excrecidn de sodio causados por BQ
fueron aumentados en 30% (P < 0.01), 173% (P < 0.01) v 146% (P <
0.05) respectivamente. Las curvas de dosis-respuesta de BQ fueron desvia-
das a la izquierda de manera paralela y en ningin momento la PAMA fué
alterada por las infusiones de la quinina,
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La concentracidn de quininas en la sangre venosa renal aumentd varias
veces durante la infusidn de BQ; los niveles fueron 3 veces mds altos que
aquellos encontrados durante la infusién de la misma dosis {20 ng/Kg/min)
de BQ en la ausencia de BPPg, (P < 0.001) (Fig. 3). De la misma manera,
la sabrevida de BQ en su paso a través de la circulaeién renal del perro fué
aumentada por BPPg. de 12.72 = 1.7% hasta 53.92 £ 7.48% (P < 0.001)
{Fig. 2). Los aumentas en FSR, flujo urinario y excrecién de sodio produ-
cidos por BQ antes y después de la administracién de BPPg.. fueron corre-
lacionados positivamente con la sobrevida de BQ {Fig. 4). Variaciones en
la tasa de infusién de BQ no influenciaron la sobrevida del péptido {Fig. 3).
Por Gitimo, {a excrecidn urinaria de quininas no auments significativamen-
te durante la administraci6n intrarrenal de bradiquinina {Fig. 4).
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Fig. 4.— Relacion entre supervivencia de bradiquinina en su paso a través
del rifion y los cambios en flujo sanguineo renal (FSR), flujo urinario
{UV) y excrecion de sadio {Una V) praovocados por las infusiones de bradi-
guinina en la arteria renal (20 ng/Kg/min) en perros normales {Control} y
pretratados con el inhibidor de quininasas BPPg...
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DISCUSION

Cuando bradiguinina se infundié en la arteria renal de perros anestesia-
dos, un poco mds del 10% del nonapéptido fué recuperado en el efiuente
venosc renal. Esto sugiere que casi el 90% de la quinina fué inactivada 6
excretada en su paso a través del rifdn. La estimacién de la sobrevida de
BQ, aunque fué menor que la de Ferreira y Vane en gastos {11} usando
la técnica de superfusion de drganos con sangre, es comparable, La desa-
paricién de guininas en su paso a traveés de la circulacion renal pude ser
debida a: a} excrecién urinaria del péptido (s} 6 b} inactivacién por las
guininasas sangufneas y renales,

La primera posibilidad es remota, puesto gue durante las infusiones
de BQ a 200 ng/Kg/min la excrecién urinaria del péptido aument6 sélo
el doble, y esta diferencia representa apenas un 0.1% de la cantidad infun-
dida {5 ug). Aungue la destruccion de BQ por guininasas sanguineas es
una posibilidad cierta, no parece ser la responsable de ia tasa de desapari-
cién tan alta encontrada aqui, puesto que la media vida de BQ en sangre
es de 17 segundos (11,21} y el tiempo promedio de trénsito sangufneo
renal es de cerca de 6 segundos (31). De tal manera que la desaparicién de
mds del 17% puede indicar participacién del tejido renal {quininasas tisu-
fares renales} en el proceso de remover & destruir tas quininas. En soporte
de esta afirmacién hemos demostrado que el rifdn aislado del conejo per-
fundido con solucién Krebs-Bicarbonato inactivé mdés del 99% de BQ
infundida (7). La abundancia de quininasas renales ha sido bien estable-
cida (o) y pueden ser responsables en gran parte por la desaparicién de
BQ en su paso a través de la circulacién renal. La cbservacitn de gue el
nonapéptido inhibidor de quininasas BPPg. (10, 15) aumentd en 4 veces
la sobrevida de BO infundida intrarrenalmente soporta fuertemente esta
interpretacion.

Después de la administracién de BPPg.. las acciones vasodilatadora
renal, diurética y natriurética de BQ fueron potenciadas. Esta potenciacién
puede ser atriburda a inactivacidn disminuida de la quinina dentro del
rifidn, resultando en aumento de la concentracién del péptido en su(s)
sitio{s) de accién. Aunque el 6 los sitios de inactivacion de BQ son desco-
nocidos, la correlacién positiva entre los efectos de BQ y su sobrevida
sugiere que tales sitios y los de accién son distales,

Las infusiones intrarrenales de BQ a 20 y 50 ng/Kg/min fueron incapa-
ces de aumentar la excrecidn urinaria de quininas. Aumentando la dosis de
manera de establecer niveles de quininas en sangre arterial por lo menos
100 veces mas altos gue fos normales se obtuvo apenas un aumento de 2
veces en la excrecidn de quininas, lo cual fué equivalente a 0.1% de la can-
tidad de quininas infundidas. Estas observaciones, las cuales no fueron
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modificadas después de la inhibicién de las quininasas son consistentes con
|a idea de que las quininas urinarias se originan intrarrenalmente (37).

La observacién descrita en el presente trabajo de que !a inhibicién de
la actividad de quininasas con BPPg., aumenta la excrecién de quininas
urinarias (10 veces), sugiere fuertemente que la degradaci6n intrarrenal
estd envuelta en la regulacién de los niveles de quininas dentro del rifign.
Puesto que ias guininas urinarias es casi seguro que se originan en el rifién,
su excrecién aumentada en respuesta a inyeccién de BPPg. sugiere una
actividad aumentada del Sistema Calicrefna-Quinina dentro del rifian.

El blogqueo de la actividad de quininasas estuvo asociado con vasodila-
tacién renal (aumento en FSR), diuresis (aumento en el flujo urinario) y
natriuresis (aumento en la excrecién de sodio). Puesto que BQ produjo
efectos similares, corroborando hallazgos anteriores (3s), las acciones re-
nales de BPPg pueden ser atribufdas a un aumento en los niveles de qui-
ninasas. Esta interpretacién no toma en cuenta dos hechos: a) la incapa-
cidad de BPPg, para inhibir la enzima convertidora de Angiotensina |
a Il {2,8) y b) las acciones vasocanstrictora renal, antidiurética y anti-
natriurética de Angiotensina Il (16). De manera que BPPg. también pudo
producir vasodilatacién renal, diuresis y natriuresis a través del mecanismo
de inhibir la conversi6én intrarrenal y extrarrenal de Angiotensina | a An-
giotensina 1i; sin embargo, esta posibilidad es remota, basados en los ha-
llazgos de incapacidad de un antagonista competitivo de Angiotensina 1
en afectar ¢l FSR y la excrecién de sodio en perros normales (13). Simi-
larmente, la posibilidad de un efecto de BPPg. sobre la funcién renal
también es remota ya que este agente fué incapaz de producir vasodilata-
cion renal en el rifién aislado de rata perfundido con un medio artificial
depletado de quinin6geno {17), la proteina precursora de las quininas.

La participacidn del Sistema Calicrema-Quinina en ia regulacién de la
funcién renal y la homeostasis de! sodio y agua fué sugerida por estudios
que demastraron excrecion aumentada de calicre/mas urinarias en estados
caracterizados por exceso de mineralocorticoides {1, s, 14, 18) y que des-
pués de una sobrecarga salina hubo reduccion del quinin6geno plasmdtico
en i3 rata {25), aumento en fa excrecion urinaria de calicreina (1} y aumen-
to en la concentracion sangufnea de un material semejante a quininas de
origen renal (20). Ei presente estudio provee evidencia para soportar este
concepto; la inhibicién de la actividad de quininasas con BPPg., resultt
en vasodilatacin, diuresis y natriuresis. Ademas los niveles de quininas en
fa sangre venosa renal y la excrecion urinaria de quininas fuergn correlacio-
nadas positivamente con FSR, flujo urinario y excrecién de sodio {Fig. 4).
Estas observaciones que son indicativas de un papel de (as guininas como
mediadoras de la vasodilatacién renal y natriuresis, son consistentes con fa
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demastracién reciente de que anticuerpos contra bradiquinina atendan la
respuesta natriurdtica a una carga salina en ratas (19). Sin embargo, son di-
ficiles de concordar con las observaciones de aumento en la excrecién
urinaria de calicreinas en estados de deplecion de sodio {14, 18}, una con-
dici6n en la cual la excrecidn de sodio estd suprimida, ‘

Aunque estos resultados no permiten la asignacién definitiva de un
papel fisiologico del Sistema Calicrerna-Quinina renal, elios sugieren que
las guininas generadas intrarrenalmente, bien sea actuando solas o en co-
nexion con otros sistemas intrarrenales como las Prostaglandinas {7, 22),
juegan un papel importante en la regulacién del flujo sangufneo renal y
la excrecion de sodio y agua por el riibn,

Agradecimientos

A Cheri L. Fry y Jo Anne Early por la asistencia técnica. A la Srta. Annabell Cas-
tillo por la transcripcidon del manuserito. Al Dr. F.F. Giarusso del Squibb I[nstitute,
Princenton, New Jersey U.S.A. por la generosa donacién del producto SQ 20881
(BPPy o).

ABSTRACT

Patentiation of the renal effects of bradykinin and blockade of its disap-
pearence in the renal circulation hy inhibition of kininases in the anes-
thetized dog. Colina-Chourio J. (Universidad del Zulia, Facultad de Medi-
cina, Cdtedra de Fisiologia, Maracaibo, Venezuela), Nasjletti A., and
McGiff J.C. lnvest Clin 21¢1): 3-21, 1980.— In morphine-chioralose
anesthetized dogs, the hypothesis that the capacity of the kidney to inac-
tivate kinins may be a major factor determinant of the intrarenal activity
of the Kallikrein-Kinin System was investigated by studying the disappea-
rence of bradykinin on passage across the renal circulation. Bradykinin
was infused into a renal artery at various doses, producing an increase
related with the dose on renal blood flow, urinary flow, sodium excretion
and kinin content of the renal venous blood. Simultaneous intravenous
administration of a peptide kininase inhibitor (BPPg.) potentiated the
renal vasodilator, diuretic and natriuretic actions of bradykinin and aug-
mented the survival of the kinin on passage through the kidney. Further-
maore, the values of nonapeptide survival were positively correlated with
the increases in renal biood flow, urine flow and sodium excretion. BPPg..
by itself increased renal blood flow, urine flow, sodium excretion, the
concentration of kinin in renal venous blood and the excretion or urinary
kinins. These results suggest that kinins generated intrarenally play a role
in the regulation of renal blood flow and salt-water excretion, and that
variations in the capacity of the kidney to inactivate kinins may be a de-
terminant of the intrarenal activity of the kallikrein-kinin system.
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