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The specificity of a method for the determination of the urinary kallikrein activity based on
the amidolytic hydrolysis of the synthetic substrate H-D-valyl-leucyl-arginine-p-nitroanilide
has been studied. Results show a good specificity for kallikrein. The amidolytic activity was
totally inhibited by aprotinin. The urinary amidolytic activity showed identical dependence on
changes in the ionic strength and pH of the incubation médium as the highly purified kallikrein.
The sensitivity of the assay was 0.6 nkat/1. The intra-assay coefficient of variation was 4% and
the inter-assay coefficient of variation was 10%. The percentage of recovery was between 100
and 110% indicating that no activators or ¡nhibitors of the kallikrein activity-on this substrate
were present in the urinary samples. Valúes obtained in presumably healthy subjects were
0.14 ± 0.08 pkat/s in man (range: 0.05 - 0.27 pkat/s) and 0.49 ±-0. II pkat/s in rat (range: 0.35 -
0.58 pkat/s).

La calicreína es una enzima que cata
liza la formación de los péptidos vasodila
tadores bradicinina y lisilbradicinina (ca-
lidina) a partir de un substrato, el cininó-
geno (8). Existen dos tipos de calicreína,
plasmática y glandular, que difieren en
sus mecanismos de activación, identidad
inmunológica, propiedades físico-quí
micas, velocidades de reacción con subs
tratos naturales o sintéticos y grado de
inhibición por determinados antagonistas
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(9, 19, 22). La calicreína producida en el
riñón se excreta, en parte, por la orina (6,
18). En el momento actual se asume que
la medición de la calicreína Urinaria es
tima la producción renal de esta enzima
(5). Existen evidencias de que la cali
creína renal participa en el metabolismo
renal del agua y del sodio (16, 17) y en la
regulación del flujo sanguíneo renal (4,
15). Se han descrito varios métodos para
valorar la calicreína urinaria, como la me
dición de la concentración de la calicreína
por radioinmunoanálisis (21) o la determi
nación de la actividad calicreína urinaria
a través de la producción de bradicinina
(1, 23) o la ruptura esterolítica de substra
tos sintéticos (7, 11, 14). Los ensayos es- 
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terolíticos son más accesibles a la mayo
ría de los laboratorios por su simplicidad;
sin embargo, los substratos empleados no
son suficientemente específicos ya que
las reacciones de hidrólisis son fácil
mente influenciables por inhibidores o ac
tivadores de la actividad calicreína pre
sentes en la orina. Actualmente se dis
pone de un substrato sintético cromogé-
nico, H-D-valil-leucilarginina-p-nitro-
anilida (S-2266, Kabi Diagnostica, Sue
cia) con el que se mide la actividad amido-
lítica de la calicreína. Aunque se han des
crito ya algunos ensayos empleando este
substrato (2,3) no existen estudios com
pletos de su especificidad y de la sensibili
dad del ensayo a interferencias de activa
dores o inhibidores. En el presente estu
dio se investiga la especificidad de un mé
todo para la determinación de la actividad
calicreína urinaria utilizando este subs
trato, así como otros criterios de validez.
El estudio se realizó en la orina de sujetos
sanos y de ratas normales.

Material y métodos

Obtención de las muestras de orina.
El presente trabajo se llevó a cabo en 15
sujetos (9 varones y 6 mujeres) entre 25 y
46 años de edad, en los que se recogió la
orina de ocho horas (8-16 h) y en 10 ratas
Wistar de 200 a 300 g de peso en las que se
recolectó la orina de 24 horas mante
niendo a los animales enjaulas metabóli-
cas individuales con libre acceso a co
mida y bebida y después de una semana
de adaptación. En todas las muestras se
midió el volumen urinario y una parte
alícuota se congeló a —20° C hasta la
realización del ensayo; un estudio previo
(Camps, 1., observaciones no publicadas)
demostró que no existían pérdidas en la
actividad calicreína en muestras conser
vadas hasta seis meses a —20° C. El día
del ensayo la orina se descongeló y se
centrifugó a 2.000 x después de lo cual
la actividad calicreína se determinó en el 

sobrenadante sin diluir o diluido en el
tampón que se describe más adelante.

Determinación de la actividad cali
creína. 400 /zl de orina o de patrón de
calicreína (Calbiochem-Behring Corp.,
USA) se incubaron a 37° C con 500 /zl de
tampón tris-HCl 0,2 moi/1 (pH = 9,0) y
100 /zl de substrato 1,5 mmol/1 durante 60
min exactamente. La reacción se detuvo
por la adición de 100 /zl de aprotinina
(Trasylol®, Bayer, RFA) 100.000 KIU/1,
potente inhibidor de la actividad cali
creína. Los problemas se determinaron
por duplicado, junto con un blanco para
cada problema en el que el tampón conte
nía 20.000 KIU/1 de aprotinina. La reac
ción colorimétrica se basa en la liberación
del cromóforo p-nitroanilina, que ab
sorbe la luz de una longitud de onda de
405 nm, por la acción de la calicreína uri
naria. La absorbancia media de cada pro
blema se transformó en nkat/1 multipli
cándola por un factor de 76 (12). La acti
vidad calicreína urinaria se expresó como
excreción en pkat/s.

La posibilidad de la existencia de hi
drólisis espontánea del substrato se estu
dió valorando la absorbancia de una solu
ción del mismo, frente a agua destilada a
distintos tiempos de incubación a 37° C.
La existencia de actividad amidolítica
inespecífica en las muestras de orina se
estudió valorando la absorbancia, frente
a agua destilada, a distintos tiempos de
incubación, de orina a la que se añadieron
100.000 KIU/1 de aprotinina. Además se
comparó la sensibilidad a las condiciones
físico-químicas del medio de incubación
de la actividad amidolítica presente en la
orina y la de una solución de calicreína
glandular altamente purificada. La exis
tencia de activadores o inhibidores de la
actividad calicreína en las muestras de
orina se investigó incubando cantidades
conocidas de calicreína patrón con orina
y calculando el porcentaje de recupera
ción (20). Se estudió también la sensibili
dad y la precisión del método.
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Resultados

Dentro del margen estudiado, la curva
patrón de calicreína es lineal (fig. 1). La
concentración mínima de aprotinina que
produce una total inhibición de la activi
dad calicreína es de 10,000 KIU/1 (fig. 2).

Del estudio de la hidrólisis inespecífica
del substrato (tabla I) se desprende que la
incubación de éste durante 1 hora a 37° C
no produce ningún aumento de la absor-
bancia, indicando que no existe hidrólisis
espontánea del grupo cromógeno, ni hi
drólisis cuando el substrato se incuba con
orina y 100,000 KIU/1 de aprotinina. En la
figura 3 se representa la dependencia de la
actividad calicreína hacia las condiciones
físico-químicas del medio de incubación.
La fuerza iónica del tampón no influye en
esta actividad entre un margen de 0,10 y
0,50 mol/1 tanto con calicreína purificada
como con muestras de orina. El pH, en
cambio, influye en gran medida en ambas
actividades enzimáticas. La actividad
amidolítica urinaria demostró la misma
dependencia hacia las condiciones del

Fig. 1. Curva patrón de actividadcalicreína urinaria.
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Fig. 2. Optimización de la concentración de aproti
nina en el blanco.

medio de incubación que la calicreína al
tamente purificada. La figura 4 muestra
las curvas de dilución de orinas de hom
bre y de rata; estas curvas fueron lineales
en el hombre a todas las diluciones estu
diadas; en cambio, en la rata se encontró
una actividad calicreína urinaria superior
y que no cumplía diluciones hasta, apro
ximadamente, la dilución 1/32; por esta
causa la actividad calicreína se determinó
en la rata en muestras diluidas 1/150.

Las curvas de cinética enzimática con
orinas de hombre y de rata, muestran que
la reacción fue lineal hasta los 90 minutos
(fig. 5). La sensibilidad del método, defi
nida como la mínima actividad enzimá
tica que pudo distinguirse de dos desvia
ciones estándar del blanco, fue de 0,6
nkat/1. El coeficiente de variación in-

Tabla I. Hidrólisis inespecifica del substrato.
I) Absorbancia del substrato disuelto en tam
pón frente a agua destilada, a distintos tiempos
de incubación. II) Absorbancia del substrato
incubado a distintos tiempos de incubación con
400 /d de orina con aprotinina, leído frente a

agua destilada.
___________ Tiempo (min)

0 10 20 30 40 50 50

I 0,009 0,014 0,012 0,012 0,013 0,009 0,012
II 0,260 0,260 0,265 0,266 0,270 0,266 0,265
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Fig. 3. Dependencia de la actividadamidolitica res
pecto a la fuerza iónica y el pH.

(—•—) calicreína glandular altamente purificada.
(—O—) orina.

Fig. 4. Curvas de diluciones de orina humana (I) y
de rata (II).

traensayo fue del 4% (media ± DS de los
controles: 11,4 ± 0,5 nkat/1; n = 10) y el
coeficiente de variación interensayo fue
del 10% (media ± DS de los controles:
15,2 ± 1,5 nkat/1; n = 10). La exactitud
del método, medida por el porcentaje de
recuperación, se expresa en la tabla II.

Tabla II. Porcentajes de recuperación (R) a
distintas actividades de calicreína glandular

altamente purificada (Acal).

Ac.vr, (nakt/l) B (%)

40 103
30 110
20 107
15 106
10 100

2 102 Fig. 5. Curvas de cinética de orina humana (I) y de
rata (II).
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Los valores de actividad calicreína urina
ria que se observaron en el grupo presun
tamente sano fueron de 0,14 ± 0.08 pkat/s
(rango 0,05 - 0,27 pkat/s) en el hombre y
de 0,49 ±0,11 pkat/s (rango: 0,35 - 0,58
pkat/s) en la rata.

Discusión

Los ensayos que miden la actividad es-
terolítica de la calicreína sobre substratos
sintéticos son los más simples metodoló
gicamente, pero carecen de especificidad
ya que otras enzimas urinarias, como la
uroquinasa, pueden hidrolizar también
estos substratos (13). Por otro, lado, la
reacción esterolítica es interferida fácil
mente por activadores o inhibidores pre
sentes en la orina. Los métodos de ra
dioinmunoanálisis no presentan este in
conveniente pero son métodos sofistica
dos que requieren laboratorios con capa
cidad para producir anticuerpos y, a me
nudo, tratamientos complejos de las
muestras de orina antes de ser sometidas
a radioinmunoanálisis (1). El presente es
tudio indica que el ensayo amidolítico
empleando el S-2266 es específico de la
actividad calicreína urinaria. El ensayo
no valora la ruptura del substrato por la
uroquinasa, ya que esta enzima no es in
hibida por la aprotinina (3) y los resulta
dos muestran que no existe actividad ami-
dolítica no inhibida por la aprotinina. El
estudio de la sensibilidad de la actividad
amidolítica urinaria a las condiciones
físico-químicas del medio de incubación
muestra que esta actividad es idéntica a la
de la calicreína altamente purificada, lo
qiie constituye una evidencia adicional a
favor de que el ensayo no mide la activi
dad de ninguna enzima distinta a la cali
creína. El buen porcentaje de recupera
ción obtenido al incubar calicreína alta
mente purificada con muestras de orina
indica que la hidrólisis del substrato no es
activada, ni inhibida, por ningún com
puesto presente en la orina.

La sensibilidad y precisión del método
es similar a la obtenida con otros ensayos
amidolíticos (2, 3) o esterolíticos (11, 14)
y suficiente para detectar la actividad ca
licreína en orinas de hombre o de rata.
Los valores de actividad calicreína obte
nidos en orinas normales son similares a
los de otros autores que usan ensayos
amidolíticos y que se han demostrado
bien correlacionados con los obtenidos
por radioinmunoanálisis (3); son también
sensiblemente inferiores a los obtenidos
por ensayos esterolíticos (10) en los que la
especificidad de la reacción colorimétrica
está cuestionada.

Resumen

Se estudia la especificidad de un método para la
determinación de la actividad calicreína en orina
basado en la hidrólisis amidolítica del substrato H-
D-valil-leucil-arginina-p-nitroanilida. Los resulta
dos obtenidos muestran una buena especificidad
para la calicreína urinaria. No existe ninguna activi
dad amidolítica que no sea inhibida por la aproti
nina. La actividad amidolítica urinaria muestra la
misma dependencia que la calicreína altamente pu
rificada, a los cambios de fuerza iónica y pH. La
sensibilidad del método es de 0,6 nkat/1. El coefi
ciente de variación intraensayo es del 4% y el inter
ensayo del 10%. El porcentaje de recuperación es
del 100 al 110% lo que demuestra la ausencia de
activadores o inhibidores de la actividad calicreína
sobre este substrato, en las muestras de orina. Los
valores obtenidos en sujetos presuntamente sanos
fueron de 0,14 ± 0,08 pkat/s (rango 0,05 - 0,27
pkat/s) en el hombre y de 0,49 ±0,11 pkat/s (rango:
0,35 - 0,58 pkat/s) en la rata.
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