&

o

—=_RIC

FORO CLINICO

La aldosterona en la fisiopatologia
de la insuficiencia renal aguda

Norma A. Bobadilla*

* Unidad de Fisiologia Molecular. Instituto de Investigaciones Biomédicas,
Universidad Nacional Auténoma de México e Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran

CASO CLINICO

Paciente masculino de 53 afios, con antecedentes
familiares de dislipidemia, obesidad y cardiopatia is-
guémica en padre y dos hermanos y con anteceden-
tes personales patolégicos de dislipidemia desde hace
guince afos. Inicia hace tres afios con angor relacio-
nado con el esfuerzo y hace un afio presenta dolor
precordial continuo, sin mejoria con el reposo. En el
servicio de Urgencias, la coronariografia revel6 este-
nosis de 95% de arteria circunfleja'y 70% en arteria
posterolateral, por lo que se document6 infarto agu-
do al miocardio anterolateral, que se manejé con
trombdlisis y con la colocacidn de dos Stents en arte-
ria circunfleja y uno en la posterolateral. Al presen-
tar mejoria clinica, se dio de alta sin complicaciones
con tratamiento a base de clopidogrel, aspirina,
metoprolol, captopril, rosuvastatina e isosorbide su-
blingual. Se mantuvo asintomatico hasta hace tres
meses, cuando presenté nuevamente un cuadro de
angor con actividad moderada con mejoria total con
vasodilatadores. Se solicité nuevamente una corona-
riografia que mostré re-estenosis en 70% de las arte-
rias arriba sefialadas y estenosis de 80% en la
arteria coronaria derecha. Es hospitalizado para
realizacién de revascularizacién coronaria por enfer-
medad trivascular. Los resultados de los analisis
efectuados al ingreso fueron: hemoglobina 12.1 g/dL,
leucocitos 7,000/mm3, plaguetas 150,000/mm?, TP
10.1/10.4, TPT 31/32, glucosa 98 mg/dL, creatinina
1.3 mg/dL, nitrégeno de urea en sangre 18 mg/dL,
sodio 137 mEq/L, potasio 4.8 mEq/L, colesterol total
560 mg/dL, triglicéridos 350 mg/dL y depuracién de

creatinina 67 mL/min. Se sometié a cirugia de revas-
cularizacion coronaria con colocacion de dos puen-
tes de vena safena. Durante la cirugia present6
episodios repetidos de fibrilacion auricular con ade-
cuado control farmacoldgico con amiodarona, asi-
mismo present6 un sangrado transquirdrgico, que
amerito la transfusién de tres paquetes globulares.
Durante su estancia en terapia intensiva desarrollé
un evento de taquiarritmia ventricular con hipoten-
sién sostenida que amerit6 cardioversion y coloca-
cién de marcapaso transvenoso, con lo cual se logré
un control adecuado de la frecuencia cardiaca, sin
embargo, se mantuvo con hipotensién arterial que
amerito el inicio de aminas vasoactivas (norepinefri-
na) manteniéndose la TAM promedio en 63 mmHg.
Doce horas después de la cirugia desarroll6é dismi-
nucién del volumen urinario que se asocié con un
aumento en la creatinina sérica de 1.8 mg/dL, la
cual a pesar de las medidas de hidratacién,
aumentoé al quinto dia post cirugia hasta 5 mg/dL.
En forma similar, la disminucién del volumen
urinario fue maxima al quinto dia del postoperatorio,
asociado a una sobrecarga de volumen que provocé
congestion pulmonar y aumento de los parametros
de ventilacion mecénica. Se interconsulto al Servicio
de Nefrologia en donde se documentd, una fraccion
excretada de sodio menor a 1 y un sedimento urina-
rio con presencia de cilindros granulosos, al diag-
nosticarse insuficiencia renal aguda se decidi6
iniciar hemodidlisis. La evolucion de la insuficiencia
renal aguda se asocié con una recuperacion paula-
tina del volumen urinario y de una mejoria cardio-
pulmonar.
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Insuficiencia Renal Aguda

El dafio renal por isquemia-reperfusion (I/R) es la
mayor causa de dafio renal agudo en rifiones nativos
y trasplantados.! La insuficiencia renal aguda es un
sindrome que se desarrolla después de una caida
transitoria en flujo sanguineo renal, produciéndose
un incremento abrupto en los niveles de creatinina
sérica, como resultado del dafio funcional y/o estruc-
tural causado al rifiéon. Aunque la reperfusién es
esencial para que sobreviva el tejido isquémico, hay
evidencia que la reperfusidon por si misma causa
dafio celular adicional.? Los mecanismos del dafio
renal inducido por isquemia/reperfusién involucran
factores vasculares y tubulares, pero a pesar de los
avances en las estrategias preventivas, esta enferme-
dad continuda con alta morbilidad y mortalidad que
no se ha modificado en las Gltimas cuatro décadas.?
Se ha reportado que 10% de los pacientes en terapia
intensiva desarrollan insuficiencia renal aguda y
50% de ellos fallece por esta causa.* Otra consecuen-
cia importante de la insuficiencia renal aguda es que
puede incrementar la progresion del dafio renal
crénico preexistente y el desarrollo de insuficiencia
renal cronica terminal.> Por esta razén, se han bus-
cado diversas estrategias a nivel experimental para
prevenir este sindrome, pero los resultados no han
sido trasladados a la practica clinica.

La aldosterona como
hormona mineralocorticoide

En la década de 1950, se aisld de las glandulas
suprarrenales por primera vez una sustancia que era
capaz de retener sodio y a la que se le denominé
“electrocortina”, actualmente conocida como aldos-
terona.® Desde entonces y durante mucho tiempo se
considero6 a la aldosterona como una hormona mi-
neralocorticoide cuya funcidn principal era el man-
tenimiento del volumen extracelular a través de
aumentar la reabsorcién de sal y la secrecion de po-
tasio en las células epiteliales del tabulo distal y co-
lector. La aldosterona es sintetizada por la sintasa
de aldosterona en la zona glomerulosa de las glan-
dulas suprarrenales y es secretada en respuesta a
ACTH, angiotensina Il y a la elevacién en los niveles
de potasio sérico. Debido a su liposolubilidad, esta
hormona esteroidea difunde facilmente al interior de
las células donde interactia con su receptor
mineralocorticoide intracelular. A pesar de la abun-
dancia de los glucocorticoides y de que poseen la
misma afinidad que la aldosterona por los receptores
de mineralocorticoides, estos receptores son princi-

palmente ocupados por la aldosterona, debido a que
los glucocorticoides se unen a proteinas circulantes
como la albumina, quedando s6lo cantidades peque-
fias de glucocorticoides libres y también a la presen-
cia de la enzima 11B-deshidrogenasa hidroesteroidea
tipo 2 (11BHSD2), la cual convierte el cortisol en
cortisona, facilitando asi, que sélo la aldosterona se
una a su receptor. Por lo tanto, la presencia de la
enzima 11BHSD2 es esencial para que la aldosterona
ejerza sus efectos. Una vez que el complejo aldoste-
rona-receptor viaja al nucleo se une a diferentes re-
giones promotoras de diversos genes que contienen
elementos de respuesta a mineralocorticoides para
ejercer asi su funcidn. Los genes mas conocidos que
son regulados por la aldosterona en el epitelio tubu-
lar son los que codifican para el transportador
sodio:cloro (TSC), la subunidad alfa del canal de so-
dio (ENaC), el canal epitelial de potasio (ROMK) y
la sodio:potasio ATPasa.”® El aumento en la expre-
sion de estas proteinas produce la accion clasica de
la aldosterona, que es aumentar la reabsorcion
de sodio y la secreacidn de potasio; este efecto no es
inmediato y tarda mas de 45 minutos, alcanzando el
efecto maximo después de varias horas.

La aldosterona como
una hormona profibrética

Desde su descubrimiento, se habia considerado a
la aldosterona como una hormona mineralocorticoi-
de, cuya funcién principal es el mantenimiento del
volumen extracelular, sin embargo, la presencia de
los receptores de mineralocorticoides en células no
epiteliales como: los miocitos, el cerebro y el endote-
lio vascular,'%11 hizo suponer que la aldosterona po-
dria ejercer acciones en otros 6rganos. En efecto,
estudios recientes en humanos y en modelos experi-
mentales de diversas enfermedades han mostrado
gue la aldosterona juega un papel importante en la
fisiopatologia del dafio cardiovascular y renal.1?-15
En 1999 Pitt, et al. 12 publicaron en el New England
Journal of Medicine un estudio clinico multicéntrico
al que le llamaron RALES (por sus siglas en inglés
Randomized Aldactone Evaluation Study) donde de-
mostraron que el bloqueo de los receptores de mine-
ralocorticoides con espironolactona mejoré en 30%
la sobrevida de pacientes con insuficiencia cardiaca.
Cuatro afios después, este mismo grupo publico en el
mismo journal el estudio EPHESUS (Eplerenone Post-
acute myocardial infarction Heart Failure Study),
nuevamente multicéntrico doble ciego controlado
con placebo, en donde observaron que la administra-
cion de eplerenona (otro inhibidor selectivo de los
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receptores de mineralocorticoides) redujo en 15% la
mortalidad de 3,319 pacientes con insuficiencia car-
diaca después de un infarto agudo al miocardio
complicado con disfuncién del ventriculo izquierdo y
gue estaban recibiendo terapia médica dptima.'® El
efecto protector cardiovascular del bloqueo de los re-
ceptores de mineralocorticoides se ha asociado con
reduccidn en la fibrosis y en la inflamacién vascu-
lar, lo que sugiere que la aldosterona participa en
condiciones fisiopatoldgicas como una hormona pro-
fibrotica.16:17

Aldosteronaen la
progresion de la enfermedad renal

El estudio pionero que demostro que la aldostero-
na participa en la fisiopatologia de la enfermedad re-
nal, fue realizado en 1996 por el grupo de Thomas
Hostetter,'® quienes al utilizar el modelo clasico de
progresion de dafio renal, el de la nefrectomia de 5/6
en la rata, demostraron que el uso combinado de un
inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina
(enalapril) y un bloqueador de los receptores AT1
(losartan) de angiotensina, reducia —como era de es-
perarse— la proteinuria y el porcentaje de glomeru-
loesclerosis. Este efecto renoprotector del enalapril
y losartan, no era observado cuando se restablecian
los niveles de aldosterona al mismo nivel que el gru-
po no tratado. Estos resultados probaron por prime-
ra vez, que el dafio renal en este modelo era mediado
en gran parte por aldosterona. De forma similar, en
ratas espontaneamente hipertensas (SPHR), que de-
sarrollan nefropatia maligna, Rocha, et al., demos-
traron que la inhibicion selectiva de aldosterona
previene la aparicion de proteinuria y el desarrollo
de glomeruloesclerosis.’®?! La efectividad del anta-
gonismo de los receptores de mineralocorticoides en
mejorar el dafio glomerular y tabulo-intersticial se
ha documentado también, en varios modelos de ne-
fropatia en la rata, como: el modelo de obstruccion
ureteral unilateral,?>?? en la nefropatia diabética
tipo 1 y 11,2324 en la hipertension inducida por angio-
tensina Il o por la inhibicién de la sintesis de éxido
nitrico®® y en las ratas con hiperaldosteronismo.?®
Interesantemente, Juknevicius, et al.?” reportaron
que la infusion de aldosterona a ratas normales au-
menta la cantidad de TGFp presente en la orina,?’ lo
que sugiere que ésta podria ser una de las vias a
través de la cual, la aldosterona promueve procesos
fibréticos intrarrenales.

En la practica médica, tres estudios, dos piloto y
uno doble ciego controlado con placebo evidenciaron
gue el tratamiento con espironolactona reduce de

forma importante la excrecion urinaria de proteinas
en pacientes con insuficiencia renal crénica,?®2° en
uno de estos estudios se observé ademas, una corre-
lacion significativa entre los niveles de proteinuriay
los niveles de aldosterona, es decir, los pacientes
gue presentaban mayor excrecion urinaria de protei-
nas eran los que tenian mayor aldosterona circulan-
te. En el estudio doble ciego y controlado con
placebo, en el que incluyeron 41 pacientes que te-
nian proteinuria persistente mayor a 1.5 g/dia, se
demostrod que la adicién de espironolactona al trata-
miento con ramipril o bien, ramipril con irbersatan
reducia en 50% la excrecién urinaria de proteinas,
sin producir hipercalemia.** Estos estudios clinicos
indican que el bloqueo de los receptores de mineralo-
corticoides reduce el dafio renal e incluso ofrece un
efecto protector adicional sobre el uso de inhibidores
de la enzima convertidora de angiotensina | y anta-
gonistas de los receptores AT1 en los pacientes con
insuficiencia renal cronica.

En estudios previos de nuestro laboratorio, tam-
bién hemos mostrado la participacion de la aldoste-
rona en la fisiopatologia de la nefrotoxicidad por
ciclosporina (CsA). Aunque los beneficios de la in-
munosupresion con CsA han sido evidentes, su uso a
largo plazo se encuentra limitado por sus efectos se-
cundarios dentro de los que destaca la nefrotoxicidad
gue produce.®® Se han descrito dos formas de nefro-
toxicidad: la nefrotoxicidad aguda o moderada y la
nefrotoxicidad crénica o severa. La nefrotoxicidad
aguda se caracteriza por vasoconstriccidn renal, lo
gue produce una reduccion en la tasa de filtracion
glomerular. En cambio, la nefrotoxicidad cronica se
caracteriza por disfuncidn renal y por la presencia
de lesiones estructurales como arteriolopatia y fibro-
sis tabulo intersticial, siendo esta Ultima lesion irre-
versible.31-34 En los roedores se pueden reproducir
los dos tipos de nefrotoxicidad que se observan en el
humano. El modelo de nefrotoxicidad aguda por CsA
se induce al administrar dosis repetidas de CsA.%°
Mientras que el modelo de nefrotoxicidad crénica se
obtiene con la administracion de dosis repetidas de
CsA en conjunto con alimentacidon con una dieta
baja en sodio,®® la ingesta baja en sodio activa al
sistema renina angiotensina aldosterona, lo que
aumenta en los roedores, la susceptibilidad a la CsA
y la aparicién de lesiones estructurales caracteris-
ticas que se observan en el humano. Debido a que la
fibrosis observada en la nefropatia crénica es en
parte mediada por un incremento en la expresion del
TGFp, conjeturamos que la aldosterona podria estar
involucrada en las acciones deletéreas que produce
la CsA en el rifidn. En un primer estudio en donde
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utilizamos el modelo de nefropatia cronica por CsA,
mostramos que la administracion de espironolactona
evitd la mortalidad que se observa después de 21
dias de tratamiento con este inmunosupresor, y
estos animales presentaron un menor porcentaje de
arteriolopatia y del area afectada por fibrosis tabulo-
intersticial. Este efecto renoprotector se asocio con
una reduccion en los niveles de RNAmM de TGFp,
fibronectina, colagena | y colagena 1V. Otro
hallazgo particularmente interesante de este estudio
fue el efecto que ejercio la espironolactona sobre la
funcién renal. Como era de esperarse, la admi-
nistracion crénica de CsA produjo una disminucién
significativa de la depuracion de creatinina, y la
inhibicion selectiva de los receptores de aldosterona
con espironolactona previno la disminucion de la
funcién renal en las ratas tratadas simultaneamente
con CsA.%” En un estudio posterior encontramos que
el blogueo de los receptores de mineralocorticoides
también previene la nefrotoxicidad aguda por CsA,
gue solo se caracteriza por vasoconstruccion renal.
De tal forma que la espironolactona restableci6 la
tasa de filtracion glomerular a valores normales,
efecto que fue acompafiado por la normalizacién del
flujo sanguineo renal.®® En un tercer estudio
también mostramos que la administracion de la
espironolactona evito la progresion de la disfuncion
renal y la fibrosis, asi como también redujo la muerte
celular por apoptosis en las ratas con nefrotoxicidad
cronica por CsA preexistente. Estos efectos reno-
protectores se asociaron con una reduccion en el
engrosamiento arteriolar y en la contraccion
glomerular, lo que sugiere que la inhibicién de las
acciones de aldosterona reduce la hipoperfusion
glomerular en este modelo.3® Por lo tanto, nuestros
resultados previos sugerian que la aldosterona par-
ticipa en la fisiopatologia renal inducida por CsA,
y que esta hormona ademas de ejercer efectos pro-
fibréticos también es capaz de producir vasocons-
truccion renal. En apoyo a nuestros hallazgos,
Arima, et al.,*® observaron que la aldosterona indu-
ce vasoconstriccion dosis y tiempo dependiente en
arteriolas aferentes, y eferentes aisladas de conejo.
Tres afios después, Gross R, et al.,*! encontraron
gue la exposicion a aldosterona induce contraccion
de las células de musculo liso vascular de humano, a
través del aumento en la fosforilacion de la cadena
ligera de miosina, efecto que fue prevenido con el
uso de espironolactona. Asimismo, existe evidencia
de que esta hormona es capaz de aumentar los
niveles de fosfato inositol y de los receptores de an-
giotensina Il, asi como también de alterar la res-
puesta vasodilatadora a acetilcolina.*243

Por todo lo anterior, inferimos que si la aldosterona
jugaba un papel importante en inducir vasoconstriccion
renal, entonces el bloqueo de los receptores de
mineralocorticoides podria ser un agente protector
contra el dafio renal inducido por isquemia/reperfusion.

Aldosterona en la fisiopatologia del dafio
renal inducido por isquemia/reperfusion

En un estudio que publicamos muy recientemente
evaluamos el efecto del bloqueo de los receptores de
mineralocorticoides sobre el dafio renal inducido por
isquemia/reperfusion.** En este estudio se incluyeron
cinco grupos de al menos seis ratas cada uno: el gru-
po de animales que fue sometido a una cirugia falsa
(sham), un grupo de ratas sometidas a isquemia bi-
lateral renal de 20 min y reperfusion de 24 h (isque-
mia/reperfusion) y tres grupos de ratas que fueron
tratadas con espironolactona (20 mg/k por via oral),
uno, dos o tres dias antes de inducir isquemia/
reperfusiéon (Spl, Sp2 y Sp3, respectivamente).
Primero nos dimos a la tarea de investigar si el
tratamiento profilactico con espironolactona prevenia
el dafo funcional y estructural inducido por un
proceso de isquemia/reperfusion bilateral renal. Como
se muestra en la figura 1, después de 24 horas de
reperfusién, las ratas sometidas a isquemia desarro-
llaron disfuncién renal, que se caracteriz6 por un
aumento en los niveles de creatinina sérica de 0.56 +
0.06 a 1.64 + 0.06 mg/dL, como una consecuencia de
la reduccion de la tasa de filtracion glomerular
(Figura 1A). La caida de la depuracion de creatinina
observada se asocid con una reduccion significativa
en el flujo sanguineo renal en 33%, sin cambio en los
valores de presion arterial (Figura 1B). En contraste,
en los tres grupos que recibieron tratamiento profilactico
con el blogueador de los receptores de mineralocorticoides
por uno, dos o tres dias antes de indu-cir isquemia/
reperfusidn, se previno completamente la elevacién
de la creatinina sérica (spl: 0.88 = 0.2 mg/dL, sp2:
0.66 = 0.1 mg/dL, y sp3: 0.60 & 0.04 mg/dL), debido
a que la espironolactona restablecié la funcién renal
y el flujo sanguineo renal a valores normales como se
puede apreciar en la figura 1. Cuando se evaluaron
los niveles de aldosterona sérica observamos una ele-
vacion significativa en los animales sometidos a is-
guemia/reperfusion renal, por mas de cinco veces
comparado con el grupo control. Estos niveles de al-
dosterona tendieron a ser mayores en los grupos pre-
tratados con espironolactona, muy probablemente
debido a que los receptores de mineralocorticoides
fueron ocupados por espironolactona, originando asi
mayor aldosterona circulante.
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Figura 1. El pretratamiento con espironolactona previno el dafio funcional y estructural inducido por la isquemia bilateral y reperfusion renal. A. Depu-
racion de creatinina (mL/min) B. Flujo sanguineo renal (mm Hg). Las barras blancas representan el grupo que fue operado en forma simulada; las barras
negras los animales sometidos a isquemia bilateral de 20 minutos y reperfusién de 24 h; las barras grises representan las ratas que recibieron espironolac-
tona, 1, 2 0 3 dias antes de inducir isquemia/reperfusion. *p < 0.05 vs. todos los grupos. C y D. Microfotografias representativas de cortes histologicos de
rifién teflidos con PAS de ratas sometidas a isquemia/reperfusion sin tratamiento y pretratadas con espironolactona, respectivamente.

Los estudios histopatologicos con microscopia de
luz revelaron que la isquemia/reperfusién renal pro-
dujo dafio tubular severo, caracterizado por pérdida
del borde en cepillo, dilatacion tubular, colapso y
desprendimiento de la membrana basal tubular,
como se aprecia en la imagen de la figura 1C, que
muestra un corte histoldgico representativo de un
rifién de rata sometida a isquemia/reperfusion bilate-
ral. Todas estas lesiones estuvieron practicamente
ausentes en las ratas que recibieron tratamiento con
el bloqueador de los receptores de mineralocorticoi-
des, como es posible observar en la microfotografia
representativa de la figura 1D, de un corte histologi-
co de rifion de una rata tratada con espironolactona

24 h antes de inducir isquemia/reperfusion. Estos
hallazgos fueron cuantitativamente confirmados por
el analisis morfométrico en donde se determiné el
porcentaje de area tubular dafiada. En el grupo con
isquemia/reperfusion no tratado, el porcentaje de
area tubular afectada fue de 66.2 + 0.7%, en cam-
bio, este porcentaje fue muy inferior en los grupos
sometidos a isquemia/reperfusion que fueron trata-
dos con espironolactona: 6.1 = 1.4,9.1 =+ 25y 6.6
=+ 2.0 para los grupos sp1, sp2 y sp3, respectivamen-
te. Los ensayos de los marcadores de dafio tubular
clasicos apoyaron estas observaciones. En el grupo
con isquemia/reperfusion bilateral renal, la excre-
cion urinaria de proteinas y de N-acetil-beta gluco-
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saminidasa (NAG) aumentd cinco veces y tres veces
respectivamente. De acuerdo con los hallazgos histo-
patologicos, en las ratas que recibieron pretrata-
miento con espironolactona, los niveles de estos
marcadores de dafo tubular fueron similares al gru-
po de ratas control, que fueron operadas en forma
simulada y significativamente diferentes al grupo
con isquemia/reperfusion no tratado. De tal forma
que, nuestros resultados demostraron que el pretra-
tamiento con espironolactona previene el dafio renal
inducido por la isquemia/reperfusion, sugiriendo
que la aldosterona juega un papel determinante
como mediador del deterioro de la funcién y de la es-
tructura a través de un mecanismo genémico.

Como se detallé anteriormente, la disminucién del
flujo sanguineo renal es de importancia particular,
ya que es el responsable de iniciar y extender la fi-
siopatologia de la insuficiencia renal aguda. El tono
vascular es regulado de manera particular por el
oxido nitrico (NO) derivado de la sintasa de 6xido
nitrico endotelial (eNOS). Aunque el NO derivado de
iNOS contribuye al dafio tubular durante la isque-
mia, se ha propuesto que el NO derivado de eNOS
en las arteriolas glomerulares protege contra el dafio
inducido por la isquemia/reperfusion.*® De acuerdo
con esto, se ha reportado que la disminucion de la
actividad de eNOS es una de las caracteristicas de
la disfuncién endotelial asociada con la insuficiencia
renal aguda.*® A este respecto, se ha mostrado que el
preacondicionamiento a isquemia induce un aumento
en la actividad de eNOS lo que se asocia con renopro-
teccion frente a un proceso de isquemia/reper-
fusion.4” También se ha reportado que la inhibicién
de la cinasa Rho preserva el flujo sanguineo renal a
través de mejorar la actividad de eNOS en ratas
sometidas a isquemia/reperfusion renal.*® Todos
estos estudios indican un papel primordial del NO
derivado de eNOS como protector contra el dafio
renal inducido por la isquemia/reperfusién.

De hecho, en este estudio confirmamos una re-
duccion significativa en la cantidad excretada de los
metabolitos estables de la sintesis de NO, los nitri-
tos y nitratos (NO,/NO,), después de inducir isque-
mia/reperfusion renal. Interesantemente, el bloqueo
de los receptores de mineralocorticoides previno la
reduccion de estos metabolitos de NO en la orina.
Con el fin de conocer el mecanismo por el cual la es-
pironolactona mejor6 la generacion de NO, se evalud
la cantidad de eNOS y su estado de fosforilacién, ya
que se ha descrito previamente que la enzima eNOS
se encuentra activa cuando esta fosforilada en la
serina 1177 e inactiva cuando estéa fosforilada en
la treonina 497, esta ultima fosforilacion ademas

produce que eNOS genere el radical superéxido en
lugar de NO. Cuando se compararon las ratas que
fueron pretratadas con espironolactona con el grupo
de isquemia/reperfusion sin tratamiento, se observé
un aumento en la expresion de eNOS en el rifién y
en la cantidad de eNOS fosforilada en el residuo de
S1177, junto con una reduccion en la fosforilacion
del residuo T497 de eNOS. En apoyo a nuestros ha-
llazgos, se ha descrito previamente que la aldosterona
reduce la generacion de NO en células endoteliales
de la vena umbilical a través de reducir la
fosforilacion de la S1177 de eNOS e incrementar
la produccion de radicales libres.*® Por lo tanto, el au-
mento en la expresion de eNOS y de la forma activa
de eNOS pueden ser los responsables del aumento la
excrecion urinaria de NO,/NO, y del restablecimien-
to del flujo sanguineo renal en los animales con
isquemia/reperfusion tratados con espironolactona.
La hipoxia que resulta de la disminucion del flujo
sanguineo renal y la subsecuente reperfusion parece
ser la responsable de activar procesos en los que se ge-
neran especies reactivas de oxigeno y muerte celular
del epitelio tubular por necrosis y apoptosis. Por lo
gue especulamos que el bloqueo de los receptores de
mineralocorticoides, ademas de mejorar el flujo sangui-
neo renal, también podria prevenir la generacién de
radicales libres y la muerte celular por apoptosis.
Para continuar explorando los mecanismos de reno-
proteccion conferidos por espironolactona en la is-
guemia/reperfusion, se determinaron los niveles de
lipoperoxidacion en el rifidn y los niveles de RNAmM
de enzimas antioxidantes. El dafio tubular inducido
por isquemia/reperfusion, se asocié con un aumento
de tres veces en la lipoperoxidacién renal, lo cual fue
prevenido con el pretratamiento con espironolactona
desde un dia antes de inducir isquemia/reperfusion.
La reduccion en la lipoperoxidacién renal promovida
por la espironolactona se acompafié de un aumento
significativo en los niveles de RNAm de dos enzimas
antioxidantes la: superéxido dismutasa y la gluta-
tion peroxidasa. Estudios publicados previamente
han mostrado que la aldosterona induce la generacion
de ROS en células mesangiales y miocitos en culti-
v0.5051 Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que
la aldosterona también induce la generacién de ROS
durante la isquemia/reperfusion e indican que ademas
de prevenir la hipoperfusién renal, el antagonismo de
los receptores de mineralocorticoides reduce la produc-
cién de ROS y aumenta los niveles de RNAm de las en-
zimas antioxidantes (SOD y GPx), lo que resulta en la
preservacion de la estructura tubular renal como se
evidencio por los hallazgos histopatolégicos y la nor-
malizacion de los marcadores de dafio tubular.
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El dafio renal inducido por isquemia se ha asocia-
do tradicionalmente a muerte celular del epitelio tu-
bular por necrosis. Sin embargo, estudios recientes
muestran que la apoptosis es una forma importante
de muerte celular y del dafio asociado a insuficiencia
renal aguda.®? En efecto, en este estudio también ob-
servamos un aumento significativo en la tincion in
situ de los nucleos celulares por el método de TUNEL
en los rifiones de los animales con isquemia/reperfu-
sion no tratados. Esta observacion fue confirmada
por la cuantificacién de las células apoptosicas por
mm?, observandose una gran cantidad de muerte ce-
lular de este tipo en las areas yuxtamedulares y sub-
corticales. El pretratamiento con espironolactona un
dia antes de inducir isquemia/reperfusion renal, redu-
jo de forma significativa, el nimero de nucleos positi-
VoS en ambas secciones. En cambio, la muerte celular
por apoptosis fue prevenida cuando la espironolacto-
na se administro dos o tres dias antes de inducir la is-
qguemia/reperfusion renal. De acuerdo con estas
observaciones, el dafio renal inducido por isquemia/
reperfusion produjo un aumento significativo en los
niveles de RNAmM de pro-caspasa 3, enzima efectora
de la muerte celular por apoptosis, efecto que fue re-
vertido por el pretratamiento con espironolactona
desde un dia antes de inducir isquemia/reperfusion
renal. Reportes recientes han puesto de manifiesto
que la interferencia del programa apoptosico se tra-
duce en un efecto renoprotector durante la isquemia
renal 5354 De hecho, el efecto renoprotector conferi-
do por espironolactona también se asocio con la pre-
vencion de apoptosis en el tejido renal. Debido a que
la hipoxia y la formacién de radicales libres son dos
factores que inducen muerte celular por apoptosis,
es muy probable que la reduccién de apoptosis en los
animales pretratados con espironolactona resulte del
restablecimiento del flujo sanguineo renal y de la
disminucion de la lipoperoxidacion renal.

De esta forma, nuestros resultados sugieren
gue ademas de sus efectos profibroticos, la aldoste-
rona participa en la vasoconstriccion renal que se
observa durante la isquemia/reperfusidn, efecto que
fue revertido con la administracion de espironolac-
tona, lo que implica que la aldosterona induce va-
soconstriccién renal a través de un mecanismo
gendmico. En apoyo a nuestras observaciones,
Leopold, et al.’® publicaron recientemente en
Nature Medicine un estudio que fue muy bien
disefiado y conducido, en donde primero demostra-
ron que la aldosterona reduce la expresion génica
de la enzima glucosa 6 fosfato deshidrogenada
(G6PD) en células endoteliales de bovino. La
G6PD es la primera enzima de la via de las pento-

sas fosfato y es la principal fuente intracelular de
nicotidamina adenina dinucleétido fosfato reduci-
do (NADPH). Se han descrito tres principales fun-
ciones intracelulares de esta enzima:

1. Es un agente reductor que limita la formacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS).

Mantiene los niveles de glutation reducido.

3. Es un cofactor esencial para la sintesis de NO.

n

En las células de los mamiferos, los mecanismos
de defensa frente a la formacion de productos oxida-
tivos normales del metabolismo celular dependen en
gran parte del suministro metabolico de la forma re-
ducida de NADP. Este mecanismo es dependiente del
glutatién reducido (GSH), el cual es un tripéptido
(y-glutamil-cisteinil-glicina) con gran facilidad para
ceder electrones debido a su grupo sulfhidrilo. El
GSH no sélo es un importante antioxidante en fase
acuosa, sino también es un cofactor esencial de las
enzimas antioxidantes. También se conoce que en la
mitocondria el GSH confiere proteccion contra
la formacion de radicales de oxigeno generados en-
dogenamente. El GHS se encuentra en concentracio-
nes elevadas del orden mM, lo que contribuye a su
gran poder reductor, por lo que la reduccion en la
concentracion de GSH puede conducir a la muerte
celular. Por lo tanto, el NADPH y la G6PD son mo-
léculas criticas para el mantenimiento del estado de
oxido/reduccidn intracelular, a través de reducir la
generacién de especies reactivas de oxigeno y de au-
mentar la sintesis y biodisponibilidad de NO como es
esquematizado en la figura 2A. A su vez, se conoce
gue la transcripcion de G6PD es inducida por el fac-
tor de transcripcion conocido como la proteina de
unién a elementos de respuesta a AMPc (CREB) e
inhibida por el modulador del elemento de respuesta
a AMPc (CREM). A este respecto, Leopold, et al.%®
también describieron que la aldosterona reduce la
trascripcion de G6PD a través de aumentar la expre-
sion del inhibidor de la trascripcion CREM. De tal
forma que, en este estudio demostraron a nivel
celular que la aldosterona altera el equilibrio de 6xi-
do/reduccion que resulta por el decremento en los
niveles de NADPH, lo que a su vez produjo por una
parte, la reduccién en la biodisponibilidad de NO y
por otra, mayor generacion de especies reactivas de
oxigeno. Con el fin de demostrar el impacto fisiolégi-
co de sus observaciones, llevaron a cabo estudios in
vivo, para lo cual administraron aldosterona exdge-
na a ratones por medio de la colocaciéon de bombas
miniosmaticas subcutaneamente durante 14 dias.
Estos animales desarrollaron hipertensidn arterial,
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4 NO AROS Figura 2. Efecto de la aldosterona
en el estado de 6xido/reduccion intrace-
lular y su efecto sobre el tono vascular.
A. Relajacion. B. Vasoconstriccion.

lo que se asocié con una reduccion en los niveles de
RNAmM y de la actividad de G6PD y de NADPH. De
forma similar a lo observado en el cultivo celular, la
reduccion en el NADPH produjo en las aortas de es-
tos animales, un incremento en la formacidn de espe-
cies reactivas de oxigeno y una reduccion en los
niveles de GMPc, segundo mensajero de NO. Estos
cambios observados en los animales que tenian nive-
les elevados de aldosterona trajo como consecuencia
una reduccion en la relajacion dependiente de endo-
telio en las arterias mesentéricas como se resume en
la figura 2B.

Considerando nuestras observaciones previas y
los hallazgos publicados por otros autores, me per-
mito proponer el esquema de la figura 3 en el cual
enfatizo el papel central de la aldosterona en la fi-
siopatologia de la insuficiencia renal aguda. La cai-
da del flujo sanguineo renal, que resulta tras un
periodo de isquemia, es un estimulo importante para
la liberacidn de aldosterona. El incremento en los ni-
veles de aldosterona, como revisamos anteriormente,
puede reducir la expresién de la enzima G6PD y, por
lo tanto, el NADPH reducido, trayendo como conse-
cuencia un desequilibrio en las cantidades de NO y
de especies reactivas de oxigeno. A su vez, se ha des-
crito que la reperfusién también induce la formacion
de radicales libres, lo cual potencia este efecto ad-
verso. El desequilibrio en la formacién del anion su-
peroxido y el radical de NO resulta en el aumento del
tono vascular y la consecuente caida de la funcion
renal. El incremento en la formacion de radicales li-
bres que se da como resultado de los procesos de hi-

v

| ¥ Flujo sanguineo renal

v

+ALDOSTERONA |

-
ERO

Vasoconstncuon Apoptosis y necrosis
del epitelio tubular
v FG

Figura 3. La aldosterona es la fisiopatologia de la insuficiencia renal
aguda inducida por un proceso de isquemia/reperfusion o por la administra-
cion de ciclosporina.
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poxia y reperfusién, asi como por la reduccion de la
enzima G6PD, forma parte de un mecanismo impor-
tante de dafio por estrés oxidativo y muerte celular,
con la subsecuente perpetuacion del dafio renal. En
cambio, el bloqueo de los receptores de mineralocor-
ticoides con espironolactona previene las acciones
deletéreas de la aldosterona sobre la vasculatura y
el epitelio tubular durante un proceso de isquemia/
reperfusion.

Por lo tanto, nuestros resultados no s6lo mues-
tran el papel deletéreo que juega la aldosterona en la
insuficiencia renal aguda, sino también abren una
nueva estrategia terapéutica para la prevencion de
dafio a tejidos en pacientes que se sospecha pueden
estar expuestos a isquemia/reperfusién renal, tales
como pacientes trasplantados y pacientes que seran
sometidos a cirugia de alto riesgo, asi como también
para el tratamiento de isquemia/reperfusion de otros
organos.
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PREGUNTAS Y RESPUESTAS

1. Dr. David Olvera (Residente de 3er afio de
Nefrologia, INCMNSZ). Ademés de los efectos
vasculares y de sus acciones profibréticas amplia-
mente expuestas. ;Se conoce si la aldosterona
pueda tener efectos adversos sobre la barrera de
filtracion glomerular y si esto es a través de la
inducir estrés oxidativo?

R. Estudios clinicos realizados con pacientes con
nefropatia diabética y tratados con inhibidores de la
enzima convertidora de angiotensina y/o blo-
gueadores de los receptores de angiotensina Il
mostraron que la adicion de espironolactona tuvo un
efecto adicional en la reduccién de la proteinuria.
Estos hallazgos sugieren que la aldosterona puede
también dafiar la barrera de filtracion glomerular.
De hecho, en un estudio publicado en este afio, en
donde utilizaron ratas uninefrectomizadas alimen-
tadas con dieta alta en sodio, la infusién continua de
aldosterona produjo dafio a los podocitos y

desarrollo progresivo de proteinuria, junto con una
reduccion en la expresion de nefrina y podocina, lo
gue se asoci6 con un aumento en el estrés oxidativo.
Estas alteraciones fueron prevenidas con el uso de
eplerenona o con el antioxidante tempol. Estos
resultados sugieren que la aldosterona, a través de
inducir estrés oxidativo, puede dafiar a los podocitos
y con ello a la barrera de filtracion glomerular.

Dr. Eduardo Carrillo Maravilla (Médico Adscrito
a la Direccion de Medicina, INCMNSZ) ;Se
conoce si algunos de estos efectos de la aldos-
terona son de los llamados efectos no genémicos?
Y si la respuesta es si, ¢cuales de estos efectos
serian mediados por efectos no genémicos?

. En efecto, se han descrito dos mecanismos por los

cuales la aldosterona puede ejercer sus efectos: el
genomico y el no genémico. EIl primer mecanismo
es mediado por la unién de la aldosterona a su re-
ceptor intracelular, lo que propicia la transcripcion
de genes blanco que responden a mineralo-
corticoides. En cambio, en el segundo mecanismo
la aldosterona ejerce acciones rapidas, por lo que
se ha propuesto que se une a un receptor de
membrana, aun no identificado, que enciende vias
de sefializacion sin transcripcion génica. Aunque
se ha reportado que la aldosterona puede
producir vasoconstriccion en arteriolas aferentes
y eferentes de conejo de forma dosis y tiempo
dependiente, nuestros resultados sugieren que la
vasoconstriccion renal, en los modelos de
nefrotoxicidad por ciclosporina e isquemia/
reperfusién, es mediada por un mecanismo
gendmico, ya que este efecto fue completamente
revertido con la administraciéon de espirono-
lactona, bloqueador de los receptores intracelulares
de mineralocorticoides. También el desarrollo de
fibrosis cardiaca y renal es en parte mediada por
las acciones genémicas de aldosterona, por lo que
se le ha denominado como hormona profibrotica.

Dr. Uri Torruco Garcia (Residente de 3er afio de
Medicina Interna, INCMNSZ). ;Por qué
mecanismo se establece el efecto protector de los
antagonistas de la aldosterona?

. Se podrian enumerar al menos cuatro mecanis-

mos que son bloqueados con el uso de espirono-
lactona o eplerenona que han sido observados
en los estudios realizados en mi laboratorio en
modelos de fisiopatologia renal y que también
han sido descritos por otros investigadores en la
fisiopatologia cardiovascular: 1) Mediante
la reduccién de los procesos fibréticos, a través
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

de reducir la expresion de la citocina profibrotica
TGFb, 2) Disminuir la formacion de especies
reactivas de oxigeno y de nitrégeno inducidas por
aldosterona, 3) Mejorar la biodisponibilidad y
sintesis de 6xido nitrico y 4) Disminuir la muerte
celular por apoptosis.
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