Regulacion de la accion de la aldosterona al
nivel del receptor mineralocorticoide

Resumen

e revisan nuevos concepfos acerca de la secre-

cidn de aldosterona y de la interaccion de Ia aldos-

ferona con el receptor mineralocorticoide asi como
¢l papel de la enzima 11b-hidroxisteroid dehidrogenasa tipo
2 (11b-HSD-2) en la proteccion del receptor mineralocorticoi-
des conira la accion de los glucocorticoides endogenos. Alte-
raciones en la actividad de esta enzima causan hipertensién
arterial en humanos y animales de experimentacion. En vista
del papel critico que esta enzima juega en la reabsorcién de
sodio y el volumen sanguineo en este estudio se investiga
Ia regulacion del gen de la 11b-HSD-2 en el rifién de la rata
Dahl, un modelo experimental de hipertension genética sen-
sible al sodio dietético y se muesira que el sodio dietético
aumenta la expresién del gen en el rifién de estas ratas.

Introduccion

La aldosterona es una hormona mineralocorticoi-
de producida por las células glomerulosas de la corteza
adrenal. La aldosterona actla en el rifién, en el tibulo
convoluto distal causando retencién de sodio y
eliminacién de potasio y iones de hidrégeno. La aldos-
terona juega un papel principal en el mantenimiento
del volumen sanguineo y de la presion arterial. En este
manuscrito se revisan nuevos conceptos en la regula-
cion de la secrecion de aldosterona y el papel de la
enzima 11b-hidroxisteroid dehydrogenasa {11b-HSD)
en la accién de la aldosterona y en la proteccion del
receptor mineralocorticoide contra los glucocorticoides.
También se reportan estudios de ia regulacién del gen
de la 11b-HSD-2 en el rifion de la rata Dahi, un modelo
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experimental de hipertension genética con sensibilidad
al sodio dietético.

Regulacién de la produccién de aldosterona

La produccidén de aldosterona es regulada por
varios factores, algunos de los cuales estimulan la
produccién y otros la inhiben. Los factores mas impor-
tantes que estimulan la produccion de aldosterona
incluyen la adrenocorticotrofina pituitaria (ACTH), la
concentracién de potasio plasmatico y el sistema de
la renina-angiotensina.

EI ACTH es uno de los mas potentes estimulos
de la aldosterona pero su accién es transitoria y
después de 24 horas de estimulacién continua, los
niveles de aldosterona regresan al nivel basal a pesar
de que el estimulo con ACTH continde. EIACTH actla
a través de un receptor especifico en la membrana de
la célula glomerulosa estimulande la enzima adenilato-
ciclasa la cual convierte el ATP en AMP ciclico (cAMPY);
el cAMP a través de una serie de fosforilacion de
proteinas facilita el influjo y reciclaje de calcio a través
de la membrana de la ¢éiula glomerulosa de la corteza
adrenal lo cual causa la secrecion de aldosterona (1).

El potasio estimula la secrecidn de aldosterona
mediante un efecto directo en la membrana celular,
causando la despolarizacion de la membrana y un
aumento en el influjo de calclo. El potasio también pro-
duce un ligero aumento en{a concentracién de cAMP,
pero el efecto mas importante es el aumento de! influjo
de calcio (2).

El sistema de la renina-angiotensina es el factor
mas importante en el control de la secrecién de aldoste-
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rona. Este sistema juega un papel critico en el mante-
nimiento del volumen sanguineo y de la presion arte-
rial. La renina es secretada por las células del aparato
yuxtaglomerular localizado en la arteriola aferente del
glomérulo. Las células yuxtaglomerulares son células
micepiteliales sensibles a la presion. Estas células
liberan renina cuando la presion en la arteria aferente
disminuye. La renina es una enzima proteolitica que
actua en el angiotensindgeno, de origen hepatico, ge-
nerando anglotensina l. La angiotensina | es un deca-
péptido sin actividad bioldgica que sirve como subs-
trato de la enzima convertidora de la angiotensina |
{ECA), localizada en el endotelio vascular. La ECA con-
vierte la angiotensina | a angiotensina If, un octapéptido
gue es uno de los mas potentes vasoconstrictores y el
mas impertante estimulo de la secrecidén de aldoste-
rona.

La angiotensina Il actda a través de un receptor
especifico en la membrana celular, el receptor de an-
giotensina tipo | (AT,). La angiotensina |l al unirse a su
receptor causa influjo de calcio y activa la enzima
fosfolipasa C la cual hidroliza el fosfatidilinosito! 4,5
bis-fosfato convirtiéndolo en inositol-1,4,5-trifosfato
(IP,) y diacilglicerol.

El IP, estimula la liberacion de calcio del reticulo
endoplasmatico causando un aumento transitorio de
{a concentracion de calcio en el citosol. Este aumento
en la concentracion de calcic estimula procesos
dependientes de la calmodulina que activan la bomba
de calcio de la membrana celular causando efiujo de
calcio. Estos procesos son responsables de la
iniciacidon de la secrecion de aldosterona (2). El
diacilglicerol se moviliza a la membrana celular y junto
con el influjo de calcio activa la enzima C kinasa la
cual se mantiene en un estado sensible al calcio y este
proceso es responsable de la secrecion sostenida de
aldosterona (3).

La angiotensina Hll es un heptapéptido derivado
de la angiotensina Il por remocién del primer aminoé-
cido de la regidn aminoterminal (angiotensina 2-8). La
angiotensina lll también se une al receptor AT,y
estimula al aldosterona en forma similar a la angio-
tensina Il. Sinembargo la angiotensina lll no es vaso-
constrictora.

Aparte del sistema circulante de la renina-angio-
tensina, la célula glomerulosa de la corteza adrenal
produce localmente renina, angiotensinégeno y gen-
era dentro de si misma angiotensina Il (4,%). Este siste-
ma adrenal de renina-angiotensina parece jugar un
papel importante en la modulacién de la secrecion de
aldosterona (6-7).

Ademas de los factores mencionados existen
otras hormonas gue juegan un papel menor en la

secrecion de aldosterona tales como la serotonina
(8) y péptidos derivados de la pro-opiomelanocortina
tales como el d-MSH (9) b-lipotropin {10), b-MSH {11)
y y3-MSH (12).

Los factores que inhiben la aldosterona incluyen
la dopamina (13-14) y los péptidos natriuréticos:
péptido natriurético auricular (ANP} (15-17} péptido
natriurético cerebral (BNP) y el péptido natriurético tipo
C (C-type ANP) (18).

Regulacién de la accién de la aldosterona a nivel
del receptor mineralocorticoide

La aldosterona se une al receptor mineralocor-
ticoide situado en las células principales del tabulo co-
lector cortical (CCD) del nefrén distal aumentando la
reabsorcion de sodio. Investigaciones recientes han
demostrado que el receptor mineralocorticoide tiene
la misma afinidad para el cortisol, la corticosterona y
la aldosterona, y que la especificidad del receptor para
aldosterona, en epitelic de transporte es conferida por
la enzima 11b-hidroxysteroid dehidrogenasa (11b-
HSD) (19,20). Esta enzima convierte el cortisol a
cortisona y la corticosterona a 11-deoxicorticosterona.
La cortisona y la 11-deoxicorticosterona son inactivas
y no se unen al receptor mineralocorticoide permitiendo
que la aldosterona, que circula en concentraciones mil
veces mas baja que estos esteroides, se una al re-
ceptor y actie como el esteroide que regula la accién
mineralocorticoide.

La enzima 11b-HSD tiene por lo menos dos
isoenzimas denominadas 11b-HSD-1 y 11b-HSD-2. La
iscenzima de tipo 1(11b-HSD-1) tiene una distribucion
muy amplia con altos niveles en el higado y en el tabulo
proximal del rifién. Esta enzima funciona como una
oxido-reductasa, usa NADP* como un co-factor y tiene
un Km relativamente alto para el cortisol y 1a corticos-
terona (Zumolfl). El papel fisiolégico de esta enzima
no se conoce hasta el momento y a pesar de que fa
enzima se encuentra en grandes cantidades en &l {0-
bulo proximal del rifién, debido a su alto Km para cor-
tisol y corticosterona hoy en dia se considera que esta
enzima no participa en la proteccion del receptor mine-
ralocorticoide contra los glucocorticoides endégenos.
Una disminucion de la actividad de la enzima 11b-HSD-
1 se ha reportado en el higado de la rata hipertensa
Bianchi-Milan (21) y en las arterias mesentéricas de la
rata hipertensa Dahl- sal sensitiva (22). Recientemente
nuestro laboratorio reportd una disminucion de la acti-
vidad de la 11b-HSD-1 en el rifién de ratas hipertensas
Dahl-S rats (23) aunque la expresion del gene de la
11b-HSD-1 fue igual en la Dahl-S y en la Dahl-R
(rresistenta) (24), sinembargo, por las razones antes
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mencionadas, la relacion de estos hallazgos con la
patofisiclogia de la hipertensidn es estos animales no
es clara.

La isoenzima de tipo 2(11b-HSD-2) se encuentra
co-localizada con el receptor mineralocorticoide en
las células colectoras corticales del nefrén distal,
funciona Unicamente como reductasa, usa NAD como
cofactor y tiene un Km mucho mas bajo para la corti-
costercha (-bnmol/l). Por esta razén, una deficiencia
o inhibicion de esta enzima permite la unién de corti-
sol y corticosterona al receptor mineralocorticoide;
estos glucocorticoides que circulan en concentracio-
nes mil veces mas alta que la aldosterona, actian
como potentes mineralocorticoides produciendo un
aumento en la reabsorcion de sodio, expansitn del
volumen intravascular e hipertensién. El liquorice y
la carbenoxolona son potentes inhibidores de la enzi-
ma 11b-HSD y por lo tanto la ingestién de estos pro-
ductos causa retencién de sodio e hipertension arte-
rial (25, 26).

Mutaciones en el gene de la 11b-hydroxysteroid
dehydrogenasa tipo 2 (11b-HSD-2) se han encontrado
en pacientes con el sindrome de hipertension con
aparente exceso de mineralocorticoides (AME) (27,
28). En vista de su accién y de su situacion estratégica
en el tubulo colector cortical del nephon distal, en la
misma célula donde se encuentra el receptor minera-
locorticoide, esta enzima ha despertado gran interés
en la investigacion en hipertensién arterial! y en la
sensibilidad a la sal. Anormalidades de la regulacion
de la enzima, presencia de inhibidores, polymorphis-
mos genéticos o mutaciones en la enzima pueden
aumentar la reabsorcion de sodio en el rifién y causar
hipertension arterial en humanos y en animales
experimentales.

Poco se sabe acerca de la regulacién del gene
de la 11b-HSD-2 en humanos o animales experimen-
tales. La rata Dahl-sal-sensitiva (Dahl-S) es un mo-
delo experiemental de hipertensién genética con
expansion del volumen intravascular y sensibilidad a
ia sal. La razon por la cual estas ratas desarrollan hiper-
tension cuando son expuestas a dietas con sal no es
conocida. Anormalidades en la expresién del gen de
la 11b-HSD-2 en el rifién de estas ratas podrian causar
un aumento de la reabsorcion de sodio e hipertension.
En este comunicado se investigan la expresion del gen
de la enzima 11b-HSD-2 en rifiones de ratas Dahl-sal
sensitiva y Dahl-sal resistente y se estudia la regula-
cion del gen por el sodio dietético, y el efecto del género
sexual y la edad en la expresién del gen.

Material y métodos

Ratas Dahl-sensibles a la sal (S} y ratas Dahl-
resistentes a la sal (R) fueron obtenidas de las colonias
del Dr. Celsc E. Gomez-Sanchez (University of Mis-
souri) y del Dr. John P. Rapp (Medical College of Chio).
Las ratas fueron mantenidas con una férmula de Purina
(0.28% NacCl) hasta la edad de ocho semanas y des-
pués con una dieta alta de sodio (0.9% Solucion Salina)
para beber ¢ una dieta baja en sodio (0.01% NaCl)
por dos semanas antes de ser sacrificadas. E! efecto
de la raza, género y dieta fue estudiado en grupos de
seis ratas por grupo. El efecto de la edad se estudié
en 14 ratas masculinas, 7 ratas S y 7 ratas R y este
grupo de ratas fue mantenido con una dieta con un
contenido de sodio de 0.2% NaCl. Ochoratas (4 Sy 4
R) fueron sacrificadas a los 33 dias de edad y & ratas
(3 S ¥ 3 R) fueron sacrificadas a la edad de 115 dias.
Los protocolos usados para los experimentos fueron
aprobados por el Comité Institucional de Cuidado a
los Animales.

Separacion del RNA

RNA total se aislo de los rifiones de las ratas por
el procedimiento del tiocianato de guanidina (29). La
concentracién de RNA purificada fue determinada por
absorcion ultravioleta a 260 nm.

Sintesis de la prueba

Pruebas para la hibridizacién de Northern fueron
preparadas por la reaccién en cadena de la poli-
merasa (PCR). El cDNA fue amplificado con pruebas
especificas para la isoforma de la enzima (11b-HSD-
2). La prueba de cDNA para la enzima 11b-HSD-2 de
la rata contiene 173 pares de bases e incluye porcio-
nes del exon 3 y 4, extendiéndose desde el nucledtido
765 hasta el 938 (30). Los productos de la amplifi-
cacioén en cadena fueron purificados y secuenciados
con el kit secuenciador (ThermoSequenas radio-la-
beled terminator cycle kit). Una prueba especifica para
la enzima gliceroaldehido-3-fosfato dehidrogenasa
(CAPD) fue sintetizada y se us6 para normalizar los
resultados.

Quince microgramos del RNA renal total fueron
fraccionados por tamario y transferidos a membrana
de nylon de 0.2m. Los filtros fueron después pre-hibri-
dizados por 2 horas e hibridizados por 10 horas a 42°C
con la solucién de hibridizacion, conteniendo la prueba
de la enzima 11b-HSD-2 marcada con 32P. Los filtros
fueron lavados y expuestos a pelicula de rayos Xy la
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intensidad de las bandas autoradiograficas cuantificada
en un densitdmetro (Scan Jet, Hewiett-Packard).

Resultados

La figura 1 muestra los niveles de mRNA de la
enzima 11b-HSD-2 en los rifiones de las ratas Dahl-
sensibles a la sal (Dahl-S) y Dah!-resistentes (Dahl-
R). No se encontré una diferencia significativa en la
expresion del gen en los dos tipos de ratas (Dahl-S
2.1+0.3 unidades relativas vs. Dahl-R 1.7 + 0.1uni-
dades relativas).

La dieta alta en sodio causd un aumento signi-
ficativo en el MRNA de la 11b-HSD-2 (dieta baja en
sodio 1.3 +0.2 unidades relativas vs. dieta alta en sodio
2.4+0.2 unidades relativas) (p<0.0001) (figura 2) y no
se encontré una diferencia en los niveles debida al
género, la edad o el tipo de rata.

La figura 3 (panel superior) muestra el efecto del
género sexual en la expresion del gen de la enzima
11b-HSD-2 en el rifidén. Los niveles de mRNA de la
enzima 11b-HSD-2 fueron iguales en las ratas hembras
y en los machos y no se encontrd una diferencia entre
los dos tipos de ratas.

La figura 3 (panel inferior) muestra el efecto de
edad en la expresion del gen de la enzima 11b-HSD-
2. Los niveles de mRNA de la enzima 11b-HSD-2
fueron iguales en las ratas jovenes (33 dias de edad)
y en las ratas viejas (115 dias de edad) y no se encontrd
diferencia entre los dos tipos de ratas.

33—

118-HSD-2 mRNA
(Unidades Relativas)

Figura 1

Efecto del tipo de rata en los niveles de RNA mensajero de la enzima
11b-HSD-2 en el rifidn de las ratas Dahl. Las columnas representan
las medidas densitométricas del RNA mensajero (promedio+/- error
standard del promedio) expresadas en unidades relativas. No se
encontré diferencia en los niveles de RNA mensajero entre las ratas
sensibles a la sal (Dahl-S) y las ratas resistentes (Dahl-R). NS=sin
diferencia significativa. N=ndmero de ratas.
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Figura 2
La figura muestra el efecto del sodio dietético enlos niveles de RNA
mensajero de la enzima 11b-HSD-2 en los rifiones de ratas Daht.
Dietas altas en sodio causan un aumento de casi el dobie en los
niveles de RNA mensajero de la enzima 11b-HSD-2 en el rifién de
las ratas Dahl (p<0.001). No se encontraron diferencias entre los
dos tipos de rata en ia expresion dei gen.
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Figura 3
La figura muestra el efecto del género sexual (panel superior) y la
edad (pane! inferior) en los nivels de RNA mensajero de ia enzima
11b-HSD-2 en el rifidn de las ratas Dahl. El género sexual y la edad
no influencian la expresion del gen de la 11b-HSD-2 en el rifion de
la rata Dahl.
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Discusién

La aldosterona juega un papel critico en el bal-
ance de sodio, el volumen sanguineo y |a regulacion
de la expresién arterial. La aldosterona al unirse al
receptor mineralocorticoide del rifidén causa retencion
de sodio. Sin embargo, el receptor mineralocorticoide
tiene afinidad por cortisol, corticosterona y aldostero-
na y el cortisol y la corticosterona circulan en con-
centraciones 1.000 veces mas altas que la aldos-
terona, por esta razén es necesario que el cortisol y
la corticosterona se metabolicen para permitir que ia
aldosterona se una al receptor y ejerza su accion
mineralocorticoide. La enzima 11b-HSD-2 se encuen-
tra localizada en la misma célula con el receptor
mineralocorticoide e inactiva el cortisol y la corticos-
terona, permitiendo que la aldosterona se una al re-
ceptor mineralocorticoide. En el hombre el cortisol es
el principal glucocorticoide mientras que la rata no
produce cortisol y el principal glucocorticoide es la
corticosterona. Una alteracién en la actividad de la
enzima puede conducir a la unién del cortisol o la
corticosterona al receptor mineralocorticoide cau-
sando un aumento de la reabsorcion de sodio e
hipertensién arterial. Mutaciones en la enzima causan
el sindrome de hipertensién con exceso aparente de
mineralocorticoides. AME (27, 28).

Ei hecho de que no se encontraron diferencias en
los niveles de expresién del gen de la 11b-HSD-2 en-
tre las ratas Dahl-S y las ratas Dahl-R sugiere que el
aumento en la reabsorcion de sodio y la hipertension
de la rata Dahl-S no es debida a disminucién de la
expresion del gen de la enzima. Sin embargo, es posib-
le que la actividad de la enzima sea inhibida in-vivo.
Nuestros previos hallazgos de disminucién de la acti-
vidad enzimatica de la enzima 11b-HSD-1 en el rifidn
de las ratas hipertensas Dahl-S soportan esta idea (23).
Factores con actividad similar al acido glicerrhetinico
que inhiben la actividad de la enzima 11b-HSD-1 se
han aislado recientemente de la orina humana (31),
pero no han sido caracterizados completamente y se
desconoce si estos factores inhiben la enzima t1b-
HSD-2. Desafortunadamente debido a la abundancia
de la enzima 11b-HSD-1 en el rifidn la actividad enzi-
mética de la enzima 11b-HSD-2 no puede ser medida
con técnicas corrientes.

La expresion del gen de la 11b-HSD-2 es igual
en los dos sexos y la edad no influencia su expre-
sién. Sinembargo dietas altas en sodio causan un au-
mento significativo en la expresion del gen de la 11b-
HSD-2. Una posible explicacién del aumento de la
11b-HSD-2 con el sodio dietético es que dietas altas
en sodio aumentan el volumen intravascular y supri-

men la aldosterona, por lo tanto, en ausencia de al-
dosterona el receptor mineralocorticoide requiere ma-
yor proteccidn contra la unién de glucocorticoides los
cuales causarian un incremento mayor en la absor-
¢ién de scdio.

En conclusion, la hipertension y el aumento de la
sensibilidad a la sal de la rata Dahl-S no se debe a
una disminucién de la expresidn del gen de la 11b-
HSD-2 en el rifién. El género sexual y la edad no afec-
tan la expresién del gen. Sinembargo, el sodio dieté-
tico regula el gen de la 11b-HSD-2 y dietas altas en
sodio causan un aumento significativo en la expresion
del mismo. Ademas en vista de que las ratas de 115
dias de edad sufren de severa hiperiension, se dedu-
ce que la hipertension per se no modifica la expresién
del gen.
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