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A) CARTAS DE INVESTIGACION ORIGINAL

La aldosterona aumenta
la calcificaciéon vascular
in vitro

Nefrologia 2008; 28 (2) 224-225

Sr. Director: Queremos comunicar los
resultados de un trabajo reciente del
Laboratorio, que investiga la posibili-
dad de que la aldosterona tenga un
papel relevante en la calcificacion vas-
cular. En breve, como método, se ha
empleado un modelo in vitro sobre cé-
lulas normales de musculo liso vascular
(CMLV) en cultivo primario, inducidas
a calcificar en presencia de beta-glice-
rofosfato. El resultado obtenido de-
muestra que la aldosterona incrementa
la calcificaciéon de estas CMLV. Este
efecto se inhibe por espironolactona.

Hasta hace poco tiempo, la calcifica-
cién vascular se consideraba un proceso
pasivo, provocado por una respuesta no
especifica de los tejidos vasculares frente
a diversos tipos de dafio, con deposicién
de fosfato cdlcico, principalmente en
forma de hidroxiapatita. En la actualidad,
se sabe que la calcificacién es un proceso
regulado, en el que intervienen diferentes
tipos celulares y gran numero de media-
dores, tanto pro- como anti-calcificantes,
vg, fosfatasa alcalina (FALC), Cbfa-1,
osteocalcina, y anti-calcificantes, como
la proteina de gliadina de matriz (MGP),
osteoprotegerina (OPG) y fetuina-A'~.
La respuesta normal de las CMLV es an-
ticalcificante. En la uremia, sin embargo,
debido a diversas causas, como €l au-
mento de las concentraciones de Ca y/o P
en el medio, a los mencionados procesos
inflamatorios y oxidativos, o simplemen-
te al estrés por uso prolongado que
acompafia al envejecimiento, este balan-
ce se altera a favor de los factores pro-
calcificantes.

Las calcificaciones vasculares urémi-
cas en la capa media de CMLYV, afectan
principalmente a zonas de matriz extra-
celular y a la 1dmina elastica. Este tipo
de calcificacién es la principal y mds
precoz de las calcificaciones urémicas®

En la actualidad, se considera a la al-
dosterona como un factor pro-fibrético
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vascular. Este concepto ha encontrado
amplia aceptacién en la practica clinica,
especialmente desde la publicacion del
estudio RALES*. Existen numerosas
evidencias de la existencia de recepto-
res de aldosterona en las CMLYV, con
diferentes implicaciones funcionales™®.
Sin embargo, y a pesar de la evidente
relacidn en el tiempo entre el desarrollo
de fibrosis y rigidez vascular y calcifi-
cacién de los vasos, no se han llevado a
cabo estudios que investiguen una posi-
ble relacién entre ambos fenémenos.
Datos antiguos de la literatura sugerian
que la aldosterona podria participar en
el transporte de calcio en las CMLV'.
Nuestros propios datos indican que la
poblacién en didlisis y enfermedad
renal avanzada presenta cifras signifi-
cativamente altas de aldosterona res-
pecto a los individuos normales (Ca-
ramelo y cols., resultados no publi-
cados).

El motivo del presente trabajo ha
sido examinar el papel de la aldostero-
na en la induccién de calcificaciones
vasculares, en un modelo experimental
reconocido, la exposicién de células de
CMLV a beta-glicerofosfato. Nuestra
hipétesis aborda la posibilidad de que

la aldosterona participe en este proceso.
Como métodos, se han empleado:

Cultivo primario de CMLV de aorta
bovina segin el método descrito por
Campbell®. Las CMLV fueron emplea-
das entre los pases 2 y 8.

Induccion del proceso de calcifica-
cion: Hemos utilizado un método de cal-
cificacién estandarizado e implantado en
el Laboratorio’. El medio de calcifica-
cion, cambiado cada 48 h durante 12 dias,
se basa en el beta-glicerofosfato (10 mM)
(Sigma-Aldrich, Madrid). El beta-glice-
rofosfato actia como un dador de PO, al
ser hidrolizado por la fosfatasa alcalina.

Cuantificacion de la calcificacion
mediante acumulacion de *Ca: Las cé-
lulas sometidas a proceso de calcifica-
ciéon se incuban en presencia de 0,5
mCi/ml de “Ca (GE Healthcare, Barce-
lona). La deteccién de esta acumula-
cién se realiza con liquido de centelleo
UltimaGold (Perkin Elmer, Waltham,
MA) y se detectaron en un contador
Beckman LS6000TA.

Tincion de von Kossa: Para visualizar
el proceso de calcificacion, las CMLYV se
fijaron con Merkcofix (Merck KGaA,
Darmstadt, Alemania), se incubaron con
5% nitrato de plata durante 30 minutos
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Figura 1. Incremento significativo de la captacion de *Ca por las CMLV en presencia de concentra-
ciones crecientes de aldosterona, determinado tras 12 dias de incubacion (*p < 0,05; **p < 0,01).
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en oscuridad y se dejaron expuestas a la
luz solar hasta que la tincién fuera obser-
vable. Las fotos se realizaron con una ca-
mara digital Nikkon Coolpix 995 sobre
un fondo iluminado.

Incubacion con aldosterona: Duran-
te todo el proceso calcificante, las
CMLYV se incubaron con aldosterona o
vehiculo agregados al medio. En cada
cambio de medio se agregd aldosterona
a la concentracion correspondiente.

Datos estadisticos: Los datos se expre-
saron como media + error estdndar de la
media. Excepto indicacién en contrario,
todos los valores corresponden a un mini-
mo de 5 experimentos con muestras en
triplicado. Las comparaciones se hicieron
mediante la prueba t de Student, empare-
jada o no emparejada y la prueba de
ANOVA con test de Schefté. Un valor de
P < 0,05 se considerd significativo. Todos
los célculos se realizaron con el paquete
estadistico SPSS 10.0, para Windows.

Los hallazgos realizados demuestran
la validez del modelo en cuanto a acu-
mulacién de calcio en forma de crista-
les von Kossa positivos y “*Ca. El in-
cremento alcanzé en general cifras
superiores a 250%. El resultado experi-
mental con aldosterona demuestra un
incremento de captacion de “Ca signifi-
cativo, aunque a concentraciones altas
de la hormona (fig. 1). Este incremento
resulté inhibido en forma masiva (85 +
4% de inhibicién, p < 0,01) en presen-
cia de espironolactona (107 y 10° M).

Jaffe y cols., acaban de referir un re-
sultado similar pero en un modelo ex-
tremadamente selectivo, células calcifi-
cantes, no extrapolable a la generalidad
de las CMLV". Nuestros resultados
indican que la aldosterona potencia la
calcificaciéon en CMLV de tipo normal,
lo que extiende ampliamente el marco
posible de accidn calcificante de la hor-
mona. De importancia, la marcada inhi-
bicién por espironolactona indica que

se trata de un efecto a nivel del receptor
mineralocorticoide.

Si bien es conocido que la aldostero-
na induce cambios pro-fibréticos en la
composicién proteica de la pared arte-
rial*, en nuestro conocimiento, excepto
en el trabajo de Jaffe y cols.", se desco-
nocia que influyera también en el pro-
ceso de calcificacién. Si bien las con-
centraciones a las que hemos detectado
el efecto calcificante son elevadas, las
interacciones que ocurren in vivo con
otros factores pro-calcificantes pueden
ser cruciales para que concentraciones
mds bajas de aldosterona actien como
coadyuvante de otros mediadores.

La existencia de calcificaciones ex-
tradseas en pacientes con hiperaldoste-
ronismo de comienzo temprano en la
infancia, como los sindromes de Bartter
y Gitelman, son otro posible ejemplo
donde la relacién hiperaldosteronismo-
calcificacién puede tener un papel hasta
ahora no sospechado'".

En conjunto, el presente trabajo aporta
nuevos datos en cuanto a los factores que
intervienen en la calcificacion vascular.
No se puede minimizar el interés tera-
péutico potencial de estos resultados al
emplear antagonistas aldosterénicos. De
comprobarse que estos actian sobre el
proceso de calcificacion vascular, podri-
an agregarse una nueva herramienta tera-
péutica a las ya disponibles para el con-
trol de las calcificaciones.
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B) CASOS Y EXPERIENCIAS CLINICAS

Rinén pequeno en
vasculitis renal ANCA
positiva: un posible
marcador de evolucion

subaguda
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Sr. Director: El objetivo de esta carta es
resaltar un hecho clinico real, pero insufi-
cientemente reconocido, la existencia de
vasculitis ANCA-positivas de evolucién
subaguda. Como ejemplo, presentamos
una serie de cinco pacientes con vasculitis
sistémica ANCA-positiva y rifiones de pe-
quefio tamafio al tiempo del diagndstico.
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Todas eran mujeres (edad media 67
afos) y como antecedentes, solo existia
historia de artralgias, epistaxis, anemia
importante y abortos de repeticién en
dos pacientes y asma bronquial en otra.
Todas presentaban sindrome general al
inicio, acompafiado de nicturia en dos
casos y hemoptisis en uno. La Crp
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