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Introduccion

Los mecanismos responsables del fracaso renal
agudo (FRA) y de la insuficiencia renal crénica (IRC)
son complejos, multifactoriales, y el conocimiento
que tenemos de los mismos va progresando lenta-
mente, sin que estemos, ni con mucho, préximos a
comprenderlos en profundidad. En los Gltimos afos
se ha prestado gran atencion al posible papel que
determinados mediadores bioldgicos podrian jugar
en la génesis de estos efectos, considerando desde
péptidos simples muy bien conocidos, como la an-
giotensina Il, hasta metabolitos de bajo peso molecu-
lar, como el 6xido nitrico o incluso factores de creci-
miento. Una relacién que intenta ser exhaustiva de
los mediadores que pueden jugar un papel biolégico
a nivel glomerular, sobre todo en relacién con las cé-
lulas mesangiales, se muestra en la tabla I.

Dentro de estos mediadores, los metabolitos acti-
vos derivados del oxigeno (MADO) han ido cobran-
do una importancia progresiva en los Gltimos afos
como mediadores del dafio renal en determinadas si-
tuaciones fisiopatolégicas. Estos productos se gene-
ran en todas las células del organismo durante el
proceso de reduccion del oxigeno molecular a agua
(fig. 1) 2. La molécula de oxigeno, incorporando
progresivamente electrones, da lugar a la formacion
de anién superéxido (O,.), peroxido de hidrégeno
(H,0,), ion hidroxilo (OH") y otros metabolitos, que
comparten como propiedades su alta reactividad
bioldgica y su corta vida media. La mayoria de ellos
tienen electrones desapareados en sus orbitales, mo-
tivo por el que se conocen frecuentemente como ra-

Correspondencia: Diego Rodriguez Puyol.
Seccion de Nefrologia.

Hospital Universitario Principe de Asturias.
Campus Universitario.

Alcala de Henares. Madrid.

dicales libres, si bien el término MADO es mucho
Mas preciso, ya que, por ejemplo, el peroxido de hi-
drégeno no tiene estructura de radical libre.

Tablal. Mediadores bioactivos sintetizados por las
células mesangiales y capaces de modular su

funcién
Naturaleza Actuan en Sintetizados por

quimica-biolégica células células

Péptidos Angiotensinall  Renina
Vasopresina Endotelina
Insulina
Glucagon
ANP
Somatostatina

Lipidos Prostanoides Prostanoides
MetabolitosLO  Metabolitos LO
PAF PAF

Aminas Norepinefrina
Histamina
Dopamina

Factores de crecimiento/ PDGF PDGF

citoquinas TGFB TGFB
EGF Interleuquinas
Interleuquinas

Otros Adenosina MADO
MADO ON
ON

ANP: péptido natriurético atrial. LO: lipoxigenasa. PAF: factor activador de
las plaquetas. PDGF: factor de crecimiento derivado de las plaquetas.
TGFB: factor de crecimiento transformador B. EGF: factor de crecimiento
epidérmico. MADO: metabolitos activos derivados del oxigeno. ON: éxido
nitrico.

La generacién celular de MADO es un proceso
que puede considerarse fisioldgico, ya que en condi-
ciones normales una cierta cantidad de los mismos
es sintetizada en los procesos respiratorios mitocon-
driales, asi como durante la activaciéon de determina-
dos sistemas enziméticos. Esta sintesis fisioldgica a
nivel celular permanece en todo momento bajo con-
trol, ya que existe una serie de sistemas encargados
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Fig. 1.—Formacién de metabolitos activos derivados del oxigeno a
partir del oxigeno molecular (O,).

de la degradacién de los metabolitos generados, in-
cluyendo proteinas celulares constitutivas, como la
catalasa y las distintas formas de superéxido dismuta-
sa (fig. 1), el sistema del glutatién e incluso metaboli-
tos exdgenos como los tocoferoles. No obstante,
cuando este sistema en equilibrio se descompensa,
basicamente porque se sintetizan MADO en cantida-
des superiores a la capacidad degradadora de las cé-
lulas, es cuando pueden jugar un papel relevante co-
mo generadores de procesos patolégicos.

Papel de los MADO en la fisiopatologia renal

La idea de que los MADO podrian estar implica-
dos en la generacion de diversos procesos patoldgi-
cos renales viene, fundamentalmente, de una serie
de estudios realizados con antagonistas, por asi de-
cirlo, de estos MADO. De hecho, la administracion
de superoxido dismutasa, catalasa, desferrioxiamina,
manitol o vitamina E, sistemas todos ellos capaces de
eliminar radicales libres, resulta beneficiosa en dis-
tintos modelos experimentales de dafo renal, que
abarcan desde formas de fracaso renal agudo *® hasta
distintas glomerulonefritis®'2, habiéndose incluso
propuesto un papel de los MADO en la progresion
cronica del dafio renal '3 14,

dunto a estos estudios, una serie de lineas de inves-
tigacion han intentado evaluar el origen celular de
los MADO generados en distintos contextos fisiopa-
tolégicos. Aunque la creencia inicial era que las cé-
lulas infiltrantes renales eran la principal fuente de
MADO en distintas patologias' ' '®, hoy en dia se
sabe que las propias estructuras renales, en respuesta
a diversos estimulos, son capaces de sintetizar gran-
des cantidades de MADO '6-22, con los subsiguientes
efectos a nivel renal.

Asi pues, se puede afirmar, a la vista de todo lo co-
mentado, que las estructuras renales sintetizan MA-
DO, que esta sintesis aumenta en condiciones fisio-
patologicas y que la eliminacién farmaldgica de estos
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metabolitos, cuando se sintetizan de forma anormal,
resulta beneficiosa para el organismo. En otras pala-
bras, es muy probable que los MADO jueguen un
papel importante en la génesis de distintas enferme-
dades renales. Lo que ya no parece tan evidente es el
mecanismo mediante el cual los MADO inducen al-
teraciones estructurales o funcionales a nivel renal.

La forma de resolver esta pregunta es compleja,
por la dificultad de monitorizar directamente la sinte-
sis tisular de MADO, asi como por la gran labilidad
de estos metabolitos. Por este motivo, diversos gru-
pos de investigacién, incluyendo el nuestro, se en-
cuentran realizando una serie de experimentos in vi-
tro en sistemas celulares en cultivo, con el fin de
simplificar el abordaje a las preguntas fisiopatol6gi-
casrelativas alosMADO. No obstante, antes de revi-
sar detalladamente algunos de estos planteamientos,
convendria revisar sus fundamentos tedricos.

B glomérulo renal es una estructura compleja, con
tres tipos fundamentales de células: endoteliales, me-
sangiales y epiteliales viscerales, inmersas en una
matriz extracelular con dos componentes fundamen-
tales: la matriz mesangial y la membrana basal. Una
revision de los aspectos funcionales mas importantes
de todas estas estructuras esta fuera de los objetivos
de este manuscrito, pero hay algunos aspectos que
habria que resaltar. En primer lugar, los tres tipos ce-
lulares descritos tienen receptores para multiples sus-
tancias bioactivas, como muestra la tabla |, para el
caso de las células mesangiales. Se infiere, pues, fa-
cilmente que muchas de estas sustancias ejercen sus
efectos glomerulares previa interaccion con las célu-
las residentes. En segundo lugar, se sabe que los tres
tipos celulares, y especialmente las células endotelia-
les y mesangiales, tienen una enorme capacidad sin-
tética, produciendo sustancias capaces de actuar
sobre las propias células o incluso en estructuras pré-
ximas como los tubulos o las arteriolas. En tercer lu-
gar, la capacidad contractil de las células mesangia-
les ha sido estudiada ampliamente, y en el momento
actual se piensa que puede ser muy importante en la
regulacién del coeficiente de ultrafiltracion.
Finalmente, el grado de proliferacién de las células
residentes glomerulares, asi como su capacidad para
mantener una matriz mesangial normal, pueden ver-
se modificados en distintas situaciones patoldgicas,
determinando la aparicion de alteraciones estructura-
les a nivel glomerular.

Pues bien, los resultados que van a ser comentados
a continuacién con respecto alos MADO se van a
centrar en estos aspectos funcionales de las células
residentes glomerulares, asumiendo que, al menos en
parte, los efectos patolégicos de estos metabolitos
podrian estar mediados por una modulacién de las
citadas funciones.



Capacidad de los MAD O para contraer las células
mesangiales en cultivo

La demostracién de que una sustancia determina-
da es capaz de contraer las células mesangiales en
cultivo conlleva una asuncion conceptual importan-
te, si bien todavia controvertida, a saber, que la sus-
tancia en estudio es capaz de disminuir el coeficiente
de ultrafiltracién glomerular y, en consecuencia, dis-
minuir el filtrado 226, Cuando nuestro grupo se plan-
ted demostrar este posible efecto de los MADO en la
capacidad contractil mesangial, se intentaba analizar
los mecanismos fisiopatol6gicos que condicionaban
la disminucién del filtrado glomerular en las formas
de fracaso renal agudo o glomerulonefritis en las que
se habia propuesto un papel paralos MADO.

Como puede observarse en la parte superior de la
figura 2, el area de seccién de las células mesangia-
les de rata en cultivo disminuia en presencia de con-
centraciones crecientes de peroxido de hidrégeno
(panel de la izquierda) o al aumentar el tiempo de in-
cubacién con el citado metabolito (panel de la dere-
cha). Como prueba de que el cambio de forma ob-
servado era una verdadera contraccion, se analiz6
también si los mismos efectos eran evidentes en es-
tructuras glomerulares integras, y como puede obser-
varse en la parte inferior de la misma figura, se obtu-
vieron resultados totalmente comparables a los de las
células.
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Fig. 2.—Fectos del perdxido de hidrégeno (H,0,) sobre el area de
seccion celular (ASC) (paneles superiores) y el area de seccion
glomerular (ASG) (paneles inferiores) de células mesangiales en
cultivo y glomérulos aislados de rata. Los paneles de la izquierda
muestran la dependencia de los efectos observados de las
concentraciones utilizadas (tiempo de incubacion, 30 min),
mientras que los de la derecha analizan las variaciones en funcién
del tiempo de incubacién (concentracion, 100 uM). * p < 0,05 vs
C o tiempo 0.

RADICALESLIBRESEN LA FISOPATOLOGIA RENAL

Estos estudios, publicados en 199227, fueron la pri-
mera demostracion del efecto contractil de los MA-
DO en células mesangiales en cultivo y glomérulos
aislados. H efecto observado no era de naturaleza t6-
xica, ya que la viabilidad celular era perfecta tras las
incubaciones. Se confirm6 asimismo la naturaleza
contractil de los cambios de forma observados a ni-
vel celular, demostrando que el peroxido de hidrége-
no aumentaba también la incorporacién de fésforo
en la cadena ligera de la miosina, fendbmeno bioqui-
mico que desencadena la contraccién celular.
Finalmente, se comprobd que el efecto contréctil de
los MADO dependia de la translocacion de calcio
desde el espacio extracelular al intracelular, siendo
menos importantes los depdsitos intracelulares de ese
ion divalente.

B efecto contréctil de los MADO en células me-
sangiales en cultivo fue confirmado posteriormente
por otros autores, o que apoyaba claramente nuestro
planteamiento inicial, que proponia un efecto con-
tractil intrinseco sobre las células mesangiales como
mecanismo responsable de los cambios en la filtra-
cion glomerular en presencia de MADO.

Capacidad de los MAD O para inducir la
proliferacion de las células mesangiales en cultivo

Muchas glomerulonefritis se caracterizan por la
proliferacién de células de distinto origen en el ovillo
glomerular, y es muy posible que estos cambios es-
tructurales puedan tener relacién con las modifica-
ciones funcionales agudas y, sobre todo, con los
cambios crénicos que se producen en estos procesos.
Dado que, como se ha comentado antes, el trata-
miento con antioxidantes mejora en ocasiones la
evolucion de estos procesos, el planteamiento de
nuestro grupo fue que, quizd, la proliferacién de cé-
lulas residentes glomerulares, en particular de las
mesangiales, podria verse estimulada directamente
por los MADO. Esto parecia, a primera vista, un
planteamiento contradictorio, ya que siempre se ha
pensado que los MADO eran capaces de destruir cé-
lulas, pero no de estimular su crecimiento.

B peréxido de hidrégeno estimula la proliferacion
de células mesangiales de rata en cultivo, siendo po-
sible demostrar, en células tratadas con este MADO,
no s6lo una mayor sintesis de ADN, sino también un
incremento real de la celularidad 28. Al igual que
ocurria con la contraccion, este efecto era depen-
diente de calcio extracelular, siendo bloqueado con
verapamilo y diltiazem. La figura 3 muestra la depen-
dencia de la incorporacién de timidina tritiada en el
ADN celular de la concentracién de peréxido de hi-
drégeno utilizada.
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Fig. 3. —Incorporacién de timidina tritiada en células mesangiales
de rata en cultivo incubadas con diferentes concentraciones de
perdxido de hidrégeno (H,0,). * p < 0,05 vs C.

Resultados recientes de nuestro grupo, en colabo-
racién con la Universidad de Erlangen, han contri-
buido a explicar, con una mayor profundidad, los
mecanismos celulares implicados en la proliferacién
mesangial en presencia de MADO 2. En estos experi-
mentos, aparte de confirmar el efecto inductor de la
proliferacion de los MADO, fue posible demostrar la
capacidad del peroxido de hidrégeno para inducir la
fosforilacion en residuos tirosina del receptor del fac-
tor de crecimiento derivado de las plaquetas, asi co-
mo de la proteina src, sabiéndose hoy en dia con
bastante precision que estos cambios bioquimicos se
asocian al fenémeno de proliferacion celular.

Capacidad de los MAD O para inducir la sintesis de
mediadores bioactivos en las células mesangialesy
endoteliales en cultivo

Ya desde hace afos es bien conocido el efecto de
los MADO para modular la sintesis de prostanoides
en estructuras glomerulares aisladas o incluso en cé-
lulas mesangiales en cultivo. Los estudios de Baud y
cols. demostraron un aumento de la sintesis de pros-
tanoides en glomérulos aislados incubados con MA-
DO, dependiendo el efecto especificamente del
perdxido de hidrégeno y no de otros productos reac-
tivos®. Por su parte. Adler y cols. encontraron un
efecto bifasico de los MADO sobre la sintesis de
prostanoides en células mesangiales de rata en culti-
vo ®'. Una muestra de nuestros resultados?®?, que
coinciden con los de Baud, se indica en la figura 4:
los glomérulos aislados de rata, incubados con per6-
xido de hidrégeno, sintetizan mas tromboxano A,,
medido como su metabolito estable tromboxano B,,
que los controles, de forma dosis (panel superior) y
tiempo (panel inferior) dependiente.
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Fig. 4. —Sintesis del metabolito estable del tromboxano A,,
tromboxano B, (TxB,), en glomérulos aislados de rata incubados
con diferentes concentraciones de peroxido de hidrégeno (H,0,)
durante 30 min. (panel superior) o con una misma concentracion
(100 uM) durante tiempos diferentes (panel inferior). * p < 0,05 vs
concentracion o tiempo 0.

En adicidon a esta modulacién de la sintesis de
prostanoides, nuestro grupo también ha demostrado
que los MADO pueden estimular la produccién de
factor activador de las plaquetas (PAF), tanto en
células en cultivo como en glomérulos aislados de
rata?” 32, Este efecto no habia sido puesto en eviden-
cia previamente en esta estirpe celular, si bien si ha-
bia sido posible demostrar la produccion de PAF en
células endoteliales incubadas con MADO.

Jdunto a estos efectos estimuladores de la sintesis de
mediadores bioactivos por parte de los MADO en cé-
lulas mesangiales, es muy posible que estos deriva-
dos del oxigeno también puedan modificar la activi-
dad funcional de otras células glomerulares, como
las endoteliales. B cultivo de endotelio glomerular es
una técnica muy compleja, utilizada Unicamente por
unos pocos investigadores en el mundo. Nuestro gru-
po ha evaluado, no obstante, el efecto de los radica-
les libres sobre la expresion del mRNA de una enzi-
ma endotelial muy importante, la 6xido nitrico
sintetasa constitutiva, responsable de la sintesis de
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Fig. 5.—Expresion del mRNA de la 6xido nitrico sintetasa cons-
titutiva (panel superior) en células endoteliales de aorta bovina
incubadas durante 4, 8 y 24 horas con un sistema generador de
metabolitos activos derivados del oxigeno (xantina 0,1 M mds
xantina oxidasa 1 mU/ml). B panel medio muestra los cambios
observados en la expresion del mRNA de la actina, mientras que
el inferior es un andlisis numérico del cociente entre ambas
expresiones de mRNA.

oxido nitrico, pero 1o ha hecho en endotelio de aor-
ta. Como puede observarse en la figura 5, que recoge
unos resultados muy preliminares, el mRNA de la en-
zima aumenta en funcién del tiempo de incubacién
con un sistema generador de radicales libres. La con-
secuencia de este efecto seria, evidentemente, un au-
mento en |la produccion celular de éxido nitrico.

La importancia conceptual de estos hallazgos es
muy grande. Los prostanoides, el PAF y el 6xido nitri-
co regulan multiples aspectos de la funcién renal, in-
cluyendo la propia funcion de las células residentes
glomerulares, el grado de constriccion/dilatacion de
las arteriolas aferente y eferente y el manejo tubular
de iones. Teniendo en cuenta que todas las estructu-
ras mencionadas se encuentran proximas al lugar de
sintesis de estos mediadores, se comprende facilmen-
te que los MADO, induciendo variaciones en su tasa
de produccién, puedan modificar de forma marcada
diversos aspectos de la funcién renal.

RADICALESLIBRESEN LA FISOPATOLOGIA RENAL

Comentariosfinales

En consecuencia, y a la vista de las evidencias co-
mentadas hasta el momento, se podria concluir que
los MADO juegan un papel primordial en el desarro-
llo de ciertas patologias renales, agudas y crénicas.
Un esquema tentativo de como podria ser su meca-
nismo general de accién se representa en la figura 6.
Las vias del mesangio y el endotelio han sido explo-
radas con éxito, si bien son precisas muchas mas evi-
dencias experimentales para comprender el proble-
ma en toda su profundidad. B posible papel de los
MADO en laregulacién de la funcién del epitelio
glomerular es mucho menos conocido y deberé ser
estudiado en afos venideros.

RADIGALES
LIBRES

CAMEIDS FUSCEIN GLOMERILAR
CAMBIOS ESTROCTURA GLOMERULAR

Fig. 6.—Esquema integrador del posible mecanismo de accion de
los metabolitos activos derivados del oxigeno, en condiciones
fisiopatoldgicas, a nivel glomerular.
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