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RESUMEN

El receptor mineralocorticoide (MR) y su principal ligando la aldosterona juegan un papel fundamental
en la regulacion de la presion arterial a través de sus efectos facilitadores de la reabsorcion de sodio y
agua. Los antagonistas del receptor de la aldosterona son fdrmacos de probada eficacia, que en la ac-
tualidad se utilizan en pacientes seleccionados con hipertension arterial resistente. Ademads, estos far-
macos aumentan la supervivencia en diversas circunstancias como en la insuficiencia cardiaca,
proporcionan proteccion renal en pacientes con enfermedad renal cronica y tienen efectos beneficiosos
adicionales en otras patologias. Mds alld de sus efectos cardiorrenales, en la actualidad sabemos que el
MR se expresa en otros tejidos como células musculares lisas y endoteliales vasculares mediando efectos
deletéreos tales como remodelado vascular, rigidez vascular y disfuncion endotelial, los cuales son factores
prondsticos de futuros eventos cardiovasculares. Ademds, nuevas evidencias experimentales demuestran
que el MR se expresa también en células adyacentes a la vasculatura como células inmunes y adipocitos
a través de los cuales podria influir en la funcién y estructura vascular. Entre los mecanismos responsables
de dichos efectos se incluyen mecanismos gendmicos y no gendmicos, que facilitan la produccion de es-
pecies reactivas de oxigeno de distintas fuentes, entre las que destaca la enzima NADPH oxidasa, asi
como de otros mediadores inflamatorios. En este articulo se revisan las evidencias experimentales y di-
nicas que sugieren que la activacion del MR por aldosterona es un importante mediador de daiio vascular
a través de la produccion de especies reactivas de oxigeno.

ABSTRACT

Mineralocorticoid receptor (MR) and its main ligand aldosterone, play a key role in the regulation of
blood pressure through their effects increasing sodium and water reabsorption. MR antagonists are ef-
fective drugs that are currently used in selected patients with resistant hypertension. In addition, these
drugs increase patients survival in specific circumstances such as heart failure, they offer renal protection
in chronic kidney disease patients and they have beneficial effects in other pathologies. Besides MR car-
diorenal effects, it is now accepted that MR is expressed in other tissues and cells such as vascular smooth
muscle cells and endothelial cells where excessive MR activation induces deleterious effects such as vascular
remodeling and stiffness and endothelial dysfunction, which are prognostic factors for future cardiovas-
cwlar events. Moreover, novel evidence demonstrate that MR is also expressed in non-vascular cells ad-
jacent to vessels such as immune cells and adipocytes that might influence vascular function and structure.
Among the mechanisms responsible for these effects of MR are genomic and non genomic mechanisms
that facilitate reactive oxygen species production mainly from the NADPH oxidase enzyme, as well as
production of other inflammatory mediators. Here we review the experimental and clinical evidence that
suggest that MR activation by aldosterone is an important mediator of vascular damage through the
production of reactive oxygen species.
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1. INTRODUCCION

El receptor mineralocorticoide (MR) es el receptor principal
de la hormona aldosterona, la cual regula en el rifidn la retencion de
sodio y agua modulando asi la homeostasis idnica y el volumen san-
guineo y, por tanto, la presion arterial. EI MR, cuya localizacion se
penso originariamente que era exclusiva del riidn, se encuentra ex-
presado en multitud de tejidos extra-renales y es funcionalmente activo
en los sistemas cardiovascular, inmune y tejido adiposo. La excesiva
activacion del MR estd implicada en varias enfermedades cardiovas-
culares (1,2) y en los dltimos afios, se le ha implicado también en en-
fermedades metabdlicas y en la resistencia a insulina. A nivel vascular,
el MR se expresa en células endoteliales y células musculares lisas y su
activacion da lugar a remodelado vascular, fibrosis y disfuncion endo-
telial, lo cual produce dafio vascular, rigidez vascular e hipertension
arterial (1-3). EI MR también se expresa en células no vasculares pero
en contacto directo con la pared vascular, como las procedentes del sis-
tema inmune y los adipocitos mediando diversos procesos inflamatorios
y metabdlicos (4,5).

El MR es un receptor intracelular que tiene tres dominios:
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un dominio N-terminal que controla la actividad transcripcional del
receptor; el dominio de union al DNA que influye en la union de ele-
mentos especificos de respuesta a la region promotora de los genes
diana del MR y finalmente, el dominio de union al ligando para al-
dosterona. Tras la activacion, el MR se transloca al nddeo y regula la
transcripcion génica y la traduccion de proteinas, mediante la union
en el DNA a elementos de respuesta estimulantes o represores de la
sintesis de hormonas/esteroides (1,2). Ademds, aldosterona produce
efectos no genomicos rdpidos mediados por mecanismos dependientes
e independientes del MR (6) y estudios recientes han puesto en evi-
dencia que la supresion de la expresion de miRNAs dependiente de
MR ocasiona la sobreexpresion vascular de las dianas de dichos miR-
NAs (7). Tanto los efectos gendmicos como los no gendmicos promueven
la produccion de especies reactivas de oxigeno, principalmente por la
enzima NADPH oxidasa, asi como inflamacion y fibrosis, las cuales in-
tervienen en el remodelado y rigidez vascular asi como en la disfuncion
endotelial. Esta revision se centra en la relacion entre la aldosterona,
el receptor mineralocorticoide y el estrés oxidativo asi como en los efec-
tos vasculares de dicha relacion (Figura 1).

Figura 1. Papel del receptor mineralocorticoide en el dafio vascular. A nivel vascular, el receptor mineralocorticoide (MR) se expresa en células endoteliales
y vasculares lisas. También se localiza en adipocitos y células inmunes que pueden rodear o infiltrarse en el vaso. La activacion del MR a través de mecanismos
gendmicos y no genomicos da lugar a la produccion de especies reactivas de oxigeno, que favorecen la disfuncion endotelial, el remodelado, fibrosis y rigidez
vascular asi como inflamacion cronica de bajo grado. Todos estos factores producen dafio vascular que favorecen o contribuyen al desarrollo y/o mantenimiento
de la hipertension arterial y otras enfermedades cardiovasculares. CE: Célula endotelial; CMLV: Célula muscular lisa vascular
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2. PAPEL DEL RECEPTOR MINERALOCORTICOIDE EN LA PRO-

DUCCION DE ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO EN CELULAS
VASCULARES

Numerosas evidencias demuestran que existe una relacion
entre el MRy la sefializacion redox en células vasculares. En modelos
animales como el obtenido tras la administracion de acetato de deo-
xicorticosterona (DOCA) y sal o de aldosterona y sal, con o sin nefrec-
tomia, se observa un incremento en el estrés oxidativo vascular.

Ademds, tanto en en modelos experimentales como en hu-
manos, los farmacos bloqueantes del MR reducen los niveles de especies
reactivas de oxigeno (ROS, del inglés reactive oxygen species) en pa-
tologias cardiovasculares como la hipertension, obesidad, aterosclerosis
o insuficiencia cardiaca, si bien existen ciertas diferencias entre los di-
versos estudios que bien podrian ser explicadas por una deficiente o
no adecuada medida de dichas ROS, lo cual constituye un importante
desafio en la actualidad (8,9).

En células musculares lisas vasculares (CMLV) (10-15) y cé-
lulas endoteliales (16-21) en cultivo, la exposicion a aldosterona in-
crementa la produccion de ROS. Ademds, la infusion de aldosterona
en roedores incrementa el estrés oxidativo plasmdtico y vascular y el
bloqueo del receptor MR reduce la produccion de ROS en el contexto
de la hipertension, la obesidad y ofras enfermedades cardiovasculares
(21-29). Estudios iniciales identificaron a la enzima NADPH oxidasa
como la responsable de la incrementada produccion de ROS vasculares,
especificamente de anién superéxido (0,), en aorta de ratas con hi-
pertension inducida por mineralocorticoides, excluyendo ofras fuentes
de ROS vasculares (por ejemplo, la eNOS desacoplada, o la xantina
oxidasa) como potenciales contribuyentes (30). De hecho, la NAPDH
oxidasa se considera la principal fuente productora de ROS en res-
puesta a aldosterona y activacion de MR en vasos.

La familia de la NADPH oxidasa o Nox estd compuesta de 7
isoformas que incluyen las Nox1-5 y las Duox1 y 2, varias subunidades
regulatorias (p22phox, p47phox, Noxo1, p67phox, Noxal, p40phox)
y el principal factor de union Rac. La principal funcion catalitica de las
NADPH oxidasas es la generacion de ROS y lo hacen reduciendo el oxi-
geno a 0, siendo NADPH el donador de electrones. Nox2 es la Nox
cldsica que fue inicialmente caracterizada en leucocitos. Asimismo, Nox-
1, Nox-2, Nox-4 y Nox-5 se expresan en el sistema cardiovascular y, es
importante mencionar que Nox5 no se expresa en roedores, lo cual di-
ficulta enormemente su estudio. En relacion con la especie oxidante
que producen cada una de las isoformas, Nox1, Nox2, Nox3 y Nox5
producen 0, mientas que Nox4 y las Duox producen H,0, (31, 32). En
las arterias, las células vasculares poseen Noxs funcionales pero ade-
mds, los macrofagos residentes, los neutrdfilos y las plaquetas también
expresan NADPH oxidasas, particularmente en situaciones patoldgicas,
que pueden contribuir al dafio vascular en diversas patologias (32,
33).
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2.1. Mecanismos implicados en la produccion de especies
reactivas de oxigeno en respuesta a aldosterona y estimu-
lacién del MR

En la actualidad, se conoce que el receptor MR puede producir
varios de sus efectos a través de efectos gendmicos y no gendmicos, y
la produccion de ROS es uno de dichos efectos (Figura 1). Asi, diferentes
estudios han mostrado modulacion de las Nox por aldosterona/MR.
Concretamente, a nivel vascular, la combinacion de aldosterona y sal
produce un aumento en la produccion de 0,” en CMLV a través de la
sobreexpresion de Nox1 sin afectar al mRNA de Nox4, p22phox o
p47phox (11). En células endoteliales de vena umbilical humana, al-
dosterona aumentd la transcripcion de p47phox pero no tuvo efecto
en los transcritos de Nox1, Nox2, Nox4, p22phox, p40phox, o p67phox
(16). Sin embargo, otros estudios mostraron que la incubacion con al-
dosterona durante 24 h incrementd de manera dependiente de la dosis
la expresion del mRNA de Nox4 en dichas células endoteliales humanas
(17). En células endoteliales pulmonares humanas, aldosterona incre-
mentd los niveles de proteina de Nox4 y p22phox asi como la produc-
cion de H,0, (20). De manera similar, en células endoteliales de retina
bovina, aldosterona incrementd la expresion del gen de Nox4 (19) y
otro estudio mostrd que la administracion de aldosterona moduld ex-
clusivamente la expresion del gen de p22phox en células endoteliales
aorticas (21). En estudios in vivo se ha observado que la administracion
de aldosterona mds sal a ratas incrementd la actividad de la NADPH
oxidasa y la expresion de p47phox, gp91phox y p22phox (34). Mds re-
cientemente, Jia y cols (29) encontraron una incrementada expresion
vascular de Nox2 y de nitrotirosina (un marcador de estrés nitrosativo)
después de 3 semanas de infusion de aldosterona en ratones. Todos
estos resultados claramente sugieren un patron de sobre-expresion de
NADPH oxidasa por aldosterona a nivel vascular, lo cual es ademds
apoyado por el hecho de que antagonistas del MR disminuyen la ex-
presion de distintas subunidades de la NAPDH oxidasa (9). Por ejem-
plo, el tratamiento con eplerenona disminuyd la expresion de p22phox,
p47phox y p40phox en un modelo de dieta alta en grasa (21). Ademds,
la eliminacion del MR en distintos tipos de células vasculares especificos
disminuye la expresion de las isoformas de la NADPH oxidasa (am-
pliado mds abajo).

En lo que respecta a la activacion no gendmica rdpida del
MR por aldosterona, se ha sugerido que MR podria estar localizado
cerca de la membrana plasmdtica pero no directamente insertado en
ella. EI MR se localizaria en el lado citosdlico asociado a proteinas de
anclaje que estdn asociadas a la membrana o insertadas en ella como
estriatina o caveolina-1 (6). En esta localizacion, aldosterona podria
interaccionar con receptores con actividad firosina quinasa tales como
el receptor para el factor de crecimiento epidérmico (EGFR), el receptor
para el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFR) o el re-
ceptor para el factor de crecimiento similar a insulina 1 (IGF1R), asi



como con receptores acoplados a proteinas G (GPCR), tales como el re-
ceptor AT1 de angiotensina Il o el receptor 1 de estrogenos acoplado
a proteinas G (GPER1) (6). La familia Src de proteinas con actividad
tirosin quinasa parece estar implicada en la generacion no gendmica
de ROS inducida por aldosterona (9). Concretamente, en CMLV en cul-
tivo, la generacion de ROS a través de NADPH oxidasa mediada por
los efectos no gendmicos de aldosterona estd aumentada en células de
ratas espontdneamente hipertensas y es dependiente de ¢-Src (10).
También se ha descrito un papel para ¢-Srcy Rac-1 en la activacion de
NADPH oxidasa en células endoteliales, aunque este efecto podria
estar mediado por vias gendmicas ya que se analizaron los efectos de
la incubacion con aldosterona durante tiempos prolongados (18). En
CMLV, la transactivacion de EGFR y PDGFR pero no de IGFR, inducida
por MR y ATT activa ¢-Src que a su vez, facilita la activacion de la
NAPDH oxidasa y la produccion de ROS lo que produce migracion de
CMLV (35).

Ademds de los receptores acoplados a tirosin quinasas, los
GPCR son importantes compaiieros implicados en las acciones no ge-
nomicas de aldosterona. Asi, la interaccion entre el MR y el AT1 se ha
implicado en la produccion de ROS inducida por angiotensina Il en
vasos ya que el bloqueo del MR puede inhibir dicha produccion (22).
Més recientemente, se ha mostrado que el subtipo AT1a es necesario
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para la disfuncion endotelial, remodelado vascular, estrés oxidativo e
inflamacién inducidos por la activacion del MR (27), aunque un efecto
gendmico no puede ser del todo descartado en estos estudios. En mio-
itos cardiacos, la interaccion entre el MR y el AT1 participa en la ge-
neracion de ROS inducida por aldosterona mediada por Nox4 a través
de la quinasa 2 de receptores acoplados a proteinas G (GRK2) proba-
blemente a través de acciones no gendmicas (36), aunque si este me-
canismo dependiente de GRK2 también ocurre en células vasculares
no se conoce. Igualmente, no es conocido el papel del posible nuevo
receptor de aldosterona GPERT (también conocido como GPR30) en
la produccion de ROS inducida por aldosterona en células vasculares y
las evidencias que apoyan esta posibilidad provienen de células car-
diacas (37,38).

Finalmente, es importante destacar que la sefializacion no
gendmica del MR también puede modular los efectos gendmicos (6)
perpetuando asi la generacion de ROS en células vasculares.

2.2. Ruta aldosterona/MR/estrés oxidativo en células endo-
teliales y musculares lisas

Numerosas evidencias experimentales han demostrado un
efecto beneficioso del bloqueo de la ruta aldosterona/MR en el daio
vascular, concretamente en la disfuncion endotelial, remodelado y ri-

Figura 2. Implicacion del receptor mineralocorticoide en el dafio vascular en situaciones patoldgicas. En condiciones patoldgicas como la diabetes tipo 2
(T2DM), la edad, la hipertension arterial o la obesidad, la excesiva produccion de aldosterona y/o activacion del receptor MR en los distintos tipos de celulares
vasculares, en los adipocitos o en células inflamatorias infiltradas, produce la activacion de la enzima NADPH oxidasa y la generacion de especies reactivas
de oxigeno (ROS). Estos mediadores afectan a la funcién de dichos tipos celulares produciendo cambios fenotipicos y la proliferacion y migracién de células
musculares lisas, la excesiva produccion de matriz extracelular y de citoquinas inflamatorias. Estos eventos contribuyen al remodelado y rigidez vascular, la
disfuncion endotelial y al estado inflamatorio caracteristicos de muchas de estas enfermedades.

Receptor mineralocorticoide extrarrenal. Una posi-
ble nueva diana para combatir el daiio vascular.
Ana M. Briones y Raquel Rodrigues-Diez



ANALES
RANF

www.analesranf.com

gidez vasculares, asi como en el estrés oxidativo (1-3,21,22,39-42).
Por tanto, se ha sugerido que muchos de los efectos beneficiosos de los
antagonistas de MR podrian deberse, al menos en parte, a su habilidad
para disminuir el estrés oxidativo. Esto se apoya también en evidencias
directas que proceden de estudios utilizando modelos de infusion de
aldosterona o mineralocorticoides junto con tratamientos antioxidantes
o por el uso de modelos transgénicos de raton que sobre-expresan o
no expresan el MR.

MR se expresa en células endoteliales de arterias cerebrales
donde produce un aumento en la produccion de 0, en respuesta a ni-
veles cronicamente aumentados de aldosterona (26). Ademds, la ex-
presion del mRNA de p22phox, pero no de gp91phox, se incremento
por aldosterona, siendo este efecto completamente bloqueado en ra-
tones con delecion de MR especificamente en células endoteliales, lo
cwal se acompaid ademds de una mejoria en la funcion endotelial
(21). Sin embargo, en ausencia de estimulos, la sobre-expresion con-
dicional de MR en células endoteliales no es suficiente para incrementar
los niveles locales o sistémicos de estrés oxidativo (43), lo que sugiere
que la sobreexpresion de MR solo no es suficiente para producir un
aumento en la generacion de ROS. Este hallazgo coincide con la idea
de que el MR de las células endoteliales podria ser vasoprotector en
estados fisioldgicos y que dicha proteccion se pierde cuando coexisten
factores de riesgo cardiovascular tales como hipertension u obesidad
o situaciones asociadas a elevados niveles de aldosterona, como se ha
sugerido recientemente (2,44) (Figura 2). En apoyo de esta hipdtesis,
la deficiencia del MR especificamente en células endoteliales previno
el aumento en la expresion de Nox2, Nox4, p22phox y 3-nitrotirosina
inducidos por una dieta tipo westerny esto fue paralelo a una reduccion
en la fibrosis adrtica y la rigidez, asi como con la normalizacion de la
activacion de la eNOS (28). Igualmente, la eliminacion de MR en cé-
lulas endoteliales previno en arterias de resistencia, la disfuncion en-
dotelial asociada a la hiperlipidemia en hembras, pero no en machos,
y esto se asocio a una menor produccion de 0,7 (45).

En lo que respecta a CMLV, aunque los ratones con delecion
especifica de MR en CMLV no muestran cambios en los niveles basales
de ROS, dichos ratones cuando envejecen producen significativamente
menos ROS (7,46). Ademds, tanto los ratones jovenes como los enve-
jecidos que no expresan MR en CMLV muestran una atenuada produc-
cion de ROS inducida por angiotensina Il (46), lo cual podria contribuir
a la menor presion arterial que muestran esos animales y a la mejor
funcion vascular (46). Mds recientemente, una relacion inversa entre
el receptor MR de CMLV y el miR-155 se ha descrito en el envejeci-
miento (7), relacion por la cual este miRNA produciria una represion
del estrés oxidativo asociado a MR de CML, lo cual tendria un efecto
también en la funcion vascular (7). Sin embargo, la fuente de ROS es-
pecifica que seria modulada por el miR-155 es desconocida. El MR de
CML también se ha implicado en la progresion de la insuficiencia car-
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diaca post-infarto de miocardio a través de su efecto directo induciendo
estrés oxidativo, que favorece la disfuncion endotelial y una disminu-
cion en la reserva coronaria (47). Asi, en este estudio, los antioxidantes
apocinina y superoxido dismutasa (SOD), mejoraron la relajacion de-
pendiente de endotelio de arterias coronarias de ratones con infarto
de miocardio sin afectar a la relajacion de las arterias de ratones knoc-
kout para MR especificos de CMLV de ratones con infarto ni a las arte-
rias de ratones con infarto tratados con el antagonista del MR
finerenona (47), hallazgos que indican un menor efecto del estrés oxi-
dativo cuando el MR estd ausente en CMLV o después de un bloqueo
general del MR. Todos juntos, estos resultados apuntan a las células
endoteliales y las CMLV como fuentes potenciales de ROS en respuesta
a aldosterona o condiciones patoldgicas que impactan sobre la funcion
vascular (Figura 2).

Respecto al papel del estrés oxidativo en el remodelado y la
rigidez vascular, se ha demostrado que la administracion de una com-
binacion de aldosterona y sal produjo un aumento en la produccion
de 0, e hipertrofia de las CMLV a través de la sobreexpresion de
Nox1 (11). Asimismo, diferentes antioxidantes atenuaron la senescen-
tia inducida por aldosterona de CMLV y la expresion del factor proli-
ferativo Ki-ras2A (48). Ademds, se ha sugerido que aldosterona
aumenta los efectos hipertroficos vasculares de la insulina a través de
rutas mediadas por MR y estrés oxidativo (49). Igualmente, la hiper-
trofia y la fibrosis perivasculares inducidas por aldosterona, se dismi-
nuyeron significativamente por el tratamiento a largo plazo con
espironolactona o antioxidantes (50, 51). Sin embargo, los efectos pro-
fibroticos pero no las acciones hipertroficas de aldosterona en arterias
de resistencia fueron blogueados por el antioxidante tempol (23). Los
mecanismos responsables de estos efectos posiblemente radican en la
capacidad de los ROS producidas por aldosterona para modular diver-
sos genes implicados en el dafio vascular, tales como el factor de cre-
cimiento de plaquetas, las metalotioninas 1y 2 o el factor de
crecimiento del tejido conectivo (52). Ademds, aldosterona incrementd
la expresion de los factores profibroticos fibronectina y el inhibidor del
activador del plasmindgeno (PAI-1) en ratones de fenotipo salvaje
pero no en ratones knockout para Nox1 (53,62) (Figura 2). Finalmente,
el tratamiento con el antioxidante tempol inhibid la expresion de otros
marcadores proinflamatorios y profibroticos tales como osteopontina,
la molécula de adhesion intracelular 1, la molécula de adhesién celular
vascular 1o la expresion del gen de PAI-1 inducidos por la infusion de
aldosterona en ratas (54).

Entre los mecanismos responsables de la disfuncion endote-
lial, generalmente se asume que la inferaccion entre NOy 0, gene-
ralmente procedente de la NADPH oxidasa, da lugar a la formacion
de ONOO- o al desacoplamiento de eNOS, lo cual facilita una dismi-
nucion en la disponibilidad de NO, entre otros mecanismos (revisado
extensamente en 31-33,55,56). En este escenario, la aldosterona pro-



dujo una inhibicion de la produccion de NO en células endoteliales que
fue parcialmente restaurada por la delecion de la subunidad p47phox
utilizando un siRNA (16). Otros potenciales mecanismos responsables
de la disfuncion endotelial inducida por la ruta aldosterona/MR/ROS
incluyen: 1) modificaciones postraduccionales oxidativas de la actividad
de la guanilato ciclasa, que empeora la capacidad de responder de
esta enzima ante el NO (12); 2) disminucion en la expresion de la en-
zima antioxidante Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (57) o 3) modi-
ficaciones oxidativas de los grupos tiol de las cisteinas funcionales
(Cys405) en el receptor B para endotelina (ETBR), por mecanismos
que dependen de la produccion e H,0, de Nox4, que empeoran la ac-
tivacion dependiente de dicho receptor y la consiguiente activacion de
la eNOS lo que disminuye la produccion de NO (20). En este sentido,
la activacion del MR durante la isquemia renal induce activacion de
Racl, que incrementa la produccion de ROS en las CMLY, los cuales di-
funden a las células endoteliales para inducir modificaciones postra-
duccionales en el ETBR que empeora la activacion de la eNOS y
disminuye la produccion de NO, danto lugar a una sostenida vasocons-
triccion y reducida perfusion del rifidn (58). Ademds, la sobreexpresion
especifica en cardiomiocitos del receptor humano MR induce severa
disfuncion endotelial coronaria con disminuida respuesta relajadora
mediada por NO en respuesta a acetilcolina en arterias coronarias,
efectos que fueron prevenidos por un mes de tratamiento con un an-
tagonista del MR, con vitamina E/vitamina C o con un inhibidor de la
NADPH oxidasa (59). Finalmente, también se ha descrito un papel del
canal de sodio epitelial en el efecto de aldosterona incrementando el
estrés oxidativo, la rigidez vascular, la disfuncion endotelial y la fibrosis
(29). Curiosamente, Racl no es solo uno de los componentes de la
NADPH oxidasa, sino que sirve para aumentar la sefializacion del MR
en el rifion (60). Esta ruta Rac1-MR se activa por ROS en cardiomiocitos
(61) y también juega un papel crucial en la produccién de ROS y la
disfuncién cardiaca (62).

3. PAPEL DEL MR COMO PRODUCTOR DE ESTRES OXIDATIVO

EN CELULAS INMUNES

Evidencias cada vez mas abundantes sugieren que aldoste-
rona induce infiltracion vascular de monocitos/macréfagos y células T
en diferentes situaciones patolégicas (24,63,64). EIl MR se expresa en
macrofagos y linfocitos T donde funciona como un importante regula-
dor transcripcional del fenotipo celular y de la funcion y que puede ser
activado incluso con niveles normales o bajos de aldosterona en situa-
ciones patoldgicas (5,65) (Figuras 1y 2).

La relacion entre las células inmunes, el MR y el estrés oxi-
dativo fue demostrada en ratas uninefrectomizadas y tratadas durante
4 semanas con un 1% de NaCl en la dieta junto con aldosterona. En
estas ratas se encontrd una incrementada produccion de H,0, por mo-
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nocitos y linfocitos, una sobreexpresion de la tirosina fosfatasa inducida
por estrés oxidativo y de la Mn-SOD en células periféricas mononudle-
ares y la presencia del marcador de estrés oxidativo 3-nitrotirosina en
células inflamatorias (D4 + invadiendo arterias coronarias intramu-
rales (66). Asimismo, Guzik y cols (67) mostraron que la hipertension
inducida por DOCA/sal y la produccion de 0, asociada en la aorta se
abolieron en ratones deficientes en rag-/- que no poseen linfocitos T
y B. Ademds, una aumentada cantidad de linfocitos T reguladores, que
son supresores de las respuestas inmunes innatas y adaptativas, pre-
vinieron la disfuncion endotelial, el remodelado vascular y el estrés
oxidativo inducidos por aldosterona (25). Mds recientemente, el papel
clave del MR en células inmunes en la generacion de estrés oxidativo
fue demostrada por Sun y cols (68), que mostraron que arterias de ra-
tones knockout para MR especificamente en células T, mostraban menor
produccion de 0,7, lo cual ademds se correlaciond con un menor daiio
de organo diana incluyendo mejor funcion endotelial y menos hiper-
trofia vascular y fibrosis después de la infusion con angiotensina II.

Esto podria ser debido a una menor produccion de células T
productoras de IFN-y en las arterias (68). De hecho, el receptor MR de
las células T facilita la activacion de dichas células modulando la pro-
duccion de citoquinas proinflamatorias tales como IFN-y e IL-6 (69),
las cuales es bien conocido que pueden producir produccion de ROS a
nivel vascular.

Respecto a los macréfagos, se ha demostrado que la estimu-
lacion de macrdfagos con aldosterona induce un fenotipo proinflama-
torio M1 (5). Macréfagos procedentes de ratones que no poseen MR
en células mieloides exhiben un perfil transcripcional de activacion al-
ternativa de un fenotipo M1 hacia un fenotipo M2 mds antiinflamatorio
(70). Esto podria modular la funcion vascular, ya que se ha demostrado
que el inflamasoma NLRP3 en macrafagos media la hipercontradilidad
inducida por aldosterona, la disfuncion endotelial y el remodelado hi-
pertréfico (71), aunque en este estudio la contribucion especifica de
las ROS derivadas de los macrotagos no fue especificamente evaluada.
Curiosamente, un desplazamiento en la polarizacion a un fenotipo M2
en los macréfagos se observo en ratones con delecion especifica del
MR en células endoteliales cuando fueron expuestos a una dieta de
tipo western (28), lo que sugiere un papel del MR endotelial en la fun-
cion de los macrofagos. Al respecto del estrés oxidativo, aldosterona
incrementa la produccion de 0, y la activacion de la NADPH oxidasa
en macréfagos tanto in vivo como in vitro (72) y también la generacion
de ROS mitocondriales (71), que podrian contribuir a la activacion del
inflamasoma en este tipo celular como se ha sugerido previamente
(73). Lo que es mds importante, la disfuncion endotelial y el estrés
oxidativo vascular inducidos por aldosterona estaban disminuidos en
ratones mesfOp/+, los cuales poseen un bajo nimero de
monocitos/macréfagos en la pared vascular (24), lo que sugiere que
la activacion del MR en macréfagos modula el estrés oxidativo vascular.
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Curiosamente, el estrés oxidativo medido en este caso como expresion
génica de las subunidades Nox2 y p22phox se incrementd de manera
similar en el corazon de los ratones control y de ratones con delecion
especifica de MR en macréfagos cuando se expusieron a una combina-
cion del inhibidor de NOS L-NAME y sal, como modelo de hipertension
(74). Asimismo, la deficiencia de MR en macréfagos no influy en el
estado oxidativo en el contexto de la aterosclerosis (75). En conjunto,
estos resultados sugieren una contribucion diferente de las ROS deri-
vadas de MR en distintas situaciones patoldgicas. Otros estudios in vivo
demostraron que la deficiencia de MR en macréfagos imitd los efectos
de los antagonistas del MR y protegio contra el dafio vascular causado
por L-NAME/angiotensina I (70) y que la eliminacion selectiva del MR
en células mieloides limitd la acumulacion de macréfagos, lo cual dio
lugar a menor activacion de las CML e inflamacion vascular inhibiendo
la hiperplasia de la neointima y el remodelado vascular (76). Desgra-
ciadamente, en ambos estudios, de nuevo la contribucion especifica de
los ROS derivados de macréfagos no fue evaluada.

En conjunto, todos estos resultados apuntan a una contribu-
cion clave del MR presente en células inmunes en la produccion de es-
trés oxidativo en el contexto de dafio vascular (Figura 2). Si dicha
contribucion es debida a ROS producidos localmente por células inmu-
nes infiltradas o a través de la liberacion de citoquinas proinflamatorias
que afectarian a las CML o células endoteliales adyacentes para inducir
estrés oxidativo, o ambos mecanismos, es de momento desconocido.

4. PAPEL DEL MR COMO PRODUCTOR DE ESTRES OXIDATIVO

EN TEJIDO ADIPOSO

Otro tejido extrarrenal que expresa el MR es el tejido adiposo
donde el MR estd implicado en procesos esenciales tales como la dife-
renciacion, la autofagia o la secrecion de adipoquinas (4,77). La ex-
presion del MR se incrementa en el tejido adiposo de modelos murinos
de obesidad y en sujetos humanos obesos y, diferentes estudios utili-
zando antagonistas del MR o modelos transgénicos con delecion espe-
cifica del MR en adipocitos, han demostrado un papel clave del MR en
la sefializacion de la insulina y la inflamacién (revisado en 4,77,78).
Estd bien aceptado que el tejido adiposo, particularmente el tejido adi-
poso perivascular, modula la salud vascular y la enfermedad a través
de la liberacion de diversas adipoquinas, que afectan a las propiedades
contrdctiles y relajadoras del vaso, a la proliferacion e hipertrofia de
las CML, a la fibrosis y la inflamacin (79). Entre las muchas sustancias
liberadas, ROS como H,0, parecen tener un papel principal tanto en
condiciones fisioldgicas como patoldgicas. Sin embargo, en algunas si-
tuaciones patoldgicas, tales como obesidad o hipertension, citoquinas
proinflamatorias como IL-1, IL-6 o TNF-o, liberadas de este tejido adi-
poso perivascular, daramente afectan al tono vascular (79) debido, al
menos en parte, a un incremento en la generacion de ROS. Asi, en ar-
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terias mesentéricas de animales sanos, las propiedades anticontrdctiles
del tejido adiposo perivascular se pierden después de la incubacion
con aldosterona, propiedades que se restauran con una combinacion
de los antioxidantes SOD y catalasa y con el antagonista del MR eple-
renona, siendo este efecto dependiente de la infiltracion de macréfagos
en el tejido adiposo perivascular (80). Ademds, en la linea celular 3T3-
L1 de adipocitos, el bloqueo del MR reduce la produccion de ROS
(81,82).

Estudios iniciales demostraron que las subunidades de la
NADPH oxidasa p22 y p47phox estaban significativamente aumentadas
en tejido adiposo de ratones obesos ob/ob y db/db comparados con
sus controles delgados y que el tratamiento con eplerenona suprimio
este incremento (81). El aumento en los niveles de ROS observados en
tejido adiposo de estos modelos de obesidad podria ser también debido
a una disminucion en la expresion génica de las enzimas eliminadoras
de ROS catalasa y Cu, Zn-SOD que se encontraban reducidas tanto en
los ratones ob/ob como en los db/db y que también fueron restauradas
por la administracion de eplerenona (81). Otros estudios también de-
mostraron sobreexpresion de enzimas antioxidantes (SOD-1y catalasa)
a nivel vascular tras el bloqueo del MR en obesidad/diabetes (41). Fi-
nalmente, en el tejido adiposo de ratas nefrectomizadas, el estrés oxi-
dativo estaba aumentado y esto se revirtid tras el tratamiento con otro
antagonista del MR, espironolactona (83).

La sobreexpresion condicional del MR en adipocitos murinos
dio lugar a una incrementada produccion de H,0, del tejido adiposo
epididimal probablemente debido a una disminucion en la expresion
del gen de la catalasa y un aumento en la expresion de los niveles de
Nox4 sin cambios en las expresiones de Nox1 o Nox2, hallazgos que
probablemente explican los cambios en la contractilidad vascular en-
contrados en este modelo (84). Curiosamente, ratones knockout para
MR especificos de adipocitos cuando se alimentaron con una dieta alta
en grasa y en sacarosa, mostraron niveles similares del marcador de
estrés oxidativo 8-isoprostano, o de los genes de p22phox, SOD-1 o
catalasa, y ademds, no mostraron diferencias en el peso corporal, peso
de la grasa, tolerancia a la glucosa, sensibilidad a la insulina o infla-
macion (85). Resultados similares han sido publicados recientemente
por Feraco y cols (86) utilizando un modelo de delecion inducible de
MR especifica de adipocitos cuanto se les alimentd con una dieta alta
en grasa (45 %), aunque es importante destacar que en este estudio
el estrés oxidativo no fue evaluado. En este contexto, son necesarios
estudios futuros para identificar la contribucion especifica del MR en
los diferentes tipos celulares incluidos en el tejido adiposo ademds de
los adipocitos, como preadipocitos o macréfagos y su funcion como po-
sibles responsables de la inflamacion, estrés oxidativo y alteraciones
metabélicas dependientes del MR asociadas a la obesidad (Figura 2).

51.



5. RELEVANCIA CLINICA DE LA RUTA ALDOSTERONA/MR/ES-

TRES OXIDATIVO

Como se ha discutido en las secciones anteriores, existe una
importante cantidad de evidencia prelinica que demuestra que la ruta
aldosterona/MR sefializa a través de estrés oxidativo. Sin embargo,
las evidencias en humanos son menos abundantes. Algunos estudios
clinicos han sugerido que el hiperaldosteronismo estd asociado con
una elevada concentracion de marcadores circulantes de estrés oxida-
tivo. Asi, en pacientes con insuficiencia cardiaca estable y en pacientes
con hipertension, niveles elevados de aldosterona se asociaron con ele-
vados niveles de estrés oxidativo sistémico, inflamacion y recambio de
matriz extracelular (87). En pacientes con insuficiencia cardiaca, el
daiio cardiovascular asociado a la aldosterona y la fibrosis renal esta-
ban asociadas a una produccion de NO disminuida, incrementado estrés
oxidativo y activacion de factores de transcripcion proinflamatorios
como NF-kB (9). A nivel celular, existen también algunas evidencias
que demuestran que aldosterona estimula la produccion de ROS en
humanos. Asi, en células endoteliales humanas, espironolactona inhi-
bio el estrés oxidativo dependiente de Nox e incremento la actividad
de la eNOS (88), indicando un papel del MR en la regulacion de la
produccion de ROS . En pacientes con hiperaldosteronismo y adenomas
adrenales, diversos estudios han mostrado incrementada expresion de
genes y proteinas relacionados con la sefializacion redox como el factor
de transcripcion antioxidante Nrf2, p22phox, la enzima antioxidante
hemooxigenasa-1 o factores de transcripcion proinflamatorios (89-91).

Ademds, en cardiomiocitos humanos, aldosterona empeora
|a funcién mitocondrial que es importante en la regulacion redox (91).
A pesar de las evidencias que sugieren que el hiperaldosteronismo
promueve estrés oxidativo en la enfermedad cardiovascular humana,
los estudios existentes utilizando antagonistas del MR, no han mostrado
una mejoria significativa en marcadores de estrés oxidativo. Asi, Hwang
y cols (92) demostraron que la mejoria en la dilatacion mediada por
flujo (una medida de funcion endotelial) inducida por eplerenona, no
se asociaba con marcadores de estrés oxidativo como los niveles plas-
maticos de F2-isoprostanos, o con la expresion proteica de nitrotirosina
o p47phox en células vasculares endoteliales. En un grupo pequefio
de adultos ancianos con sindrome metabolico, la dilatacion depen-
diente de endotelio mediada por flujo, los niveles de lipoproteinas de
baja densidad oxidadas o los F2-isoprostanos, no mejoraron en res-
puesta al bloqueo del MR, a pesar de observarse una reduccion en la
presion arterial sistdlica de unos 10 mm Hg (93). Ademds, no hubo
efecto del tratamiento durante un mes con eplerenona en el estrés oxi-
dativo (LDL oxidadas) y en la rigidez vascular en adultos ancianos
sanos (94). Sin embargo, Chen y cols (95) demostraron recientemente
que el aumentado estrés oxidativo dependiente de NAPDH oxidasa,
la degradacion oxidativa del cofactor de la eNOS tetrahidrobiopterina,
el desacoplamiento de la eNOS y la reducida generacion de NO, eran
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los responsables de la empeorada capacidad de reparacion endotelial
in vivo de células progenitoras endoteliales tempranas de pacientes
hipertensos con hiperaldosteronimo primario (95). Las razones de estas
discrepancias entre estudios preclinicos y clinicos no son dlaras, pero
podrian incluir la existencia de poblaciones heterogéneas con un pro-
longado periodo de enfermedad, diferencias en las medidas de los
marcadores de estrés oxidativo o la evaluacion de grupos pequefios
de pacientes. Son necesarios, por tanto, estudios clinicos bien contro-
lados para confirmar el papel de las ROS en el daiio cardiovascular
mediado por aldosterona y, en este contexto, son imprescindibles en-
sayos clinicos que determinen los efectos de los antagonistas del MR
en los niveles de ROS especificas, en lugar de marcadores de estrés
oxidativo como LDL oxidadas o F2-2 isoprostanos. En cualquier caso,
no debemos olvidar que los antagonistas del receptor de la aldosterona
son farmacos de probada eficacia, que en la actualidad se usan en pa-
cientes seleccionados con hipertension arterial resistente (96). Ademds,
estos compuestos proporcionan un aumento en la supervivencia en di-
versas circunstancias como la insuficiencia cardiaca y posiblemente,
proporcionan proteccion renal en pacientes con enfermedad renal
cronica, asi como efectos beneficiosos adicionales en ofras patologias
(97). En base a lo presentado en este articulo, es posible hipotetizar
que parte de los efectos beneficiosos de estos compuestos, podrian ser
debidos a sus efectos sobre la sefializacion redox y la mejora del daiio
cardiovascular.

6. CONCLUSIONES

Las evidencias experimentales muestran claramente que el
bloqueo de la ruta aldosterona/MR disminuye el estrés oxidativo vas-
cular y mejora la funcion, estructura y propiedades mecdnicas vascu-
lares alteradas en distintos modelos experimentales. Entre los tipos
celulares vasculares implicados en el daiio vascular asociado a aldos-
terona/MR/estrés oxidativo estdn las células endoteliales y las células
musculares lisas. Sin embargo, evidencias cada vez mds abundantes
sugieren que estos efectos vasculares pueden ser modulados también
por el MR expresado en células inmunes infiliradas, como linfocitos y
macrofagos, y en el tejido adiposo perivascular que rodea al vaso, ¢é-
lulas que podrian liberar ROS que impacten en el endotelio y la pared
vascular. Alternativamente, estas células pueden generar citoquinas
inflamatorias (o adipoquinas) dependientes de MR que actéan de ma-
nera paracrina en los vasos adyacentes para inducir estrés oxidativo
pudiendo dafiar el vaso. Asi, el estrés oxidativo asociado a la activacion
del MR en distintos tipos celulares emerge como una importante ruta
que contribuye a la disfuncion vascular y al dafio asociado a condiciones
de elevados niveles de aldosterona o de activacion del MR. Por ello, es
posible que algunos de los efectos vasoprotectores de los antagonistas
del MR, utilizados en la dlinica, pueden ser debidos a la inhibicion del
daiio vascular producido por el estrés oxidativo.
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7. LISTA DE ABREVIATURAS

AT1: receptor 1 para angiotensina I

CMLV: células musculares lisas vasculares

DOCA: acetato de deoxicorticosterona

ETBR: receptor B para endotelina

GPCR: receptores acoplados a proteinas G

GPER1: receptor 1 de estrogenos acoplado a proteinas G

GRK2: quinasa 2 de receptores acoplados a proteinas G

IGF1R: receptor para el factor de crecimiento similar a insulina 1
MR: receptor mineralocorticoide

Nox: NADPH oxidasa

PDGFR: receptor para el factor decrecimiento derivado de plaquetas
ROS: especies reactivas de oxigeno, del inglés reactive oxygen species
SOD: superoxido dismutasa

T2DM: diabetes mellitus tipo 2
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