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PRESENTACION

Hace aproximadamente un ano, en esta misma re-
vista, se publicaba un articulo con un titulo similar al
presente'. Se trataba de la actualizacién de un pro-
blema, el papel de los radicales libres en |a fisiopato-
logia renal, desde el punto de vista de un grupo que
trabaja activamente en este campo. Al plantearse,
doce meses después, reescribir una continuacion del
articulo anterior, se ha pretendido mantener, en li-
neas generales, las lineas maestras del primero, con-
siderando ademas que gran parte de la revisién bi-
bliogréfica sobre el tema estaba incluida en aquél.
Por este motivo no se va a intentar revisar exhausti-
vamente de nuevo las relaciones entre radicales li-
bresy rifdn, sino que se van a plasmar, debidamente
sustentadas, las conclusiones més importantes de
nuestro grupo de trabajo, incluyendo ademas, y fun-
damentalmente, resultados y planteamientos adquiri-
dos experimentalmente en un pasado muy proximo.

PAPEL DELOSRADICALESLIBRESEN LA
FISOPATOLOGIA RENAL

Una revision exhaustiva del concepto de radicales
libres esta fuera de los objetivos del presente articu-
lo, maxime cuando ya se analizé el problema previa-
mente'. No obstante, la tabla | incluye una breve re-
lacion de los metabolitos activos derivados del
oxigeno (MADO) mas importantes, asi como de los
sistemas antioxidantes de mayor relevancia. En la re-
duccién incompleta del oxigeno molecular a agua se
producen una serie de MADO, algunos de los cuales
como el anion superdxido y el idn hidroxilo son ver-
daderos radicales libres, es decir moléculas con elec-
trones desapareados en alguno de sus orbitales,
mientras que otros, incluyendo el per6xido de hidro-
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geno, no tiene esta propiedad; todos ellos, no obs-
tante, son altamente reactivos. Una serie de antioxi-
dantes, endégenos o exdgenos, mantienen el sistema
bajo control, pero cualquier desequilibrio en el mis-
mo puede condicionar alteraciones funcionalesy es-
tructurales a distintos niveles.

En el campo concreto de la fisiopatologia renal se
ha propuesto que los MADO pueden jugar un papel
relevante en determinadas patologias. Entre éstas
destacan el fracaso renal agudo, postisquémico o in-
ducido por farmacos, determinadas formas de glome-
rulonefritis, las alteraciones asociadas al trasplante e
incluso el deterioro funcional secundario a la abla-
cion de masa renal 27. La mayor parte de los estudios
realizados en este sentido se han basado en la medi-
cién, directa o indirecta, de la produccion de MADO
en estos contextos patoldgicos, asi como en la pro-
teccion de la funcidn renal en modelos experimenta-
les mediante el uso de antioxidantes.

Con el fin de analizar la importancia de los MA-
DO en las alteraciones del filtrado glomerular aso-
ciadas al fracaso renal agudo, nuestro grupo se plan-
ted, hace algunos anos, analizar el efecto directo de
los MADO en el grado de contraccion-relajacién de
las células mesangiales en cultivo. En el momento
actual se considera que las células mesangiales, pro-
bablemente en conjuncion con otras células residen-
tes glomerulares, son fundamentales en la regulacién

Tablal. Metabolitos activos derivados del oxigeno
(MADO) y sistemas antioxidantes (AO) mas
importantes

MADO AO endoégenos AO exogenos

Anioén superéxido ! Superéxido dismutasa  Tocoferoles

Per6xido hidrégeno 2 Catalasa Carotenos
Radical hidroxilo® Glutatiéon® Vitamina C
Oxigeno singlete* Glutatién peroxidasa Selenio”

Acido hipocloroso®

10, 2H,0,. *OH~. *'0,. ®* HOCI, en suspensién, hipoclorito. ® B sistema
del glutatién, como antioxidante, estéa constituido por el glutation reducido
y por la actividad de la enzima glutation reductasa, encargada de reducir
sistematicamente el glutation oxidado. 7 B selenio se considera un antioxi-
dante ex6geno, actuando como cofactor de la enzima glutation peroxidasa.
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del coeficiente de ultrafiltracion, uno de los principa-
les determinantes del filtrado glomerular ®'°. Los me-
tabolitos bioactivos capaces de contraer estas células
parecen reducir la filtracion glomerular, mientras que
los que las relajan ejercen un efecto opuesto sobre
este aspecto de la funcion renal. Pues bien, el peroxi-
do de hidrégeno, de forma directa, contrae las célu-
las mesangiales en cultivo de rata por un mecanismo
que parece depender de la liberacion secundaria del
factor activador de las plaquetas (PAF), con un au-
mento subsiguiente del calcio intracelular ''. En con-
secuencia, se puede afirmar que, en aquellas situa-
ciones patolégicas caracterizadas por un deterioro
brusco de la filtracion glomerular y una produccion
excesiva de MADO, estos metabolitos pueden condi-
cionar, al menos parcialmente, los cambios funcio-
nales observados.

Existen amplias evidencias experimentales que
sustentan la importancia de los MADO en la fisio-
patologia de las glomerulonefritis*®. Con el fin de
analizar directamente la capacidad de estos meta-
bolitos para modular la tasa de proliferacion de las
células residentes glomerulares se estudi6 la res-
puesta de las células mesangiales de rata en cultivo
al estimulo directo con peréxido de hidrégeno. Se
observé una mayor incorporacién de timidina tritia-
da, asi como un mayor numero de células tras el es-
timulo oxidante, efecto que parecia depender de la
translocacion de calcio desde el espacio extracelu-
lar al interior de las células, ya que era bloqueado
por verapamilo '2. Igualmente, se observé que las
células mesangiales incubadas con peréxido de hi-
drégeno mostraban un aumento de fosforilacion en
los residuos tirosina de determinadas proteinas '3,
mecanismo celular que parece fundamental en la
transmision citoplasmatica de sefiales mitéticas .
Junto a estos efectos promitéticos, los MADO son
capaces de estimular la sintesis, en las células resi-
dentes glomerulares, de multiples metabolitos bio-
activos, como ciertos derivados de los acidos grasos
de membrana. Son ya cléasicos los estudios que de-
mostraron la capacidad de los radicales libres para
modular la produccién de derivados del acido ara-
quidoénico ®, y estudios de nuestro grupo han pues-
to también en evidencia que esto también ocurre
con el factor activador de las plaquetas'®. Estos lipi-
dos bioactivos, aparte de modificar el grado de con-
traccion-relajacion de las propias células que los
sintetizan & '7, pueden actuar en estructuras vecinas,
como las arteriolas aferente y eferente o incluso los
tubulos renales, modificando asi determinantes fun-
damentales de la filtracion glomerular o de la pro-
pia funcion tubular, lo que condicionaria finalmen-
te la aparicion de las alteraciones funcionales que
caracterizan estos procesos.
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PAPEL DELOSRADICALES LIBRESEN LA
GLOMERULOSCLEROSISASOCIADA AL
ENVEECIMIENTO

En los tres Gltimos afos, nuestro grupo ha intenta-
do analizar otras campos de la fisiopatologia renal,
en concreto la glomerulosclerosis asociada al enveje-
cimiento. Es un hecho bien conocido que, a partir
aproximadamente de la quinta década de la vida, la
filtracion glomerular disminuye progresivamente,
siendo el sustrato anatomopatolégico subyacente a
estas alteraciones el desarrollo de una esclerosis glo-
merular progresiva. Los mecanismos responsables del
desarrollo de este proceso son totalmente desconoci-
dos, pero no seria extrafio que, al menos en parte,
fueran comunes a otras formas de glomerulosclerosis.
S bien existen amplias referencias en la literatura a
multiples mediadores bioactivos responsables de la
esclerosis glomerular, con un énfasis especial en los
factores de crecimiento '®2° |a importancia prestada
alos MADO en este campo ha sido muy escasa. No
obstante, en un modelo de nefrectomia subtotal 5/6
se ha demostrado que el tratamiento con farmacos
antioxidantes previene el desarrollo de la esclerosis
glomerular progresiva’. Esto, junto al hecho de que,
en otros 6rganosy tejidos, los radicales libres si pare-
cen jugar un papel fundamental en las alteraciones
estructurales caracteristicas del envejecimiento, de-
termino el planteamiento experimental cuyos resulta-
dos mas importantes se exponen a continuacion.

Las ratas Fischer 344 muestran, en el periodo com-
prendido entre los tres y los dieciocho meses, un de-
terioro progresivo de la filtracion glomerular, con au-
mento de las concentraciones plasmaticas de
creatinina y de la excrecién urinaria de proteinas, sin
modificaciones en el colesterol. A nivel estructural
no se detecta, en los animales de dieciocho meses,
una esclerosis glomerular evidente, si bien el conte-
nido en proteina glomerular aumenta de forma muy
significativa (tres meses: 39 + 7 pg/glomérulo.
Dieciocho meses: 117 £ 15 pg/glomérulo), sin varia-
ciones en la celularidad glomerular. Estos datos son
totalmente compatibles con la presencia de una es-
clerosis glomerular en fases tempranas, ya que las
proteinas de matriz aumentan sin que exista todavia,
con las técnicas histolégicas estandar, un dafio mor-
foloégico. Pues bien, incluso en estas fases tan tem-
pranas de glomerulosclerosis es posible objetivar una
produccion incrementada de MADO en glomérulos
aislados (fig. 1, panel superior) y células mesangiales
en cultivo (fig. 1, panel inferior) de ratas Fischer 344.

Cuando en estos mismos animales se evalu6 la acti-
vidad antioxidante en glomérulos y en células, se ob-
servd un incremento en la actividad catalasa, asi co-
mo en el contenido de glutatién reducido, sin
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Fig. 1.—Produccién de metabolitos activos derivados del oxigeno
en glomérulos aislados y células en cultivo de ratas Fischer 344. Los
resultados muestran la media + eem de 12 animales (glomérulos) o
6 cajas de cultivo (células). Las barras negras representan los valores
de las ratas de 3 meses, mientras que las rayadas son las
correspondientes a los animales de 18 meses. SO: anion
superoxido. H,0,: peréxido de hidrégeno. * p < 0,05 vs 3 meses.

cambios en la actividad superéxido dismutasa total y
glutatién peroxidasa. Aunque estos resultados puedan
parecer sorprendentes, existen evidencias en la litera-
tura que demuestran una superinduccién de enzimas
antioxidantes en condiciones de estrés oxidativo 2" 22,
lo que podria explicar nuestros resultados. Ademas, el
contenido en malonil dialdehido glomerular, un indi-
ce global de oxidacion, directamente proporcional al
nivel de produccién de MADO e inversamente pro-
porcional al estado de antioxidacion tisular, aumenté
significativamente en las ratas de 18 meses (3 meses:
158 + 22 fmol/glomérulo. Dieciocho meses: 633 *
116 fmol/glomérulo), lo que demuestra claramente
que el aumento de actividad antioxidante es la conse-
cuencia del exceso de oxidacidén, en un intento de
restaurar parcialmente la homeostasis celular.

Un aspecto muy importante de estos resultados es
el hallazgo de una produccién incrementada de MA-
DO por las células procedentes de animales viejos.

RADICALESLIBRESY DANO GLOMERULAR

B cultivo celular es un sistema en el que las condi-
ciones externas a las células son sistematicamente
homogéneas, haciendo desaparecer asi las posibles
influencias del medio externo. En este contexto, las
posibles diferencias observadas en la biologia de las
células son necesariamente la consecuencia de mo-
dificaciones fenotipicas. Asi pues, se puede afirmar
que el aumento en la sintesis de MADO caracteristi-
co del envejecimiento es la consecuencia no sélo de
ciertas agresiones ambientales, sino que también de-
pende de factores genéticos. Se podria, pues, hablar
de una programacion celular que, a través de la sin-
tesis de determinados metabolitos bioactivos, seria la
responsable de algunos de los cambios funcionales y
estructurales asociados al envejecimiento.

PAPEL DELOSRADICALESLIBRESEN LOS
FENOMENOSDEISQUEMIA REPERFUSION

La fisiopatologia de las alteraciones tisulares aso-
ciadas a los fendmenos de isquemia-reperfusion ha
recibido una atencion especial en los Ultimos afos?3.
Sn intentar revisar exhaustivamente el problema, hay
que decir que, entre los muchos fenémenos que tie-
nen lugar al reperfundir un 6rgano isquémico, uno
de los mas caracteristicos es la produccién de una
extravasacion de fluido hacia el espacio intersticial vy,
al parecer, los MADO parecen jugar un papel rele-
vante como mediadores de |as alteraciones tisulares.

La regulacién de la distribucidn de fluidos entre el
espacio intravascular y el intersticial ha sido atribui-
da, en general, al equilibrio entre las presiones hi-
drostaticas y osméticas tanto capilares como intersti-
ciales . No obstante, recientes evidencias
experimentales2® sugieren que el endotelio podria
participar de forma activa en los fenémenos de for-
macién de edema, al menos en circunstancias fisio-
patolégicas; de hecho, la contraccién endotelial, fa-
voreciendo la extravasacion de fluido, jugaria un
papel relevante en el edema local producido por la
inyeccién de histamina?®.

Por este motivo, nuestro grupo elabor6 la siguiente
hipotesis de trabajo: los MADO, liberados en canti-
dades masivas tras la reperfusion de los 6rganos is-
quémicos, podrian inducir una marcada contraccion
de las células endoteliales a nivel de la microcircu-
lacion, favoreciendo asi la extravasacién de liquido
desde el compartimiento intravascular a los tejidos,
condicionando la aparicion de edema.

Pues bien, cuando se analiz6 la capacidad de los
MADO para contraer las células endoteliales en culti-
vo de aorta bovina, se observd, tanto por criterios mor-
foldgicos (reduccion del area celular) como bioquimi-
cos (fosforilacién de la cadena ligera de la miosina),
que las células se contraian significativamente en pre-
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Fig. 2.—Modificaciones en el grado de contraccién relajacion de
células endoteliales de aorta bovina en presencia de peroxido de
hidrégeno. Los resultados que se muestran son la media + eem de
5 experimentos diferentes en el caso del andlisis del drea celular
(panel superior) y de tres experimentos a la hora de evaluar la
fosforilacion de la cadena ligera de la miosina (CLM-P) (panel
inferior). Se utilizaron concentraciones de perdxido de hidrégeno
entre 1 UM y 1 mM durante 30 min., sin evidenciarse en ningtn
momento toxicidad celular. p < 0,05 vs C.

sencia de diferentes concentraciones de perdxido de
hidrégeno (fig. 2). Sorprendentemente, este efecto era
independiente de calcio, ya que no desaparecia al rea-
lizar los experimentos en un medio sin calcio que con-
tenia ademas altas concentraciones de verapamilo y
TMB-8, bloqueantes farmacolégicos de la entrada de
calcio al interior de la célulay de la traslocacién del
mismo desde las organelas al citoplasma, respectiva-
mente, y dependiente de proteina quinasa C (PKC),
siendo inhibido completamente por bloqueantes de
esta quinasa. Se trataria, pues, de una contraccién cal-
cio-independiente, PKC-dependiente, fendmeno que
no ha sido descrito previamente en ninguna estructura
celular y que esta siendo analizado en detalle.

En consecuencia, estos resultados en células endo-
teliales proponen nuevos mecanismos en la génesis
del edema local asociado a los fendémenos de reper-
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fusién tisular, si bien habré que realizar estudios adi-
cionales para confirmar esta hipoétesis.

LOSRADICALES LIBRESCOMO SEGUNDOS
MENSAJEROS CELU LARES

A lo largo de la presente exposicién se han hecho
continuas referencias a los MADO como metabolitos
bioactivos, pero escasas como mediadores de toxici-
dad celular. Blo no quiere decir que, a altas concen-
traciones, estos derivados del oxigeno molecular no
tengan propiedades toxicas a nivel celular. Sn em-
bargo, en los Gltimos afnos, y en parte los resultados
de nuestro grupo han contribuido a ello, se los consi-
dera cada vez mas, sobre todo a bajas concentracio-
nes, como reguladores fisioldgicos a distintos niveles.

En este sentido tienen especial importancia los efec-
tos descritos recientemente en el campo de |a prolife-
racion celular. Tras demostrar que el perdxido de hi-
drégeno puede ser un regulador positivo de la
proliferacion celular '2, recientes estudios han puesto
en evidencia que este efecto parece depender de la
fosforilacion en residuos tirosina de ciertas proteinas
intracelulares, de forma similar al mecanismo de ac-
cion descrito para determinados factores de crecimien-
to, como el factor de crecimiento derivado de las pla-
guetas (PDGF)25. Pero, y esto es conceptualmente
mucho mas importante, estos mismos autores demues-
tran que el propio efecto del PDGF desaparece al au-
mentar de forma masiva las concentraciones intracelu-
lares de catalasa, es decir, al eliminar completamente
el peréxido de hidrégeno intracelular 2. Dicho en
otras palabras, el efecto de un factor de crecimiento
tan conocido como el PDGF depende totalmente de la
sintesis intracelular de peréxido de hidrégeno, por lo
que se puede afirmar que, al igual que el AMP ciclico
o el calcio, el peréxido de hidrogeno puede actuar co-
mo segundo mensajero intracelular en el proceso de la
proliferacién celular. Esto no debe sorprender, si se tie-
ne en cuenta que existe un consenso bastante unani-
me en la literatura acerca de la capacidad del perdxi-
do de hidrégeno para activar ciertos factores de
transcripcion nuclear, en particular el NFkB#7.

En este sentido, nuestro grupo esta trabajando acti-
vamente en el analisis del papel de los MADO, con-
cretamente el per6xido de hidrégeno, en la contrac-
cion celular. La contraccidn celular dependiente de
angiotensina Il es, aparentemente, un proceso bien
definido. Tras la interaccion del péptido con un re-
ceptor de membrana se desencadenan una serie de
reacciones celulares, mediadas fundamentalmente
por calcio y por PKC, que son las responsables de la
contraccion inicial de las células, asi como del man-
tenimiento de la citada contraccién. Para nuestra sor-
presa, esta contraccion desaparece en presencia de
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Fig. 3.—Efecto de la adicion de enzimas antioxidantes (CAT:
catalasa, 20 ug/ml. PER: peroxidasa de rabano, 200 ug/ml) en la
contraccion de células mesangiales incubadas con angiotensina Il
10 nM (All) durante 30 min. Los valores son la media + eem de 5
experimentos diferentes. C: células control. * p < 0,05 vs C, CAT,
PER, CAT + All y PER + All.

catalasa y de cualquier otro quelante de perdxido de
hidrégeno como la peroxidasa de rabano (fig. 3). Tras
analizar cuidadosamente el fenémeno se ha llegado
a la conclusion de que la liberacién de peroxido de
hidrogeno es fundamental para que los fendmenos
perimembranarios asociados a la contraccion celular
tengan lugar. Estamos de nuevo ante la demostracion
de un fenémeno que sugiere que los MADO juegan
un papel fundamental como reguladores de fenéme-
nos bioldgicos basicos, mucho mas allé de los efec-
tos toxicos inicialmente descritos.

COMENTARIOS FINALES

Se ha intentado, a lo largo de esta exposicién, ac-
tualizar al maximo los conceptos fundamentales re-
ferentes a los MADO desde un punto de vista fisiopa-
tolégico. Obviando la descripcion de su bien descrita
toxicidad, se han revisado otros posibles papeles regu-
ladores, cuya trascendencia se va conociendo progre-
sivamente. No siempre se han hecho consideraciones
exclusivamente glomerulares, ya que hemos preferido
mostrar aspectos muy actuales, pendientes muchos de
ellos de contrastes experimentales adicionales. En
cualquier caso, se ha intentado plasmar nuevas alter-
nativas de pensamiento en un campo tan complejo y
de reciente adquisicion como el de los MADO.
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