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Aldosterona e IL-17 en la génesis de la hipertensiéon

arterial mineralocorticoidea, un estudio ex vivo
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Aldosterone and il-17 in the genesis of

mineralocorticoid arterial hypertension: an ex vivo

study

Background: Treatment of dendritic cells (DC) with aldosterone induces the secretion of IL-6 and
TGF-p. The polarization of naive T cells to helper 17 T lymphocytes with DCs pre-incubated with
aldosterone, has been described in vivo, generating an IL-17 hyper-secreting phenotype, a cytokine
associated with cardiac and renal fibrosis. There are mineralocorticoid receptors (MR) in immune
cells and their activation may determine the inflammatory (M1) or adaptive (M2) macrophage phe-
notype. Aldosterone levels could regulate immunogenic gene expression in these cells, modulating
the liberation of specific cytokines. Aim: To assess in humans the association of aldosterone levels
and IL-17 with inflammatory markers in peripheral blood mononuclear cells (PBMC). Material and
Methods: In blood samples of 176 participants aged 18 to 67 years (61% women) with a body mass
index of 27.1 £ 4.8 kg/m?, aldosterone, plasma renin activity (ARP), cortisol, C reactive protein, and
1L-17 were measured. mRNA was isolated from PBMCs to measure the expression of MR RAC-1,
HO-1, TLR-4, CD-14, NGAL and IL-17 by real time polymerase chain reaction. Results: Aldosterone
correlated positively with ARP and the expression of CD-14 in PBMCs. Plasma levels of IL-17 were
positively associated with the expression of MR, Racla and NGAL. Conclusions: Aldosterone and IL-
17 levels were associated with inflammatory activation markers in PBMC, which could activate MR
and promote a subclinical inflammatory status inducing hypertension.
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Introduccion

factor de riesgo de morbilidad y mortalidad en el
mundo entero'? y es considerada como un predic-
tor de las patologias cardiovasculares®. Una causa comun
de hipertension secundaria es el aldosteronismo primario
(AP)*3, caracterizado por la produccién excesiva y auto-
noma de aldosterona, independiente del sistema renina-
angiotensina®. Aproximadamente el 15% de los pacientes
hipertensos esenciales (HE) tienen niveles inapropiados
de aldosterona’?.
La aldosterona participa en el control del intercam-

I a hipertension arterial (HTA) es una importante

bio electrolitico del cuerpo humano, mantenimiento del
balance hidrosalino y presion sanguinea a largo plazo. El
principal regulador de la secrecion de aldosterona es el
sistema renina-angiotensina (RAS)°. La sintesis de aldos-
terona en la zona glomerulosa de la corteza suprarrenal
es modulada por la abundancia de la enzima aldosterona
sintasa la cual se induce por Angiotensina II dependiente
de Renina. Esta ultima se sintetiza en respuesta a sefales
como la disminucién de la filtracién glomerular o dismi-
nucién de la concentracion de sales intratubulares!®. Una
vez producida la aldosterona, ésta se une al receptor de
mineralocorticoides (MR) a nivel del tabulo colector dis-
tal del nefron. El complejo formado por aldosterona-MR
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dimeriza y migra al nucleo en donde promueve la trans-
cripcion de genes!!'"', uniéndose a elementos de respuesta
hormonales (HRE) presentes en los promotores de genes
especificos como el canal apical de sodio epitelial y la
Na-K ATPasa basolateral>!”. En conjunto este mecanis-
mo incrementa la reabsorcion de sodio a expensas de po-
tasio, conduciendo al aumento en la volemia y la presion
sanguinea.

Recientemente, se ha demostrado que la ingesta exce-
siva de sal puede causar la activacion del MR en ausencia
de ligando'®, llevando a una accién sinérgica entre la al-
dosterona y la ingesta excesiva de sal, aun cuando la sal
disminuye los niveles circulantes de aldosterona’. Se ha
propuesto que la actividad biologica del MR esta regula-
da por Racl, una pequeia proteina de unién a GTP, que
a su vez estd asociada al desarrollo de HT sal sensible y
dafio cardiovascular®*?!. Esta GTPasa estaria modulando la
expresion de marcadores de estrés oxidativo, tales como
hemoxigenasa-1 (HO-1), factor nuclear-B (NF-«xB), y la
expresion de la lipocalina asociada a la gelatinasa de neu-
trofilos (NGAL), este Gltimo, también gen blanco de MR*.

Actualmente es conocido que el MR se expresa en di-
versos tejidos no epiteliales, tales como células del sis-
tema inmune (dendriticas (DCs) y macrofagos), higado,
tejido adiposo, corazon, misculo liso y endotelio®. Asi
mismo se ha descrito la sintesis de aldosterona extra-
adrenal en adipocitos®-2%, Mds aun, se ha visto que células
T reguladoras (Tregs) modulan los efectos deletéreos en
modelos murinos tratados con aldosterona®?. Estos estu-
dios mostraron que la transferencia adoptiva de células T
CD4+CD25+ purificadas, en ratones, previo a la infusion
con aldosterona, previno efectos deletéreos como dafio
cardiovascular y un aumento en el estrés oxidativo car-
diovascular y renal, lo que no se asoci6 directamente a
una disminucion de la presion arterial®?. Es més, la trans-
ferencia de células T CD4+CD25-, exacerbd la mayoria
de los efectos inducidos por aldosterona, incluyendo es-
trés oxidativo, la expresion de proteina de adhesion a cé-
lula vascular-1 en la arteria mesentérica y en la migracion
de monocitos/macrofagos y células T*2. Estos resultados
apoyan la idea de que la activacion del sistema inmune
por aldosterona contribuye a empeorar el fenotipo cardia-
co en modelos animales.

Estudios previos de nuestro grupo han demostrado in
vitro que DCs estimuladas con aldosterona, y luego co-
incubadas con CD4+ inducen la polarizacion de linfoci-
tos T naive a Th17, efecto revertido por antagonistas de
MR3¥. Experimentos en ratones tratados con DOCA-Sal,
también aumentaron la polarizaciéon a Th17 y aumento la
produccién de IL-17A, efectos revertidos por espirono-
lactona®*. El mecanismo por el cual las aldosterona modu-
la esta actividad en el sistema inmune no estd descrito. A
pesar del hecho que en la literatura describe a la IL-17A

como una citoquina secretada por las células T, La mayo-
ria de la IL-17A liberada durante una respuesta inflama-
toria es producida por las células inmunes innatas®-¥’. Es-
tas evidencias sugieren la posibilidad de que aldosterona
estaria modulando la actividad autoinmune en pacientes
hipertensos.

La respuesta inmunitaria innata depende del reconoci-
miento de patrones moleculares que activan los comple-
jos multiméricos de proteinas que constituyen el inflama-
soma y producen la activacion de la caspasa 1, que induce
la secrecion de citoquinas proinflamatorias y una forma
de muerte celular. Entre los receptores de reconocimiento
de patron molecular, los TLRs son los mejores estudiados
y, hasta la actualidad, el unico grupo que se ha demostra-
do que desempeia un papel en la inflamacion relaciona-
da con la hipertension. Los TLRs son expresados por los
linfocitos T y B, células presentadoras de antigeno y las
células somaticas, incluyendo las células del musculo liso
vascular y endotelial.

Existe una gran variedad de moléculas de inflamacion
vascular y la disfuncion asociadas a estos receptores de
patrones moleculares capaces de activar estos TLRs, in-
cluyendo angiotensina II°%, proteina C reactiva, acido uri-
c0**40 y las proteinas de estrés térmico HSP-60*' y HSP-
704, proteina C-reactiva, acido urico** también han sido
asociados con la hipertension esencial.

Estudios realizados en humanos han demostrado que
la aldosterona tiene un impacto tanto en el sistema car-
diovascular**® como en el sistema inmune, en los cuales
se traduce en un aumento de las moléculas de estrés oxi-
dativo o citoquinas séricas inflamatorias*’. Se ha demos-
trado que la activacioén de los monocitos de pacientes con
aldosteronismo primario (AP) liberan mas TNF-a, IL-1,
e IL-6 comparados con los niveles presentes en los pa-
cientes hipertensos esenciales (HE)*®. Estos marcadores
clasicos de inflamacion por activacion de TLR4, receptor
cuya sensibilidad a componentes bacterianos como LPS
es potenciado por CD14%, son a su vez necesarios para
inducir la polarizacion de células Th-17A%.

En este sentido, resulta interesante estudiar la aso-
ciacion entre los niveles plasmaticos de aldosterona o la
IL-17A con marcadores plasmaticas como usPCR, lepti-
na y adiponectina y la expresion de marcadores proinfla-
matorios en células mononucleares de sangre periférica
(PBMCs) como TLR-4, CD14, HO-1, RAC-1A, NGAL,
e IL-17.

Sujetos y Métodos
Pacientes

Se estudiaron 176 sujetos de ambos sexos mayores de
18 afios de edad, (114 mujeres y 62 hombres). El protoco-



lo de reclutamiento fue escrito de acuerdo a las guias de
la declaracion de Helsinki y fue aprobado por el comité
de ética de la Facultad de Medicina de la Pontificia Uni-
versidad Catoélica de Chile (PUC). El estudio y protoco-
lo fue explicado a todos los participantes y se obtuvo el
consentimiento informado firmado de cada uno. El estu-
dio se realiz6 en el Laboratorio de Endocrinologia de la
Pontificia Universidad Catoélica de Chile. con los siguien-
tes criterios de exclusion: indice de masa corporal (IMC)
mayor a 35 kg/m?, padecer enfermedades crénicas como
diabetes, enfermedad hepatica o renal cronica, epilepsia,
cancer; o enfermedades psiquidtricas como depresion,
bipolaridad, crisis de pénico, etc. padecer alcoholismo,
embarazo.

1. Mediciones antropométricas: Se midio el porcentaje
de grasas y peso utilizando el monitor de composicion
corporal y balanza OMRON modelo HBF-500INT.
La talla se obtuvo utilizando el tallimetro (Harpenden
stadiometer Holtain, Crymych, Pembrokeshire, UK).
El IMC (kg/m?) fue calculado de los datos antropo-
métricos considerandose con sobrepeso entre el rango
25-29,9 y obesidad > 30. La presion arterial, se mi-
di6 utilizando un Dinamap CARESCAPE V100, GE
Healthcare, (Medical Systems Information Technolo-
gies, Milwaukee, WI)**, la cual fue calculada consi-
derando tres mediciones consecutivas con intervalos
de 5 min del brazo derecho, el sujeto se mantuvo sen-
tado 15 min previos a la medicion y durante el proce-
so. Para el patron mineralocorticoideo: La aldosterona
fue medida en las muestras de plasma en el laboratorio
central de la PUC utilizando el kit commercial, (RTA)
Coat-A-Count kit (Siemens, CA). La actividad de re-
nina plasmatica (ARP) se obtuvo mediante analisis de
RIA con el kit comercial (DiaSorin, Stillwater, MN)?!.

2. El estado inflamatorio se evalué midiendo: La protei-
na C-reactiva ultra-sensible (PCRus) mediante un en-
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sayo nefelométrico (BN ProSpec®Systems, Siemens,
USA). con un CV < 5%. IL-17 mediante ELISA (IL-
17A (homodimer) de EBioscience, Ref: 88-7176-88).
Se midieron los niveles de creatinina sérica. La adipo-
quinas séricas circulantes: La funcionalidad del adi-
pocito se evalud cuantificando los niveles séricos de
adiponectina y leptina, analizadas por RIA (Millipo-
re, Billerica, MA, US y Diasource, Nivelles, Belgium
respectively) con un CV < 5%.

3. Para determinar los niveles de ARNm en células
sanguineas periféricas mononucleares (PBMC): El
ARNm de las PBMC fue aislado desde TRIZOL (Invi-
trogen, San Diego, California, USA) segtn las indica-
ciones del fabricante. E1 ARN se transcribi6o a cDNA
y se amplificaron los genes de IL-17, Rac-1a, NGAL,
TLR-4 y CD14. 18 s fue utilizado como control (Ta-
bla 1). La amplificacion de los genes fue median-
te PCR en tiempo real, utilizando la enzima SYBR
(MAXIMA® (K0222, Fermentas)). Los niveles de
expresion fueron expresados seglin Livak, 20014, Se
utilizaron los siguientes ciclos de amplificacion: de-
naturacion inicial: 95 °C por 5 min, seguidos por 45
ciclos a 95 °C de 15 s temperatura de alineamiento
por 20 s y 15 s a 72 °C, y una curva de disociacion
(melting) que comienza en 72 °C y termina en 95 °C
en aprox. 10 min. Las reacciones se realizaron utili-
zando el equipo RotorGene 6000 (Corbett Research,
Sydney, Australia).

Analisis estadistico

Al aplicar pruebas de normalidad se comprobd que
no existia una distribucion gaussiana (p < 0,05) para las
mediciones, por lo que se aplicaron pruebas no paramé-
tricas para la comparacion entre grupos. Los parametros
clinicos y bioquimicos se expresaron como promedio +
desviacion estandar (X + DS) o porcentaje (%). Para el

Tabla 1. Partidores usados para amplificacion de genes por PCR en tiempo real

Gen \[d:]] FW

TLR4 NM_138557.2 385-TATCCAGGTGTGAAATCCAGACA-407
CD14 NM_001174104.1  274-GCAGCCGAAGAGTTCACAAG-293
RAC1a NM_006908.4 442-ACGCCCCCTATCCTATCCGCAAAC-465
MR NM_000901.4 2918-TGCACCAAATCAGCCTTCAGTTCG-2941
NGAL NM_005564.3 403-CGAGTTCACGCTGGGCAAC-421

HO-1 NM_002133.2 944-GACAGTTGCTGTAGGGCTTTA-964
IL-17A NM_002190.2 46-ATGACTCCTGGGAAGACCT-64

18-S NR_003286.2 1537-ACT GGC TCA GCG TGT GCC TAC-1557

RV

579-TGAGATGTCCAATGGGGAAGT-559
553-GCAGACACACACTGGAAGG-535
786-CGCTGTGTGAGCGCCGAGCA-767
3147-CAGCAGCTTGGTCAGTTGGTAG-3126
632-CGATGTGGTTTTCAGGGAGG-613
1141-CATAGGCTCCTTCCTCCTTTC-1121
387-GGG GAC AGA GTT CAT GTG GT-368
1715-TAG TAG CGA CGG GCG GTG TGT AC-1693

Producto

195
280
288
230
230
198
342
178
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=373432602
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=291575162
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=108936956
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=27477085
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/225637497?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=49&RID=R18W18C6015
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calculo de la significancia estadistica se usaron los test
exacto de Fisher o de Mann Whitney y se establecié como
significativos un p < 0,05. En todos los casos se tuvo en
cuenta un nivel de confiabilidad del 95%.

Resultados

Se estudiaron 176 pacientes cuya edad promedio fue
de 42 £ 12,6 afios. El grupo presento niveles de aldostero-
na dentro de rango normal (promedio de 10,08 = 9,7 ng/
dL) no detectandose pacientes con hiperaldosteronismo
primario. La presion arterial también se objetivo dentro de
rangos normales (PAS_X de 129,6 + 22,9 y una PAD_X
82,68 + 14,2 mmHg). Las mediciones de ARP fueron de
1,47 + 1,7 (ng/mL/h) y no se detectaron pacientes con
hiporreninemia. Los indicadores de funcién renal se man-
tuvieron dentro de parametros normales incluyéndose la
creatinina de 0,76 + 0,16 (mg/dL), el FENa24h de 0,6732
+ 0,23 (%), una FEK24h de 7.923 + 3,1 (%) y microalbu-
minuria (MAC) de 10,89 + 22,6 (ug/mL) (Tabla 2).

Los indicadores metabolicos muestran que el grupo
total presentd un IMC de 28,03 + 4,5 (kg/m?) con un 25%
de obesos. Los niveles circulantes de adiponectina de 6,8
+ 3,9 (ug/mL) y de leptina de 13,1 £ 9,1 (ng/mL) fue-
ron normales. Finalmente los marcadores de inflamacion
muestran que estos pacientes tienen niveles de PCRus de
3.474 + 6,6 (mg/L) y de IL-17 plasmatica de 7.883 + 29,5
(pg/mL). Se observd que los niveles circulantes de aldos-

terona se asociaron negativamente con la edad (p <0,001;
rho = -0,02762) y negativamente FENa24h (p = 0,013;
rho = -0,1825), pero no se asocid con los niveles plasma-
ticos de IL-17. A su vez la IL-17 no se asoci6 con ninguno
de los parametros plasmaticos tanto clinicos como bioqui-
micos como se observa en la Tabla 2.

Los resultados de la expresion de los genes blanco en
PBMCs y su asociacion con aldosterona o IL17 plasma-
tica se muestran en Tabla 3. Destaca, la asociacion po-
sitiva entre aldosterona y la expresion de CD14 en estas
células (p = 0,024; rho = 0,2556). Por otra parte, IL17
plasmatica se asoci6 positivamente con Racla (p = 0,001;
rho = 0,3124), MR (p = 0,001; rho = 0,423), NGAL
(p=0,005; rho =0,248) y HO-1 (p = 0,018; rho = 0,2045).

Discusion

En este estudio encontramos que aldosterona no se
asoci6 con los niveles plasmaticos de IL-17A en el gru-
po de pacientes estudiados, sin embargo, se asocia con la
aparicion de la expresion de CD-14 en células mononu-
cleares circulantes. Por otro lado, IL-17A no se asocio6 a
las variables antropométricas o bioquimicas medidas pero
si lo hizo con la expresion de Rac-1a, MR y NGAL en los
PBMC de estos sujetos, sugiriendo que ambas moléculas
podrian modular diferentes vias de activacion inmunolo-
gica de las células mononucleares.

Tabla 2. Datos antropométricos, bioquimicos y correlacion entre los niveles plasmaticos de aldosterona o IL-17 de los pacien-

tes con estas variables

Aldosterona (ng/dL)

IL-17 (pg/mL)

P (two-tailed) rho P (two-tailed) rho

Edad (ano) 42,42 +12,6 0,000 -0,2762 e 0,977 -0,0021 ns
Aldosterona (ng/dL) 10,08 + 9,7 0,628 -0,0368 ns
Creatininemia (mg/dL) 0,762 + 0,16 0,1528 0,1067 ns 0,385 -0,0662 ns
PAS_X (mmHg) 129,6 +22,9 0,464 -0,0544 ns 0,621 -0,0375 ns
PAD_X (mmHg) 82,68 +14,2 0,758 0,0229 ns 0,509 -0,0501 ns
ARP (ng/ml/h) 1,47 + 1,7 < 0,0001 0,4393 ok 0,867 -0,0127 ns
FENA24h (%) 0,6732 + 0,23 0,013 -0,1825 * 0,655 0,0339 ns
FEK24h (%) 7,923 + 3,1 0,071 0,1341 ns 0,311 0,0769 ns
MAC (ug/ml) 10,89 +22,6 0,716 0,027 ns 0,337 -0,0728 ns
IMC por féormula 28,03 + 4,5 0,202 -0,0958 ns 0,166 -0,1061 ns
Adiponectina (ug/mL) 6,841 + 3,9 0,083 0,1292 ns 0,736 -0,0257 ns
Leptina (ng/mL) 13,1 + 91 0,111 0,119 ns 0,146 -0,1107 ns
PCRus (mg/L) 3,474 + 6,6 0,908 0,0087 ns 0,251 -0,087 ns
IL-17 plasma (pg/mL) 7,883 +29,5 0,628 -0,0368 ns




Rev. chil. endocrinol. diabetes 2016; 9 (1): 19-26

Articulo Original

Tabla 3. Asociacion de los niveles plasmaticos de aldosterona o IL-17 con marcadores proinflamatorios de los PBMC

Aldosterona (ng/dL)

IL17 (pg/dL)

P (two-tailed) rho P (two-tailed) rho
TLR-4 196,6 +1943 0,2492 0,097 ns 0,9563 0,047 ns
CD-14 457 +3582 0,0239 0,2556 * 0,5729 0,0648 ns
Racla 35,96 + 73,6 0,962 0,005 ns 0,001 0,312 *x
MR 3,468 + 49 0,356 -0,120 ns 0,001 0,423 *xk
NGAL 13,02 + 25,2 0,328 0,086 ns 0,005 0,298 *x
HO-1 9,531 + 21,6 0,778 -0,024 ns 0,018 0,205 *
IL-17 154132 +13420 0,246 0,135 ns 0,956 -0,007 ns

Estudios previos de nuestro grupo han demostrado
que tanto in vitro (DCs) como en ratones, la aldosterona
indujo polarizaciéon a Thl7, efecto que fue revertido por
antagonistas de MR**?*. El mecanismo por el cual la al-
dosterona modula esta actividad en el sistema inmune no
estd descrito. En este trabajo encontramos que la aldoste-
rona plasmatica se asocid positivamente con la expresion
de CD-14. Esta molécula es una proteina asociada a la
sefalizacion por TLR-4 frente a agentes patogenos y le
proporciona una mejor sensibilidad a esta sefializacion®.

Paralelamente observamos en estos pacientes, no hi-
pertensos, no obesos, que sus niveles de IL-17A plasma-
ticos se asocian positivamente con la expresion de RAC-
la, MR, NGAL y HO-1 en PBMCs.

Pudiendo ser un marcador precoz del dafio endotelial-
vascular, estudios previos®” demostraron que RAC-1, una
GTPasa pequeila y componente de la NADPH oxidasa,
es capaz de estimular directamente al MR en forma inde-

pendiente de ligando y probablemente relacionado con el
consumo de sal. Por otro lado, Latouche et al*®, demostrd
que NGAL, una lipocalina relacionada al dafio endotelial,

Figura 1. Mecanismos y efectos de Aldosterona e IL17 plasméticos sobre activa-
cién de MR en PBMCs: Aldosterona e IL-17 activan vias paralelas e independien-
tes para la activacion de genes que participan en la actividad inmunogénica de

que produce destruccion de la matriz extracelular, es un
gen blanco del MR.

En nuestro estudio la sefializacion inducida por IL-
17A a través de su receptor, podria inducir, en un pri-
mer paso la expresion de MR, RAC-1A y HO-1 (Figura
1, paso A). Después de la traduccion, esta GTPasa po-
dria activarse por el consumo de sal o el estrés oxidati-
vo celular y activar al MR en forma independiente de la
aldosterona (Figura 1, paso B), induciendo la expresion
de genes blancos del MR como NGAL, que produciria
dafio endotelial e inflamacion (Figura 1, paso C). Nues-
tros resultados nos sugieren que los niveles plasmaticos
de esta citoquina, IL-17, podria modular la activaciéon de
los mononucleares de manera dependiente de MR pero
independiente de los niveles plasmaticos de aldosterona
llevando a una inflamacion subclinica, y posteriormente a
dafio endotelial e HTA.

los PBMC circulantes.

Por otro lado, como los niveles plasmaticos de 1L-17
estdn relacionadas con las enfermedades autoinmunes®-®!,
el co-tratamiento de estas enfermedades con inhibidores
del MR utilizando antagonistas de este receptor, cobraria
importancia debido al gran incremento en las enfermeda-
des autoinmunes.

Paralelamente, se ha encontrado que pacientes obe-
sos presentan niveles elevados de aldosterona, asociados
a disfunciones metabolicas®®®. Es conocido que la acti-
vacion del MR puede gatillar fenomenos autoinmunes,
alteracion de la adipogénesis y de la insulino resisten-
cia, acciones que van mas alla del conocido aumento de
la presion arterial descrito hace mas de 50 afios. En esta
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linea, nuestro grupo de estudio tiene un IMC promedio
de 28 + 4,5 kg/m?, categorizandose como una poblacion
con sobrepeso. Sin embargo, no se encontré una asocia-
cion entre el IMC y la aldosterona circulante. Tampoco se
asocio aldosterona con los niveles de adiponectina ni con
leptina, adipoquinas propias del tejido adiposo, lo que
nos indica, que nuestros sujetos no presentan un desorden
metabolico asociado a los niveles circulantes de aldoste-
rona.

En resumen nuestro estudio mostrd que en un grupo de
estudio con antropometria y bioquimica consideré dentro
de rangos normales, los niveles de aldosterona e IL-17 se-
falizarian por vias independientes y probablemente para-
lelas pudiendo ser sinérgicas en algunas patologias como
el hiperaldosteronismo primario generando hipertension
arterial y mayor dafio vascular.
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