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Aquaporinas y metabolismo renal del agua.
Papel en la fisiopatologia de la retencion acuosa en la cirrosis
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El movimiento de agua a través de la bicapa lipidica de
las membranas celulares se produce de forma pasiva
como respuesta al gradiente osmoético generado por el
transporte activo de iones o solutos neutros. La observa-
cién de que la permeabilidad al agua de algunos tejidos
era excesivamente alta para ser explicada sélo por la sim-
ple difusién a través de la membrana lipidica, fue funda-
mental para el desarrollo del concepto de un canal especi-
fico para el transporte de agua'. Actualmente se ha
demostrado la existencia de una familia de canales protei-
cos especificos de agua que facilitan su movimiento
transcelular, denominados aquaporinas. Las aquaporinas
son una familia de proteinas intrinsecas de membrana que
facilitan el transporte osmético de agua en la membrana
plasmadtica de las células de distintos tejidos. Hasta el mo-
mento se han identificado en los tejidos de mamiferos
10 aquaporinas, que se han denominado, de manera con-
secutiva, aquaporina-0 a aquaporina-9. Recientemente
esta familia se ha subdividido, a su vez, en aquaporinas y
aquagliceroporinas basdndose en la homologia de las se-
cuencias, la comparacién filogenética y las propiedades
de permeabilidad. Las aquaporinas 0, 1, 2, 4, 5y 8 son
canales selectivos de agua y las aquaporinas 3, 7y 9
son denominadas aquagliceroporinas porque son canales
menos restrictivos que ademads de agua dejan pasar glice-
rol y otros solutos pequefios?.

Estructura molecular de las aquaporinas

Estan constituidas por una cadena polipeptidica sencilla
con un peso molecular aproximado de 28 kDa. La cadena
atraviesa la membrana seis veces, formando 5 asas y que-
dando los extremos amino y carboxilo en el interior de la
célula. De las 5 asas, tres son extracelulares (denomina-
das A, C, y E) y dos son intracelulares (B y D) (fig. 1)'.
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Las asas B y E contienen la secuencia NPA (asparragina-
prolina-alanina), que es caracteristica de las proteinas in-
trinsecas de membrana (MIP, major intrinsic protein), de
las cuales las aquaporinas son miembros. Las aquaglice-
roporinas contienen en el asa C la secuencia GLYY (gli-
cina-leucina-tirosina-tirosina) y un residuo de aspartato
en la segunda secuencia NPA3. Por otro lado, la cadena
polipeptidica presenta secuencias susceptibles de glucosi-
lacién. Se ha determinado la estructura tridimensional de
la aquaporina-1 y se ha observado que se agrupa en ho-
motetrameros en la membrana plasmadtica y que cada sub-
unidad monomérica forma un canal de agua*. A pesar de
la gran homologia en la estructura primaria de las aqua-
porinas, no todas tienen la misma estructura tridimensio-
nal. Asi, recientemente se ha observado que la aquapori-
na-4 presenta una estructura ortogonal®.

Patron de expresion y papel fisiologico
de las aquaporinas renales

La aquaporina-1 abunda en la membrana apical y baso-
lateral de los tibulos proximales renales, en la rama des-
cendente del asa de Henle y en los vasos rectos. También
se ha encontrado en menor cuantia en otros tejidos: mem-
brana plasmdtica de los eritrocitos, distintos epitelios
(plexos coroideo del cerebro, ciliar no pigmentado y len-
tes oculares, colangiocitos intrahepdticos, vesicula biliar,
gldndulas sudoriparas ecrinas) y en ciertos endotelios
(corneal, capilares peribronquiales)?. El estudio de los ra-
tones que tienen anulado el gen de la aquaporina-1 (aqua-
porin-1-knockout mice) ha puesto de manifiesto el impor-
tante papel de este canal de agua en el mantenimiento del
balance hidrico. De esta forma, se ha demostrado median-
te estudios de micropuncién que estos ratones sin aquapo-
rina-1 presentan una disminucién muy importante de la
permeabilidad transepitelial osmética al agua del tibulo
proximal®. A pesar de la disminucion de la permeabilidad,
se ha observado que la cantidad de fluido tubular que lle-
ga a la parte final del tibulo proximal o al tibulo distal es
similar a la que se observa en los ratones control. Este
proceso de compensacién en la cantidad de fluido tubular
se debe a una disminucién del filtrado glomerular debido
a una activacion del feedback glomerulotubular. En con-
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Fig. 1. Estructura general de las aqua-
porinas. Los canales de agua estdn for-
mados por una cadena polipeptidica
sencilla con un peso molecular aproxi-
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la membrana seis veces, formando 5
asas y quedando los extremos Ny C en
el interior de la célula. De las 5 asas,
tres son extracelulares (denominadas
A, C, y E) y dos son intracelulares (B 'y
D). Las asas By E contienen la secuen-
cia NPA (asparragina-prolina-alani-
na), que es caracteristica de las protei-
nas intrinsecas de membrana (MIP,
major intrinsic protein).
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diciones normales, los ratones deficientes en aquaporina-1 estdn
asintomdticos; sin embargo, no son capaces de concentrar la
orina cuando se les somete a un test de deshidratacion’. Este ha-
llazgo confirma que la aquaporina-1 constituye la principal
zona de paso para la reabsorcién de agua en el tdbulo proximal®.
La aquaporina-2 se localiza en la membrana apical y en
vesiculas intracelulares de las células principales de los
tibulos colectores. Este canal de agua estd regulado por
la vasopresina de dos maneras: a) un mecanismo de regu-
lacion a corto plazo asociado con una redistribucion intra-
celular de la aquaporina desde las vesiculas intracelulares
a la membrana plasmadtica apical, y b) una regulacién a
largo plazo asociada con un aumento en la cantidad total
de aquaporina-2 en la célula®. La vasopresina se une al re-
ceptor V2 de la membrana basal de las células principales
de los tibulos colectores (fig. 2). Este es un receptor pro-
teico unido a la proteina G (GTP-binding protein). La
unién con el receptor activa la adenilciclasa, que acelera
la produccién de adenosinmonofosfato ciclico (AMPc) a
partir de adenosintrifosfato®. Posteriormente, el AMPc se
une a la subunidad reguladora de la proteina cinasa A
(PKA) produciendo la disociacion de la subunidad regu-
ladora de la subunidad catalitica. La subunidad catalitica
de la PKA se activa al disociarse y fosforila diversas pro-
tefnas, entre ellas la aquaporina-2. La fosforilacion de la
aquaporina-2 produce una translocacién de las vesiculas
intracitoplasmaticas, que contienen la aquaporina-2 fosfo-
rilada, a la membrana plasmadtica apical. El resultado final
es un aumento de la permeabilidad al agua de los tibulos
colectores'?. Posteriormente, al disminuir las concentra-
ciones de vasopresina se produce un mecanismo de endo-
citosis de los canales de agua de la membrana apical que
conduce a una disminucién de la permeabilidad del epite-
lio tubular. Por otro lado, la regulacién de la transcripcidon
del gen de la aquaporina-2 se realiza a través de un meca-
nismo dependiente de la AMPc. El extremo 5’ del gen de
la aquaporina-2 presenta una secuencia de respuesta al
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AMPc denominada cAMP responsive element (CRE). Pare-
ce que la unién de una proteina previamente fosforilada a
esta zona del gen (CRE-binding protein) favorece la trans-
cripcién del mismo y conduce a un aumento en su ARNm y
finalmente de la proteina (fig. 2)°. Recientemente se ha ob-
servado en ratones transgénicos (DI +/+) que, de manera
constitutiva, presentan un incremento en la actividad AMPc
fosfodiesterasa y, por tanto, bajas concentraciones celulares
de AMPc, una poliuria intensa y una marcada disminucién
en la expresion renal de aquaporina-2''. Se ha observado
también que el contenido celular de esta aquaporina-2 au-
menta en respuesta a la restriccién hidrica en ratas normales
o en respuesta a la infusién de vasopresina en las ratas Brat-
tleboro (que carecen de vasopresina endégena circulante)'®.
La aquaporina-3 se expresa en la membrana basolateral
de las células principales de los tibulos colectores'?. A
diferencia de los otros miembros de esta familia, la aqua-
porina-3 posee permeabilidad tanto al agua como el glice-
rol>. Ademds de su localizacién renal, la aquaporina-3 se
ha encontrado expresada en el tracto gastrointestinal, en
el pulmén, en el ojo y en el sistema nervioso?.

La aquaporina-4 se localiza en la membrana basolateral
de las células principales de los tdbulos colectores'®. Ini-
cialmente se creyd que este canal de agua no desempefia-
ba un papel importante en el transporte transepitelial de
agua en el tdbulo colector. Sin embargo, se ha observado
que los ratones con una anulacién en el gen de la aquapo-
rina-4 y que, por tanto, carecen de la proteina aquaporina-
4, presentan un defecto en la capacidad de concentrar la
orina cuando se les somete a una prueba de restriccion hi-
drica'®. La aquaporina-4 también se expresa en las células
gliales y ependimales del cerebro y en menor cuantia en
la retina, el epitelio de las vias aéreas, la membrana baso-
lateral de las células parietales y el epitelio superficial del
colon y musculo esquelético?.

La aquaporina-6, a diferencia de las otras aquaporinas, se
localiza exclusivamente en membranas intracelulares de
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Fig. 2. Representacion esquemdtica de
los principales acontecimientos que re-
sultan de la interaccion de la vasopresi-
na con el receptor V2 de la célula princi-
pal del tiibulo colector. La vasopresina
(AVP) se une al receptor V2 de la vaso-
presina y, a través de la proteina G tipo
estimuladora, se activa la adenilciclasa
(AC) y aumenta la cantidad de AMPc ci-
tosolico. Este proceso de activacion estd
contrarrestado por la accion de otros re-
ceptores unidos a una proteina G tipo in-
hibidora y por la accion de la fosfodies-
terasa. El aumento del AMPc conduce a
una activacion de la proteina cinasa A
que fosforila la aquaporina-2. Las vesi-
culas que contienen aquaporina-2 fosfo-
rilada se fusionan con la membrana
plasmdtica en un proceso de exocitosis.
La aquaporina-2 de la superficie de la
membrana es después internalizada. Por
otro lado, el AMPc también estimula la
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podocitos glomerulares, células del tibulo proximal y cé-
lulas intercaladas del tibulo colector’. Esta distribucién
intracelular en diversos tipos de células del epitelio renal
plantea su posible papel en otros procesos celulares dife-
rentes del transporte transcelular de fluidos como, por
ejemplo, en la regulacién del equilibrio 4cido-base', lo
que, a su vez, se encuentra apoyado por el hecho de la
baja permeabilidad al agua de este canal de agua’.

EXPRESION RENAL DE LAS AQUAPORINAS EN
DISTINTOS MODELOS DE CIRROSIS HEPATICA
EXPERIMENTAL

Los estudios fisioldgicos realizados en ratones modifica-
dos genéticamente y deficientes en distintas aquapori-
nas®”!4, junto con los estudios en pacientes con mutacio-
nes en el canal de agua aquaporina-2'®, han puesto de
manifiesto que la mayor parte del agua que se transporta
a través del epitelio del tibulo renal estd mediada por las
aquaporinas. Actualmente se cree que la cantidad de ca-
nales de agua en la membrana plasmdtica de las células
del epitelio renal es el principal determinante de la per-
meabilidad al agua del epitelio. El gran progreso de la
biologia molecular ha facilitado la clonacién del ADN
complementario de los principales transportadores renales
de agua, obteniéndose asi la estructura primaria de los
mismos. Esto ha facilitado el andlisis de la expresion de
los transportadores en diferentes situaciones fisiolgicas
y fisiopatoldgicas. La estrategia que se ha seguido ha sido
el desarrollo de anticuerpos policlonales contra los trans-
portadores a partir de la secuencia conocida de la proteina
y el uso de estos anticuerpos en técnicas de inmunoblot e
inmunohistoquimica para estudiar el patrén de adaptaciéon
de los transportadores a diferentes situaciones!>!3,

La cirrosis hepdtica se asocia con un trastorno en la regula-
cién del balance de agua. En la fase inicial del estado de

descompensacion, la retencion de agua por el riidn es isosmo-
tica y parece que es secundaria a una estimulacién excesiva de
la reabsorcién tubular de sal. Esta retencién isosmdtica de
agua se cree que estd asociada, al menos en parte, con un au-
mento de la reabsorcién de fluido en el tibulo proximal, como
parecen indicar los resultados obtenidos mediante estudios de
micropuncion en modelos animales'™!® y en individuos cirréti-
cos mediante la medicién del aclaramiento de litio'*?. En una
fase mas evolucionada de la cirrosis hepatica puede producir-
se, junto con la retencion de sal, un exceso en la retencion de
agua libre, que conduciria a la dilucién del fluido extracelular
y la aparicién de hiponatremia. Presumiblemente, esta excesi-
va retencion de agua libre implica una modulacién del trans-
porte renal de agua més alla del tibulo proximal. En un princi-
pio los estudios realizados en modelos de cirrosis hepatica
experimental se han centrado en el papel de la aquaporina-2
en el proceso de retencion de agua que se asocia con esta en-
fermedad® . Algunos de estos trabajos han observado que
la cirrosis hepdtica podria estar asociada con un aumento en la
cantidad de aquaporina-2 en el rifién?'*2, mientras que otros
han observado un resultado muy diferente, es decir, una dis-
minucién en la cantidad de aquaporina-2 en el rifion>-2,
Existen diversos modelos de animales de experimentacion
que desarrollan cirrosis hepdtica y que han sido ampliamen-
te utilizados para el estudio de esta enfermedad. La forma
de induccién de la cirrosis hepética varia de unos a otros,
asi como las caracteristicas fisiopatoldgicas que desarrollan
cada uno de ellos”. A continuacién se comentan los resulta-
dos obtenidos en modelos de cirrosis hepatica inducidos por
la administracién de CCl, y en el modelo de cirrosis hepati-
ca inducida por la ligadura del conducto biliar.

Modelos experimentales de cirrosis hepdtica inducidos
por la administracion de CCl, en ratas

En los primeros trabajos realizados con la administracién
de CCl, para inducir la cirrosis hepética se observé un
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aumento moderado del ARNm?!?2 o de la proteina de la
aquaporina-2 en el rifién de ratas cirréticas®'. Asi, Asahi-
na et al?! constataron un aumento tanto del ARNm como
de la proteina de la aquaporina-2 después de la adminis-
tracién intraperitoneal repetida de CCl, y aceite de oliva.
En este trabajo las ratas control recibieron tnicamente
suero salino intraperitoneal. Por otro lado, Fujita et al*
observaron también un aumento del ARNm de la aquapo-
rina-2 después de la administracién subcutdnea de CCl, y
aceite de oliva. Estos autores observaron que el aumento
de la aquaporina-2 quedaba bloqueado cuando a las ratas
cirréticas se les administraba un antagonista del receptor
de la vasopresina (OPC-31260). A diferencia de estos es-
tudios, los trabajos publicados posteriormente no han ob-
servado un aumento en la expresion renal de aquaporina-
22326, Un estudio que también utiliza el CCl, para inducir
la enfermedad demuestra que no hay cambio en la canti-
dad de la proteina de la aquaporina-2> en el rifién de ra-
tas con cirrosis hepdtica inducida por la inhalacién créni-
ca de CCl,. En estas ratas cirréticas se evidenciaba una
retencion hidrosalina manifestada en forma de ascitis ade-
mds de un retraso en la excrecion de agua después de so-
meterlas a un test de sobrecarga de agua. En este trabajo
se observo que, aunque la cantidad total de aquaporina-2
no estaba aumentada en el riién de las ratas cirréticas,
existia una redistribucién de la aquaporina-2 de la frac-
ciéon de membranas de baja densidad a la fracciéon de
membranas de alta densidad, medida por una técnica de
centrifugacion diferencial. Esta redistribucién intracelular
de la aquaporina-2 ya se ha observado en otros estudios y
se ha demostrado que indica la existencia de un tréafico de
la aquaporina-2 de las vesiculas intracelulares (fracciéon
de membrana de baja densidad) a la membrana plasmati-
ca apical (fracciéon de membrana de alta densidad)®. Esta
estimulacién del trafico de aquaporina-2 se cree que pue-
de ser debida a un aumento de las concentraciones circu-
lantes de vasopresina!®. Recientemente, en un trabajo de
Jonassen et al* también se observod, en ratas con cirrosis
hepitica inducida por CCl, que desarrollaron hiponatre-
mia y ascitis, una falta de aumento de la expresién renal
de aquaporina-2.

Hoy dia se sabe que, ademds de la aquaporina-2 o canal
de agua regulado por la vasopresina, hay otros canales de
agua que desempefan un importante papel en el transpor-
te de agua en el epitelio renal, como la aquaporina-1, el
canal de agua del tibulo proximal, y la aquaporina-3,
el canal de agua de la membrana basal de las células de
los tibulos colectores. Del estudio de la expresion de es-
tos canales de agua en este modelo de cirrosis inducida
por la inhalacién crénica CCl, se han obtenido resultados
muy interesantes. Asi, en este modelo de cirrosis se ha
observado un aumento de la cantidad de aquaporina-3 en
el rifdén de las ratas cirréticas®. La aquaporina-3 es un
canal de agua que también estd regulado por la vasopresi-
na'%2. Se ha especulado que este aumento en la aquapori-
na-3 en el rifién puede, en parte, favorecer el trastorno en
la excrecién de agua que se observa en este modelo de ci-
rrosis hepdtica. Se ha descrito en ratas sometidas a la
administracion simultdnea de vasopresina y agua un «fe-
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némeno de escape» en la accién antidiurética de la vaso-
presina. Este término se utiliza para describir la situacién
donde la accién retenedora de agua de la vasopresina esta
afectada. En un inicio se observa en estas ratas un aumen-
to en la expresion renal de aquaporina-2 seguida poste-
riormente, y coincidiendo con el aumento de la diuresis,
de una disminucion de la expresion renal de este canal de
agua, a pesar de mantener unas concentraciones circulan-
tes elevadas de vasopresina®. Este proceso, en el que
la cantidad de la proteina de la aquaporina-2 escapa de la
accion reguladora de la vasopresina, se acompafa de un
aumento de la aquaporina-3. Se ha planteado, por tanto,
que en este modelo de ratas cirrdticas que presentan un
aumento de las concentraciones de vasopresina en
plasma? y una marcada expansion del volumen de fluido
extracelular existe una activacién del fendmeno de escape
de la vasopresina que podria explicar la falta de aumen-
to de la cantidad de la proteina aquaporina-2 y el aumento
de la aquaporina-3 en el rifién de ratas con cirrosis, ascitis
y un defecto en el manejo renal del agua.

En este modelo de cirrosis hepética inducido por la inhala-
cién crénica CCl, se ha observado también la presencia de
un aumento en la expresién renal de aquaporina-1 en las
ratas cirrdticas con un defecto en la excrecion renal de
agua®. Se ha interpretado que el aumento en la expresion
de aquaporina-1 en el tibulo proximal optimizaria la ab-
sorcién de fluidos en esta localizacién, ya que no seria
necesario generar un gradiente osmético muy elevado para
la absorcién de agua. Ademds, se cree que podria minimi-
zar la fuga retrégrada de CINa por los espacios paracelula-
res, ya que este epitelio tiene una permeabilidad paracelu-
lar de CINa elevada. Estos resultados apoyarian la
hipétesis de la existencia de un aumento de la absorcién
proximal de fluidos en las ratas cirréticas, como ya pare-
cen apuntar los estudios de micropuncidn en ratas cirrdti-
cas y los estudios de aclaramiento de litio en pacientes!” 2,

Modelo experimental de cirrosis hepdtica inducida
por la ligadura del conducto biliar en ratas

Los estudios realizados en el modelo de cirrosis inducido
por la ligadura del conducto biliar tampoco han observa-
do un aumento en la expresién renal de la aquaporina-
22324 Jonassen et al*® observaron en ratas cirréticas sin
ascitis y concentraciones no elevadas de vasopresina cir-
culante una disminucién de la expresion de aquaporina-2
en la corteza y la médula renal externa. Por otro lado, en
el estudio Ferndndez-Llama et al* en ratas cirréticas con
ascitis e hiponatremia tampoco se demostré un aumento
en la expresion renal de aquaporina-2?*. De hecho, se
aprecié una disminucién de la expresién de aquaporina-2
en la corteza, la médula externa y la médula interna de las
ratas cirréticas. Ademds, en estas ratas cirréticas, y a dife-
rencia del modelo de cirrosis inducido por la inhalacién
crénica de CCl,, no se observaron evidencias que sugirie-
ran la existencia de una estimulacién del trafico de la
aquaporina-2 dentro de las células principales del tibulo
colector. Estos dos modelos experimentales también se di-
ferencian en otros resultados. Asi, la cantidad de aquapori-
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na-3 se encontré disminuida en el modelo de la ligadura
del conducto biliar y, sin embargo, estaba aumentada en el
modelo de inhalacién de CCl,. Ademads, la cantidad de
aquaporina-1 no se encontraba modificada en el modelo
de la ligadura del conducto biliar y se hallé aumentada en
el modelo de inhalacién de CCl,. La causa de las diferen-
cias en los resultados entre los distintos modelos de cirro-
sis no estd clara, pero podria ser debida a diferencias en la
ingestién de sodio y agua en la dieta o a otras condiciones
experimentales. Por otro lado, es importante apuntar que,
aunque los modelos experimentales ayudan a comprender
la fisiopatologia de distintos procesos patoldgicos, no ne-
cesariamente representan todas las caracteristicas de las
enfermedades humanas que mimetizan.

En resumen, estos resultados demuestran que en el modelo
de cirrosis inducido por la ligadura del conducto biliar y en
situacion de expansion del volumen del espacio extracelu-
lar (manifestado por la presencia de ascitis e hiponatre-
mia), la excesiva retencién de agua se produce en ausencia
de un aumento de la expresion renal de aquaporina-2. En el
caso del modelo experimental de cirrosis inducida por el
CCl,, aunque los primeros trabajos observaron un aumento
de la expresion renal de aquaporina-2 en presencia de hipo-
natremia estos resultados no se han podido confirmar en
los estudios realizados posteriormente. Sin embargo, en
ambos modelos experimentales de cirrosis hepdtica se ha
observado la presencia de una disregulacién en otros cana-
les de agua del rifién que pueden desempefiar un papel im-
portante en el trastorno del balance de agua que se observa
en la cirrosis hepdtica.
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