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Resum

La calcificacié vascular és una complicacié de la malaltia renal cronica i una de les principals
causes de I'augment de morbilitat i mortalitat en els pacients. Aquests pacients presenten una
disminucié en els nivells de vitamina D (1,25(0OH),Ds) i desenvolupen hiperparatiroidisme
secundari. Per aquest motiu, pacients amb MRC sdn tractats amb calcitriol o altres analegs. La
25-hidroxivitaminaD també s'utilitza, perd sense cap coneixement de la seva eficacia i
toxicitat. Les recomanacions actuals indiquen que s’ha de suplementar amb 25D per assolir un
llindar determinat que pugui afectar les accions classiques i no classiques de la vitamina D en
I'organisme. No obstant aix0, I’ incidéncia directa en I'homeostasi del calci (sense convertir-lo

en calcitriol) no s’entén.

En el present treball, s’ha determinat I'efecte de la urémia en la regulacié de gens del
metabolisme de la vitamina D i el paper de la sintesi local de calcitriol en la urémia sobre la
calcificacié vascular utilitzant els ratolins KO per la lahidroxilasa. També, hem estudiat
I'eficacia i la seguretat del tractament amb 25D en el metabolisme mineral en un model de
reduccio del 75% de la massa renal en ratolins que no tenen la 1ahidroxilasa i I'efecte en

ratolins WT de la dosis que es efectiva per reduir els nivells de PTH en ratolins KO.

Resultats inicials en rates mostren que la uremia desregula I'expressié de proteines implicades
en el metabolisme de la vitamina D en cel-lules de muscul llis vascular (VSMC), augmentant
I'expressio de la 1ahidroxilasa. Aquesta regulacio és especifica de teixit i és diferent de la que

hi ha en el ronyé.

Ratolins wild type amb un model de MRC tractats amb altes dosis diaries de calcitriol
(400ng/Kg) durant dues setmanes mostren una pérdua de pes significativa, mentre que els
1aKO no perden pes. Nivells serics de calci, fosfor, BUN i 1,25D augmenten i sén similar en els
dos grups tractats. D'altra banda, els nivells de PTH disminueixen en ambdds grups per sota
dels valors normals. La calcificacié vascular augmenta de forma significativa en els ratolins WT
en comparacié amb ratolins 1aKO. Resultats similars s'observen amb tincié de vermell
d’alizarina i I'immunohistoquimica de Runx2, que augmenta només en ratolins WT.

In vitro, les CMLV WT tractades amb sérum uremic també mostren un augment significatiu de
la calcificacid i de I'expressio de runx2, que no s'observa en les cel-lules 1aKO. Quan les CMLV
de rata s’obrexpressen la lahidroxialsa també calcifiguen més en comparacié amb les

cel-lules control.



Resum

Aquests resultats indiquen que la lahidroxilasa actuaria com a mediador de la calcificacio
vascular en la urémia incrementant la sintesis local de 1,25(0OH),Ds. Fet que és d’especial

interes en els pacients amb malaltia renal que sdn tractats amb 250HDs.

Per a estudiar l'efecte de la 25D, es va realitzar un estudi dosi-respostaen ratolins 1aKO
nefrectomitzats amb 25, 50 i 100 ng/g de 25(0OH)Ds; per comparar-ho amb una dosi Unica de
1,25(0H),D3 (50pg/g).

L’administracié de 25(OH)Ds; pot normalitzar el Ca, P i PTH en serum amb una poténcia
semblant a la de la 1,25D en un model de ratoli. Confirmant una unioé directa i activacio del
VDR per la 25D. La 25D també pot activar el VDR per imitar la 1,25D en la up-regulacié de gens
i proteines que medien el transport transcel-lular de calci en el ronyé (TRPVS5, Calbindin-D28k,

PMCA1D) i en el duode (TRPV6, Calbindin D9k i PMCA1b) en els 1aKO nefrectomitzats.

Les dosis de 25D necessaries per imitar la 1,25D en la correccié de les anomalies en el
transport de calci transcel-lular a nivell renal i duodenal causen un augment en els nivells de
25D en serum per sobre dels nivells recomanats en pacients amb MRC. A més aquestes dosis
causen calcificacié vascular en ratolins WT. També, hem observat que la 25D és capag
d'activar la 24hidroxilasa i el VDR en CMLV, mostrant la capacitat de la 25D d’activar

directament el VDR a |'artéria.

En conclusid, tots aquests resultats suggereixen que la produccié local de calcitriol per la
lahidroxilasa en I'artéria mediaria la calcificacié vascular observada en la urémia. A més, els

tractaments amb 25D en pacients amb MRC han de fer-se de forma molt controlada.



Resumen

La calcificacidn vascular es una complicacion de la enfermedad renal crénica y una de las
principales causas del aumento en la morbilidad y mortalidad en los pacientes. Estos
pacientes presentan una disminucion en los niveles de vitamina D (1,25(0OH),Ds) y desarrollan
hiperparatiroidismo secundario. Por esta razon, los pacientes con ERC son tratados con
calcitriol u otros analogos. También se utiliza la 25-hidroxivitamina D, pero sin ningun
conocimiento de su eficacia y toxicidad. Las recomendaciones actuales sugieren que se
complemente con 25D para alcanzar un cierto umbral que pueda afectar las acciones clasicas
y no clasicas de la vitamina D. Sin embargo, el impacto directo en la homeostasis del calcio

(sin convertirlo en calcitriol) no se conoce.

En el presente estudio, se determind el efecto de la uremia en la regulacion de genes del
metabolismo de la vitamina D y el papel de la sintesis local del calcitriol en la uremia y su
efecto sobre la calcificacion vascular utilizando ratones KO para la 1ahidroxilasa. También, se
estudid la eficacia y la seguridad del tratamiento con 25D en el metabolismo mineral en
ratones que carecen de la lahidroxilasa con una reduccién del 75% de la masa renal y el

efecto en ratones WT de la dosis efectiva para reducir los niveles de PTH en ratones KO.

Los primeros resultados en ratas demuestran que en la uremia se desregula la expresiéon de
las proteinas implicadas en el metabolismo de la vitamina D en las células musculares lisas
vasculares (CMLV), aumentando la expresion de la 1ahidroxilasa. Esta regulacion es especifica

del tejido y es diferente de la del rindn.

Los ratones wild type con un modelo de ERC tratados con dosis elevadas de calcitriol
(400ng/Kg) muestran una pérdida significativa de peso, mientras que los 1aKO no pierden
peso. Los niveles séricos de calcio, fosforo, BUN y 1,25D suben y son similares en los dos
grupos. Por otro lado, los niveles de PTH caen por debajo de los valores normales en ambos
grupos. La calcificacion vascular aumenta significativamente en los ratones WT en
comparacion con los 1aKO. Resultados similares fueron observados con Ila tincion rojo de

alizarina y la immunohistoquimica de Runx2, aumentando sélo en los ratones WT.

In vitro, las CMLV WT tratadas con suero urémico también muestran un aumento significativo
de la calcificacion y de la expresion de runx2, que no se observa en las células 1aKO. Cuando
las CMLV de rata sobrexpresan la lahidroxilasa calcifican mas en comparacién con las células

control.



Resumen

Estos resultados indican que la lahidroxilasa actuaria como mediador de la calcificacion
vascular en la uremia incrementando la sintesis local de la 1,25(0OH),Ds. Hecho que es de

especial interés en los pacientes con enfermedad renal tratados con 250HDs.

Para estudiar el efecto de la 25D, se realizdé un estudio de dosis-respuesta con ratones 1aKO
nefrectomizados y tratados con 25, 50 y 100 ng/g de 25(0OH)Ds y se compararon con una sola

dosis de 1,25(0OH),Ds (50pg/g).

La administracion de 25(OH)Ds; puede normalizar el Ca, P y PTH en suero con una potencia
similar a la del 1,25D en un modelo de ratén 1aKO con ERC. Confirmando un efecto directo y
activador de la 25D sobre el VDR. La 25D también puede activar el VDR para imitar la 1,25D en
la regulacion de genes y proteinas que median el transporte transcelular de calcio en el rifidn
(Calbindin-D28k, TRPV5, PMCA1lb) y en el duodeno (Calbindin D9k y TRPV6, PMCA1b) en

ratones 1aKO nefrectomizados.

Las dosis de 25D necesarias para imitar la 1,25D en la correccidon de las alteraciones en el
transporte de calcio transcelular a nivel renal i duodenal producen un aumento en los niveles
de 25D en el suero por encima de los niveles recomendados en pacientes con ERC. Ademas,
esta dosis causa calcificacion vascular en ratones WT. También hemos observado que la 25D
es capaz de activar la 24hidroxilasa i el VDR en las CMLV, mostrando la capacidad de la 25D de

activar de forma directa el VDR en la arteria.

En conclusidn, estos resultados sugieren que la produccidon local de calcitriol por la
lahidroxilasa en la arteria mediaria la calcificacion vascular observada en la uremia. Ademas

los tratamientos con 25D en pacientes con ERC deben hacerse de forma muy controlada.



Abstract
Vascular calcification is a complication of chronic kidney disease and one of the main
predictors of increased morbidity and mortality in patients. These patients present a decrease
in vitamin D levels (1,25(0OH),Ds) leading to secondary hyperparathyroidism. For these reasons
CKD patients are usually treated with calcitriol or other analogues. 25-hydroxyvitaminD is also
used without any knowledge of its efficacy and toxicity. Current recommendations are to
supplement with 25D to achieve a certain threshold that could affect both, classical and non-
classical actions of vitamin D in the body. However, its direct effect on calcium homeostasis

(without conversion in calcitriol) is not fully understood.

In the present work, we determined the effect of uremia in the regulation of vitamin D
metabolism genes, and the role of the local synthesis of calcitriol on uremia-induced vascular
calcification using lahidroxilaseKO mice. Also, we studied the efficacy and safety of 25D
treatment on mineral metabolism in a model of 75% nephron mass reduction in mice lacking
lahidroxilase and the effect in WT mice of the dose found to be effective reducing PTH levels

in KO mice.

Initial results in rats show that uremia deregulates proteins involved in vitamin D metabolism
in vascular smooth muscle cells (VSMC), increasing the expression of lahydroxylase. This

regulation is tissue specific and is different from the one in the kidney.

Wild type mice with a CKD model treated with high daily doses of calcitriol (400ng/Kg) for two
weeks show a significant weight loss, while 1aKO do not lose weight. Serum calcium levels,
phosphorus, BUN, and 1,25D increase and are similar in both calcitriol-treated groups.
Furthermore, PTH levels decrease in both groups below normal values. Vascular calcium
content significantly increased in the WT mice compared to 1aKO mice. Similar results are
observed with alizarin red staining and immunohistochemical detection of Runx2, which

increase only in WT mice.

In vitro, WT VSMC treated with uremic serum also show a significant increase in calcification
and runx2 expression that is not observed in 1aKO cells. When VSMC from rat overexpressed

lahydroxyalse also calcify more compared with the control cells.

These results show that lahidroxilase acts as a mediatior of vascular calcificaton in uremia,
increasing local synthesis of 1,25(0OH),Ds. This fact is important in patients with renal disease

treated with 250HDs.



Abstract
To study the effect of 25D, a dose response study was carried out in 1aKO nephrectomized

using 25, 50 and 100 ng/g of 25(0OH)D; to compare with a single dose of 1,25(0H),Ds (50pg/g).

25(0H)D3 administration can normalize serum Ca, P, and PTH with a potency similar to that of
1,25D in the 1aKO mouse model of CKD, confirming a direct binding and activation of the VDR
by 25D. Also, 25D can activate the VDR to mimic 1,25D in the up-regulation of genes and
proteins mediating transcellular calcium transport in the kidney (TRPV5, Calbindin-D28k,
PMCA1b) and in the duodenum (TRPV6, Calbindin-D9k, and PMCA1b) in the nephrectomized
1aKO.

The doses of 25D required to mimic 1,25D in correcting the abnormalities in renal and
duodenal transcellular calcium transport cause elevation in serum 25D levels far beyond the
recommended levels in CKD patients. Furthermore this dose causes vascular calcification in
WT mice. Also, we observed that 25D is able to activate 24hydroxylase and VDR in VSMC,

showing the capacity of 25D to direct activate VDR in the artery.

In conclusion, all these results suggest that local production of calcitriol by 1ahydroxylase in
the artery may mediate vascular calcification observed in uremia. Furthermore, 25D

treatments in patients with CKD should be done in a very controlled manner.
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ABREVIATURES

MRC: Malaltia Renal Cronica.

FG: Filtrat Glomerular.

PTH: Hormona paratiroide o parathormona
BUN: Urea nitrogenada en sang.

SMa: a-actina de muscul llis

VDR: Receptor de Vitamina D.

FGF23: Factor de creixement fibroblastic 23.
HPT2: Hiperparatiroidismesecundari.

CMLV: Cel-lules de muscul llis vascular.

HVE: Hipertrofia ventricular Esquerra.

CV: Calcificacié vascular

CMLV: Cél-lules de muscul llis vascular.
MPG: Matrix Gla protein.

OPN: Osteopontina.

OPG: Osteoprotegerina

BMP: Proteina morfogenica de I'os.

VDR: Receptor de vitamina D

DBP: Proteina d’unié a la vitamina D

CaSR: Receptor sensible al calci.

la: 1ahidroxilasa

WT: wild type

KO: knockout

Nx: nefrectomitzat

TRP: Transient receptor potential protein
TRPV: Transient Receptor Potential Vanilloid

G: Glomerul



Abreviatures
PT: tubul proximal
DTL: extremitat prima descendent
ATL: extremitat prima ascendent
TAL: extremitat gruixuda ascendent
DCT: tdbul contornejat distal
CNT: tubul connector
CD: conducte col-lector
CTR: cel-lules tubulars renals
1,25D: 1,25-Dihidroxivitamina D

25D: 25-Hidroxivitamina D
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1.- LA MALALTIA RENAL CRONICA:

La malaltia renal cronica (MRC) és una sindrome clinica complexa que resulta del dany
progressiu i permanent de I'estructura anatomica renal i que comporta una disminucio de la
funcid renal. La disminucié de la funcié renal ve determinada pel filtrat glomerular(volum de
fluid filtrat pels capil-lars glomerulars per unitat de temps, ml/min) que es pot estimar
mitjangant I'aclariment de creatinina. La creatinina és una substancia endogena produida en
les ceél-lules musculars per una conversido no enzimatica de creatinina i fosfocreatinina. Ates
que la creatinina té un pes molecular baix, no s'uneix a proteines del plasma i es filtra
lliurement a nivell de glomeruls, és un excel-lent marcador per a estimar la taxa de FG. El valor
normal de I'aclariment de creatinina esta compres entre 100-130 ml/min/1,73m? en humans i
entre 1-3 ml/min/1,73m? en el cas de les rates.

Es considera que hi ha MRC quan la disminucio de la funcid renal, expressada en FG és < 60
ml/min/1,73 m? o quan hi ha preséncia de dany renal de forma persistent durant almenys 3
mesos.? El dany renal es diagnostica habitualment mitjancant marcadors, el principal

marcador és una excrecid urinaria d’albimina o proteines elevada.

1.1.-ETAPES DE LA MALALTIA RENAL CRONICA:

La progressio de la MRC transcorre en cinc etapes segons el grau de la funcioé renal.

ESTADI DESCRIPCIO FG (ml/min/1,73m’)
Risc augmentat de MRC > 60 amb factors de risc
1 Dany renal amb FG normal >90
2 Dany renal amb FG lleugerament disminuit 60-89
3 FG lleugerament disminuit 30-59
4 FG greument disminuit 15-29
5 Fracas renal <15 o dialisis

Taula 1.- Classificacio dels estadis de la malaltia renal cronica (MRC) segons les guies Kidney Disease Outcomes Quality

Initiative K/DOQI 2002 de la National Kidney Foundation.”
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ESTADIS:
Estadi 1: Es caracteritza per un FG normal o augmentat amb dany renal. Situacions
representatives son els casos amb microalbuminudria o proteindria persistent o malaltia
poliquistica amb FG normal o augmentat.
Estadi 2: Situacions de dany renal acompanyades d’una reduccié lleugera de FG, freqlent en
persones d’edat avancada. Els casos de MRC en els estadis 1 i 2 poden beneficiar-se del
diagnostic precoc i de I'inici de mesures preventives de progressié de la MRC i de la patologia
cardiovascular.
Estadi 3: Hi ha una disminucié moderada del FG (FG entre 30-59 ml/min/1,73m?). El dany
renal pot estar present o absent i ja no constitueix un parametre necessari pel diagnostic
d’aquest estadi. S'observa un risc elevat de complicacions cardiovasculars i també poden
apareixer les complicacions classiques de la insuficieéncia renal com I'anémia o les alteracions
del metabolisme calci-fosfor. Aquests pacients han de ser avaluats des del punt de vista
cardiovascular i renal i tractats de forma adequada per la prevencié a ambdods nivells.
Estadi 4: Es produeix una greu disminucié del FG (FG entre 15 i 29 ml/min/1,73m?). El risc de
progressid de la insuficiencia renal a lI'estadi 5 com també el risc de que hi apareguin
complicacions cardiovasculars és molt elevat. En aquest estadi s’ha de valorar si el pacient
necessita tractament renal substitutiu.
Estadi 5: Es l'estadi final de la malaltia renal, es caracteritza per tenir un FG <15
ml/min/1,73m?, s’anomena també fracas renal (kidneyfailure) i es quan comencen a apareixer
els signes del denominat Sindrome Uremic. Aquesta sindrome és el conjunt de simptomes i
alteracions bioquimiques que apareixen durant I'estadi final de la MRC. En aquest estadi el

pacient necessita de dialisis 0 bé d’un transplantament renal per poder viure.

1.2-FACTORS DE RISC DE LA MALALTIA RENAL CRONICA:

Els factors de risc que augmenten la malaltia renal cronica es poden observar a la taula
2. S’inclouen individus amb diabetis, hipertensid, malalties autoimmunes, etc. A més a més
tenim altres factors de risc considerats sociodemografics, com I'edat i I'étnia que també es

consideren factors potencials de risc de inici o susceptibilitat a la MRC.
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Factors clinics Factors de risc sociodemografics
Diabetis Edat avancada 2 60 anys
Hipertensio Etnia
Malalties cardiovasculars Exposicio a certes condicions ambientals i
guimiques

Malalties autoimmunes
_ R Obesitat, tabac
Infeccions sistemiques

Exposicié a medicines o drogues

Procediments associats a la disminucid de la

funciod del ronyod

Taula 2.- Classificacio dels estadis de la malaltia renal cronica (MRC) segons les guies Kidney Disease Outcomes Quality

Initiative K/DOQI 2002 de la National Kidney Foundation®

1.3.- INCIDENCIA | PREVALENCIA DE LA MALALTIA RENAL CRONICA:

En la poblacié general adulta aproximadament entre un 8- 10% té algun tipus de dany
al rony6 per evidéncies en la proteinudria o microalbumindria, si s’inclou I’hematuria augmenta
fins a un 18%.

Els pacients amb insuficiéencia renal cronica que estan sota tractament amb meétodes
substitutius de la funcié renal (hemodialisis, dialisis peritoneal i trasplantament renal) sén
aproximadament dos milions al moén. En paisos desenvolupats la taxa de prevalenga és d’
aproximadament entre 500 — 1400 pacients per milié d’habitants, pero varia segons el pais. A
EEUU la prevalenga és d’uns 1800 casos per milié, mentre que al Japd i a Taiwan és de 2400
casos per milié d’habitants. La prevalenca de la MRC a Espanya és inferior que als anteriors

paisos i és d’aproximadament 1200 casos per cada milié d’habitants.
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La incidencia és d’aproximadament 300 — 340 pacients per milié d’habitants i s'incrementa al
voltant d’'un 10% anualment. En paisos com: EEUU, Taiwan i algunes regions de Meéxic aquest
valor s’incrementa fins als 400 casos per milid d’habitants.’ A Espanya aquests valors sén
inferiors, es troben entre 120-130 casos per cada milié d’habitants i es supera els 450 casos en
el grup d’edat superior als 75 anys. En canvi, en els paisos en vies de desenvolupament
ambdues taxes son molt menors i esta en correspondéncia amb el seu nivell economic. Font:

web de la SEN. Informe de dialisis i transplantament, 2009.

1.4.-CONSEQUENCIES DE LA MALALTIA RENAL:

1.4.1.- Toxicitat uréemica.

La uremia significa literalment “orina dintre de la sang”. Piorry I'lany 1840 ho va
utilitzar per a definir les conseqliencies de I'acumulacid dels compostos que normalment son
eliminats pel ronyé. Actualment es denomina aixi al conjunt de simptomes i signes deguts a la
retencié d’excés de productes del desdoblament metabolic de les proteines en la sang per la
incapacitat de les nefrones per a secretar adequadament la urea i altres productes del
metabolisme proteic. Hi ha una varietat de compostos que poden ser potencials toxines

uremiques: urea, creatinina, acid uric, poliols, fenols,etc.

Trobem una simptomatologia complexa i variable implicada en aquesta sindrome: anémia,
alteracio del metabolisme del calci i fosfor, acidosis metabolica, sobrecarrega de fluids,
acumulacié de productes del metabolisme proteic, malnutricio, un desequilibri hormonal, el

més freqlient en la urémia és I'increment de I’'hormona paratiroide (PTH).

1.4.2 Hiperparatiroidisme secundari

1.4.2.1- L’hormona Paratiroides (PTH):

La parathormona (PTH) és una hormona que es sintetitza en les cel-lules de la glandula
paratiroides com preProPTH i es secreta com a polipéptid de 84 aminoacids. Una vegada en
circulacié pateix ruptures proteolitiques per a donar lloc a diferents fragments que contenen
la regié amino-terminal (PTH1-34), la regié mitja (PTH 44-48) o la regié carboxil-terminal (PTH
53-84). Per tant, en la circulacié existeix una barreja de fragments de la PTH originats de la

PTH intacta(1-84). La PTH intacta i la amino-terminal (1-34) tenen activitat biologica
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equipotent en el ronyd; la PTH 1-34 és |'Unica capac¢ d’exercir accions biologiques sobre
esquelet.’
La PTH és un regulador del metabolisme del calci i del fosfor. Actua principalment en dos
organs; en l'os i en el ronyo tot i que també pot actuar en altres, com ara en l'intesti. A I'os
estimula els osteoclasts i provoca reabsorcié ossea, resultant en un increment en serum dels
nivells de calci i de fosfor.
La PTH estimula l'activitat de la 1ahidroxilasa en el ronyd, resultant en un augment de la
produccié de la 1,25(0OH),Ds la qual actua incrementant I'absorcié de calci i fosfat en l'intesti.
A més, la PTH també actua sobre el ronyd incrementant la reabsorcié de calci en els tubuls
renals distals i disminuint la reabsorcié de fosfor en el tubuls renals proximals.*
L'increment de calci i de 1,25(0OH),Ds en el serum, causen una retroalimentacio negativa en el
procés d’alliberament de PTH per les glandules paratiroides. Per una banda, el calci actua
negativament sobre la glandula mitjancant el receptor sensible al calci (CaSR), receptor
associat a proteines G que es sensible a diferents ions com el Ca**.> Per altra banda, el fosfor
produeix hiperplasia de la glandula independentment dels nivells de calci i calcitriol,
mitjangant un mecanisme post-transcripcional augmentant de forma directa la sintesis i la

secreci6 de PTH.%’

1.4.2.2- La vitamina D:

La vitamina D és un factor essencial en la regulacid del calci i del fosfor. En I'os és un
factor necessari per efectuar el procés de reabsorcid o mineralitzacié ossea. Incrementa la
reabsorcio del calci i fosfor urinari en els tubuls renals, també actua induint I'expressié del
factor de creixement fibroblastic (FGF23) el qual suprimeix I'activitat de la lahidroxilasa,
inhibint la sintesis de la 1,25(0OH),D3 i d’aquesta manera es redueix la reabsorcidé renal de
fosfat. A l'intesti promou I'absorcid de calci i fosfat de la dieta. Actua sobre la glandula

paratiroides mitjangat el receptor de vitamina D inhibint la secrecid de PTH.2

1.4.2.3- El factor de creixement fibroblastic 23 (FGF23):

El factor de creixement fibroblastic (FGF23) és una proteina d’aproximadament 26 KDa
membre de la familia dels FGF (fibroblast growth factors). Es secreta majoritariament pels
osteocits i actualment es considera com un dels factors més importants en la regulacié de

I’'homeostasi del fosfor. El FGF23 actua sobre les seves cel-lules diana conjuntament amb el

10
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cofactor klotho, una proteina de membrana de la familia de les glicosilades augmentant
"eliminacié de fosfor per 'orina, promovent la fosfaturia.’ També s’ha observat el seu efecte
inhibint la sintesis de la vitamina D a nivell renal mitjangant la inhibicié de la lahidroxilasa.
Aguest efecte es veu incrementat quan hi ha un augment del fosfor plasmatic que fa que
s'incrementi I'expressié de FGF23, amb la qual cosa disminueix la sintesis renal de vitamina D.

La FGF23 també actua a nivell de la paratiroides inhibint las sintesis i la secrecié de la PTH i

10,11

disminuint I'expressio de la 1ahidroxilasa.

Ca PO4

Vitamina D PTH __— . Augment de

’ I'activitat dels
+ + osteoclasts
M Absorcio Ly, e ]
1A%
Ca, PO4 :fy_“ %) . FGF-23
VLI
! +
Efecte de la PTH:
1.- P reabsorcié Ca Efecte de la FGF23:
2.-J reabsorciéo PO4 1.-J reabsorcié PO4
3.- 1,25 vitD 2.-4 1,25vitD

- -

Augment del calci en sérum
Disminucid del fosfor en serum

Figura 1.- Homeostasis normal del Calci i del Fosfor.

1.4.2.4- L’ hiperparatiroidisme secundari en la malaltia renal cronica:

En la MRC es desenvolupa I'hiperparatiroidisme secundari, el qual es generat per un
desequilibri relatiu en ’'homeostasi del calci i del fosfor. Amb la disminucié de la funcidé renal,
es produeix una reduccid de I'absorcid de calci juntament amb una disminucid de la sintesis
de calcitriol, produint nivells de calci baixos en el serum. Aquest sera el primer estimul per la

lliberacié de PTH per les glandules paratiroides, les quals mitjancant els receptors sensibles al

11
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Ca (CaSR) expressats en la superficie de les cél-lules de la glandula paratiroides detectaran la
hipocalcémia i augmentaran la sintesis i la secrecido de la PTH per tal d’incrementar-ne els
nivells. Per un altre costat, i en estadis més avancats de la malaltia renal, es produeix un
descens en I'eliminacié del fosfor que resulta amb una hiperfosfatemia que també estimulara
la sintesis i la lliberacié de la PTH.

L’hiperparatiroidisme secundari (HPT2), es caracteritza per un desordre funcional de les
glandules paratiroides, amb la conseqlient hipersecrecié de PTH i hiperplasia de les glandules
12 Els pacients amb MRC pateixen aquesta malaltia per diferents causes: I’eliminacié de fosfat
es troba deteriorada, no es produeix vitamina D a causa de la desaparicié del paréenquima
renal, 'absorcid intestinal de calci és baixa i els nivells sanguinis de calci disminueixen. Per tot
aixo, I’'HPT2 en la MRC és tractat amb suplements de calci, restriccié de fosfats i vitamina D.
S’ha demostrat I'eficacia de I'administracié intravenosa i oral de 1,25(0OH),Ds per suprimir el

1314 No obstant aixo, el potent efecte de la 1,25(0H),Ds

nivells de PTH en pacients amb HPT2.
sobre I'absorcié de calci i fosfor dins l'intesti i sobre la mobilitzacié dels mateixos en I'os
produeix que el tractament amb vitamina D activa es compliqui amb la hipercalcemia i

1518 per aixd, s'utilitzen analegs de la vitamina D per al

hiperfosfatemia a dosis terapeutiques.
tractament del HPT2, els quals disminueixin les concentracions sériques de PTH i al mateix
temps eleven minimament la calcémia i la fosfatémia, produint el minim d’efectes secundaris.
Un dels analegs més usat és el Paricalcitol (19-nor-1,25-dihidroxivitamin D,). Estudis de
Slatopolsky et al demostren que el 19-nor-1,25(0H),D, suprimeix els nivells de PTH en rates
uremiques a una concentracié la qual no afecta els nivells de calci en el plasma”. No es coneix
la rad per aquest efecte diferencial entre la 1,25(0OH),Ds i el 19-nor-1,25(0OH),D,, pero
existeixen diversos estudis on detecten diferents efectes de I'analeg en vers la 1,25(0OH);Ds.
Finch et al *® observen que el 19-nor-1,25(0H),D, és unes 10 vegades menys actiu en
I'increment de calci i fosfor al serum quan aquests dos elements han estat eliminats de la
dieta en rates paratiroidectomitzades suggerint que aixd pot ser degut, en part, a la
disminucié de la mobilitzacié mineral en I'os. Cardus et al *° van mostrar que el calcitriol i el
paricalcitol tenien diferents efectes biologics en les CMLV (cel-lules de muscul llis vascular). El
calcitriol augmentava la proliferacié i la calcificacid in vitro e in vivo, mentre el paricalcitol no.

Aquestes diferencies poden agreujar els problemes cardiovasculars associats amb les

condicions uremiques.
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1.4.3.- L'hiperfosfatemia:

El fosfor és un element que es troba en casi tots els aliments, s’absorbeix desde
I'aparell digestiu i passa a la sang fins arribar als ronyons on sera excretat. Quan es produeix
insuficiéncia renal, els ronyons ja no poden eliminar el fosfor correctament i es retingut
produint hiperfosfatémia. Els nivells normal de fosfor oscil-len entre 2,5 mg/dl i 4,5 mg/d],
mentre que els nivells de fosfor en sang de molts pacients en dialisis sén superiors a 6,5
mg/dl.?® Aquests nivells més elevats s’associen a una significativa progressié de la malaltia i
rics de mort en pacients sotmesos a almenys un any de dialisis.

Aquesta hiperfosfatémia és un altre factor que promou el desenvolupament de
I’hiperparatiroidisme secundari (HPT2), el fosfor indueix la secrecié de PTH per; estimulacio
directa de la glandula paratiroides, induccié d’hipocalcemia per la precipitacio amb el calci
formant CaHPO, i per l'estimulacio de la FGF23 que produeix una inhibicid severa de la
lahidroxilasa i caiguda dels nivells de 1,25 dihidroxivitaminaD.?* La down-regulacié dels
receptors de vitaminaD a la glandula déna lloc a una resisténcia a la vitaminaD. Aquesta
perdua de retroalimentacié negativa a la glandula produeix un augment dels nivells de PTH.
Aguest augment en la PTH és apropiat per a disminuir la reabsorcié de fosfor i restablir els
nivells normals de Ca i P. En pacients amb MRC estadi IV la reabsorcio tubular de fosfor ja no
pot disminuir més, produint un augment de la secrecié de PTH i de FGF23. Encara que la PTH
ja no funciona al ronyd a I'os encara es activa i continua alliberant Ca i P. D’aquesta manera es
produeix un cicle vicios; el fosfor elevat causa un augment de la secrecié de PTH i la PTH causa
més hiperfosfatémia.”

Els nivells elevats de fosfor i del producte CaxP s’associen amb la progressio de la MRC.
22 per aixo, és tan important el control dels nivells serics de fosfor en aquests pacients. La
restriccié de P en la dieta i la dialisis convencional generalment no son efectives per controlar
I’"hiperfosfatemia. Per aixo s’utilitzen quelants de fosfor, que actuen com “esponges” unint-se
al fosfor quan encara es troba en I'estdmac i s’elimina per la femta. Al comengament es feien
sevir els quelant d’alumini, que funcionaven bé perd produien intoxicacions per alumini.?®
Posteriorment, van ser substituits pels quelants de sals de calci, aquets tenien una mala
tolerancia digestiva i a més s’han relacionat amb la calcificacido observada en pacients amb
dialisi.® Actualment, s’utilitza el clorhidrat de Sevelamer i més recentment el carbonat de

lanta.
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El clorhidrat de Sevelamer és un polimer que té multiples amines separades per
carboni. En l'intesti aquestes amines es protonen i s'uneixen al fosfat mitjancant intercanvi
ionic i per ponts d’hidrogen als grups amino de la cadena de polimer del Sevelamer. La unio
del fosfat al sevelamer no produeix la formacié de subproductes residuals, pero indueix
acidosis metabolica. Per aix0, es va substituir pel carbonat de lanta.

El carbonat de lanta és molt eficac com a quelant de fosfor degut a I'elevada afinitat
pels ions fosfat (PO4>). En conjunt formen un fosfat de lanta que és molt insoluble, fet que
disminueix de forma significativa I'absorcio del fosfat. | a més, aquesta gran afinitat es manté
25 S'

en tot el rang de pH que hi ha en I'aparell digestiu. ha mostrat també que el complex lanta-

fosfat té una estabilitat més gran que el Sevelamer-fosfat.

1.4.4.- La Malaltia Cardiovascular:

Els problemes cardiovasculars son la causa més freqient de mort en pacients amb
malaltia renal cronica. La malaltia cardiovascular en la malaltia renal t¢ un component de
cardiomiopatia i un altre d'arteriopatia urémica.

La miopatia implica hipertrofia ventricular esquerra (HVE). La HVE és un factor de risc
cardiovascular ben conegut en la poblacid general. En el transcurs de la malaltia renal la HVE
es desenvolupa de forma precocg i la seva prevalenca augmenta de forma inversa al nivell de

2628 E|s mecanismes implicats en el desenvolupament d'aquesta malaltia son la

funcié renal.
sobrecarrega de pressio i de volum. La sobrecarrega de pressid és induida per la pressid
arterial, la rigidesa de les artéries (arteriosclerosis) o I'estenosi aortica. La sobrecarrega de
volum es induida per I'hipervoleémia cronica, I'anemia o la circulacié hiperdinamica. D'aquesta
manera, per un mateix nivell de pressio arterial, els pacients renals presenten un index de
massa del ventricle esquerra superior al dels pacients no renals, indicant que altres factors
contribueixen al seu desenvolupament®®, com ara: I’ hiperparatiroidisme secundari, I'activacié
del sistema renina-angiotensina, I'endotelina-1 local, la inflamacid, les calcificacions vasculars,

etc. 30-32

La HVE comenca sent un fenomen adaptatiu a la sobrecarrega de pressid i volum,
perd a la llarga es converteix en un fenomen de mala adaptacié. En estudis de pacients en
dialisi la HVE s'associa amb major risc de disfuncio diastolica, fallada cardiaca recurrent i mort.
33,34

L'arteriopatia urémica engloba I'ateromatosi i |'arteriosclerosi. L’ateromatosi esta

associada amb la fibrosis i calcificacié de la capa intima i per tant amb la disminucié del
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diametre de la llum per la formacié de plaques d’ateroma calcificades. En canvi, en
I'arteriosclerosi s’observa calcificacio i engruiximent de la capa mitja de la paret dels vasos
amb el consequient increment de la rigidesa arterial. La suma del dany en el miocardi amb el
vascular causa les manifestacions cliniques ja conegudes com la cardiopatia isquemica,

insuficiencia cardiaca, hipotensio ... 3>

2.-LA CALCIFICACIO VASCULAR EN LA UREMIA:

La calcificacid en teixits tous i en les parets dels vasos sanguinis es produeix més
frequientment en pacients dialitzats comparat amb la poblacié no urémica.*® Hi ha evidencies
que les alteracions en el metabolisme ossi i mineral s'associen a calcificacid vascular i augment
de la mobilitat i de la mortalitat. Aquestes alteracions en el metabolisme mineral sén comuns
en els estadis finals de la malaltia renal.

En els vasos sanguinis podem trobar els diposits de calci en diferents capes de la paret arterial

i aix0 esta relacionat amb la patologia:

-Calcificacié de la tunica intima: relacionat amb les lesions aterosclerotiques, on hi té lloc una

combinacié de necrosis cel-lular, inflamacid i deposici6 de colesterol, fosfolipids i
lipoproteines. % |a calcificacié comenga en primer lloc en el cor lipidic juntament amb les
cel-lules inflamatories infiltrades i la necrosis cel-lular. Ja en estadis temprans les cél-lules dels

vasos comencen a expressar proteines caracteristiques de I'os.

-Calcificacié de la tunica mitja: associat a I'increment de la rigidesa de la paret vascular i a

I'arteriosclerosi observada amb I'edat, diabetis, hipertensid, osteoporosis i MRC.3% |3
calcificacié en la capa mitja produeix rigidesa en la paret arterial, amb un augment de la
pressio arterial, i també un augment del risc cardiovascular.

Els dos tipus de calcificacié poden donar-se independentment I'un de l'altre, perd en el cas
dels pacients MRC aquest procés implica, generalment, ambdods tipus de calcificacid
vascular.***?

En els pacients amb malaltia renal avancada es produeix un engrandiment de la glandula
paratiroides i un augment de la PTH circulant, els quals contribueixen a incrementar la

resorcié ossea, fet que podria afavorir la calcificacié vascular.®® L'hiperfosfatémia i I'augment

del producte calci-fosfat contribueixen a la calcificacié vascular en pacients uremics.
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2.1- Estructura de la paret arterial:

L'estructura normal de les artéries consta de tres capes ben delimitades (Fig.3): la
tunica intima que consta de I'endoteli, format per una monocapa de cél-lules endotelials i el
subendoteli o lamina basal, formada per una capa de teixit conjuntiu, la tanica mitja, que és la
capa més gruixuda constituida per cel-lules musculars llises (CMLV), aquesta tunica esta
limitada exteriorment per la lamina elastica, que esta formada per fibres elastiques amb
fenestracions que permeten el pas de substancies i cel-lules en ambdues direccions. |
finalment la tanica adventicia, la part més externa de I'arteria, formada per teixit conjuntiu
amb feixos de col-lagen, CMLV i fibroblasts. Aquest teixit conjuntiu es prolonga gradualment

relacionant-se amb estructures veines.

TUnica intima

Tunica mitja

Tunica Adventicia

Figura 2.-Estructura de la paret arterial.

2.2- Estadis de la Calcificacid vascular:

La calcificacié vascular és un procés que es desenvolupa en una série d’etapes **. Les
cél-lules vasculars d’origen mesenquimal (CMLV; miofibroblasts, pericits microvasculars i
cél-lules vasculars calcificants —CVC-) es poden diferenciar en cel-lules semblants a osteoblasts
(osteoblast-like cells) (estadi 1). Les CVC van ser descrites per Demer i col-laboradors* com
una subpoblacié de CMLV que en cultiu formen noduls i calcificacions que es mantenen
estables al llarg del temps. Aquests noduls comparteixen multiples propietats amb I'os, com
és l'increment de l'activitat de la fosfatasa alcalina (ALP) i I'expressido de |'osteopontina,

osteonectina i osteocalcina. *®
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S’estima que podria suposar entre el 20-30% de la poblacié total de CMLV AT,
Aqguestes diferents cel-lules vasculars d’origen mesenquimal poden exhibir fenotips
intercanviables sota certes condicions patologiques, incluides I'aterosclerosis, la diabetis,
I’envelliment i la MRC. Aquestes cel-lules poden contribuir a la diferenciacid osteoblastica;
perden marcadors de muscul llis i desenvolupen caracteristiques osteoblastiques com

I’expressié de ALP, osteocalcina i osteopontina (estadi 2). Aquesta diferenciacié osteoblastica

desemboca en la mineralitzacié de la matriu extracel-lular (estadi 3).

2.3.- Mecanismes de la Calcificacié vascular:

La calcificacié vascular no només es produeix per un mecanisme passiu de deposicio de
calci-fosfat en els vasos, sind que també es produeix per un mecanisme actiu similar al procés
de formacié ossea.” Diferents productes génics estan implicats en aquesta regulacié induint o

inhibint el procés de calcificacié. (Taula 3).

GENS INHIBIDORS GENS INDUCTORS
Osteopontina (OPN) Fosfatasa alcalina (ALP), RANKL
Matrix Gla-Protein (MPG) Cbfal o Runx2
Fetuina Osteonectina, Osteocalcina
Osteoprotegerina (OPG) Proteina de la Matriu ossea 2 (BMP2)

Taula 3.-Efecte oposat de proteines associades amb la calcificacié vascular.

2.3.1.- El Calci i el Fosfor:

Alguns autors es refereixen a ells com els “mecanismes passius de la calcificacido”.
Els nivells elevats de Ca, P i CaxP ( prevalents en pacients amb MRC i significativament lligats a
mort per malaltia cardiovascular en aquets pacients °') promouen la formacié de nuclis de
cristalls de bioapatita (principal component mineral de Ios, espines i closques).>
En estudis in vitro s'ha observat que a l'exposar les CMLV a elevades concentracions de fosfat
o calci es produeixen precipitats de Ca-P a la matriu extracel-lular i quan les incubem amb els

dos elements a la vegada, observem un efecte sinergic de la calcificacio.”>**
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A més a més, es coneix que aquest procés no és senzillament degut a la precipitacio dels ions
bivalents, sind que es tracta d’un procés completament regulat que implica un canvi fenotipic
de les CMLV, la pérdua de I'expressié de gens especifics de les cel-lules de muscul llis, com

5-57

SM22a i SMa i una up-regulacié de gens associats a la diferenciacié dssia.”>’ Lefecte més

Ill

important que observem és sobre el gen del “core binding factor” (Cbaf-1) o Runx2, un factor
de transcripcio critic en la diferenciacié dels osteoblasts i en la regulacid de I'osteocalcina,
I’osteopontina i altres proteines de la matriu Ossia.

Sembla que els efectes de [I'hiperfosfatemia i ['hipercalcémia estan mediats pel
cotransportador de fosfat depenent de sodi, NCP, el subtipus Pit-1 en les CMLV. L'elevat fosfor

i calci estimula I'activitat del cotranportador, el qual permet I'acumulacié de fosfor dins de la

cél-lula, que serveix com a senyal per I'expressi6 de gens osteogénics.>®

2.3.2.- Mort cel-lular i apoptosis:

La calcificacié vascular esta relacionada amb la preséncia de petites vesicules de matriu
amb contingut citoplasmatic i de membrana cel-lular, de la mateixa manera que passa a I'os,
gue semblen actuar com a llocs iniciadors de la formacio de cristalls d’apatita.

Durant el procés de mort cel-lular i d’apoptosis en la paret vascular es podria iniciar la
calcificacid per la presencia de “cossos apoptotics”, similars a aquestes vesicules de matriu,
gue incrementarien la permeabilitat de la paret cel-lular facilitant I’entrada de calci i fosfat, i
sembla ser que també actuarien com a estructures nuclears per la formacio dels cristalls de

calci.”® Proudfoot y cols®® mostren que l'apoptosis regula la calcificacié vascular in vitro.
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Hiperfosfatémia

Hipercalcémia Sérum urémic
Citoquines inflamatories
Pérduad’inhibidors: altres
MGP
OPN Ca X Pi
Fetuina A
Altres

Induccio de la formacio de

/ I'os: Osteoblasts vasculars

Mort cel-lular: cossos apoptotics

Figura 3. Teories del mecanisme de calcificacié vascular. L’hiperfosfatemia i I’hipercalcémia presents en els pacients amb
MRC és el principal estimulador de la calcificacid. Altres inductors: (1) la perdua d’inhibidors de calcificacid, (2) I'induccié del
procés de formacié d’os com a resultat d’'una diferenciacié alterada de les CMLV (3) la mort cel-lular que condueix a

I'alliberament de cossos apoptotics o restes necrotiques. Adaptat de Giachelli, 2004.

2.3.3.- Inhibidors de la Calcificacio vascular:

Les cel-lules dels vasos expressen en condicions normals molécules inhibidores de la
mineralitzacid. La pérdua de la seva expressid, com també passa en la MRC, provoca el que es
denomina “peéerdua de la inhibicié natural”, donant lloc a una calcificacié espontania i a un

augment de la mortalitat.®* Les molécules inhibidores de la calcificacié son:

- Matrix Gla protein (MGP)

Va ser el primer inhibidor de la calcificacié identificat. Es una proteina extracel-lular de la
matriu depenent de la vitamina K que s’expressa constitutivament en les CMLV, i també en les
endotelials, en vasos normal, perd es troba poc expressada en artéries calcificades.®? Té una
alta afinitat per I'hidroxiapatita que participa activament en la correcta formacio de l'os i
inhibeix la calcificacié vascular. ® La MGP actua prevenint I'accié del factor diferenciador
64 S;

osteogenic i condrogenic, BMP2. ha observat que els nivells serics de MGP sén menors en

pacients amb calcificacions que en els que no en tenen.®®> A més, els ratolins knock out per
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MGP desarollen osteopororosis i calcificacions severes de la capa mitja i moren per ruptura

aodrtica. °°

- Fetuina A:

Es una glicoproteina sérica que inhibeix la calcificacié vascular ectopica, també s’anomena
glicoproteina a2-Heremans-Schmid. Es un potent inhibidor de la formacié de novo
d’hidroxiapatita reduint la formacié de cristalls en solucions que contenen calci i fosfor in
vitro. Inhibeix la formacié d’aquests cristalls perd no afecta als ja formats.®” Els ratolins
deficients en aquesta proteina desarrollen extenses calcificacions en els teixits tous com ara el
miocardi, ronyd, llengua i pell. Recentment, Ketteler et al ® mostraven qgue baixos nivells en
serum de fetuina A s’associaven amb un augment de la mortalitat cardiovascular en pacients
que rebien tractament amb hemodialisis, de manera que la fetuina podria prevenir les

calcificacions accelerades observades en la MRC.

- Osteopontina (OPN):

La OPN és una fosfoproteina que es troba normalment en els teixits minerailtzats com
osssos i dents, i que esta implicada en la regulacid de la mineralitzacié al actuar com a
inhibidor del creixement de cristalls d’apatita.®® Encara que no es troba en artéries normals,
s’ha detectat la seva expressié en plaques ateroscler(‘)tiques70 i valvules aortiques calcificades.
Jono et al. ! va demostrar que la fosforilacié de I'ostepontina era un pas clau per inhibir la
calcificacié de les CMLV.
Giachelli i col-laboradors "? per examinar el paper de la OPN en la calcificacié vascular van
creuar ratolins OPN -/- amb ratolins MGP -/-. Els ratolins OPN -/- MGP-/- mostraven una
calcificacid més accelerada que els que solament eren deficients en MGP, pel que aquests

estudis indiquen que OPN és un inhibidor induible de la calcificacié vascular in vivo.

- Osteoprotegerina (OPG):

Es un membre de la familia de receptors dels factors de necrosis tumorals (TNFR), que ha
estat identificat com a regulador de la resorcio ossea.”” OPG es produit per una gran quantitat
de teixits, inclosos el sistema cardiovascular, pulmé, ronyd, sistema immunologic i I'os.”* En
les lesions calcificades avancades OPG es presenta al voltant de |'area calcificada. S’ha

observat que els ratolins deficients en OPG desenvolupen osteoporosis severa i calcificacié en
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la capa mitja’®, deixant clara la seva funcié com a inhibidor de la calcificacié vascular. S’ha
estudiat el potencial de OPG com a marcador de la malaltia cardiovascular. El seu nivell en
serum s’incrementa amb la severitat de la calcificacié vascular.”® OPG funciona com un
receptor soluble del lligant (RANKL, receptor activador del factor nuclear- kB(RANK)) impedint
la unié de RANKL a RANK”’, aixo fa que s’inhibeixi la diferenciacié dels osteoclasts. RANKL es
produit per les cel-lules T activades i estimula a RANK, aquesta activacié permet la formacid,
fusid, diferenciacid, activacid i supervivencia dels osteoclasts permetent I'augment de la
resorcid i perdua de l'os. Els efectes biologics d’'OPG sén oposats als de RANKL, ja que OPG
actua com a inhibidor soluble que preveu la interaccid de RANKL i seguidament I'estimulacié
del seu receptor RANK. (Figura 4).

OPG és a més receptor del lligand inductor de I'apoptosis relacionada amb el factor de
necrosis tumoral (TRAIL). TRAIL es troba en gran varietat de teixits, incloent les CMLV i les
endotelials. En les lesions ateriosclerotiques humanes TRAIL s’ha localitzat al voltant de les
arees calcificades.”®

SISTEMA RANK / RANK-L/ OPG

PRECURSOR
OSTEOCLAST DIFERENCIAC 15

ACTIVACIO
NS ® ®© O
s
(OPG OSTEOCLAST MADUR
RANKL

Figura 4.-Mecanisme d’accid i efectes biologics de RANKL, RANK i OPG en el metabolisme ossi. La unié
del receptor RANKL a RANK estimula la diferenciacié i activacié dels osteoclasts. La unié de RANKL a OPG

inhibeix la diferenciacié i activacio dels osteoclasts, disminuint la resorcio ossea.

- Altres proteines:

BMP7: El tractament amb la proteina morfogenica de I'os 7 (BMP7) mostra una
disminucié de la calcificacié vascular en rates deficients en BMP7. ”° Mentre que BMP2
antagonitza a BMP7 promovent la diferenciaci6 de CMLV cap a cél-lules semblants a

osteoblasts. &
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Pirofosfat: El pirofosfat, és també un inhibidor de la calcificacié vascular inhibint la
formacid d’hidroxiapatita en orina, es produit en els vasos on inhibeix la calcificacio.
Lomashvili va mostrar nivells reduits de pirofosfat en un grup de pacients en hemodialisis, fet

que contribuia a la calcificacié vascular. &

2.3.4.- Activadors de la Calcificacio vascular:

A més de la hiperfosfatémia i de la hipercalcémia existeixen estudis que suggereixen la
presencia de substancies en els serum dels pacients amb MRC que estimulen la calcificacid. 82
Les CMLV bovines en preséncia de serum urémic incrementen |'expressid de proteines
relacionades amb el procés de calcificacid. S’ha identificat un ampli numero de factors de la
urémia que poden induir gens osteogenics, de transformacié osteoblastica i de secrecid
d’algunes proteines de la matriu ossea en la paret dels vasos i teixits tous. Alguns d’aquets

factors sén: el factor de necrosis tumoral (TNF)83, les citoquines inflamatories 8

18, El sérum urémic també conté

fibronectina®®, el col-lagen tipus | i el 25-hidrocolestero
nivells elevats de fosfor, hormona paratiroidea, fosfatasa alcalina i proteina C-reactiva, els

guals poden estar relacionats amb la calcificacié vascular. Els activadors més importants sén:

- Fosfatasa alcalina (ALP):

Es un dels marcadors fenotipics dels osteoblasts i és essencial en el procés de
calcificacié vascular. S’ha detectat la seva preséncia en les calcificacions vasculars de la intima,
mitjana i de les valvules cardiaques. ALP expressada en la superficie cel-lular pot actuar sobre
els alliberadors de fosfat, alliberant fosfat inorganic. ¥ Les citoquines inflamatories i la

vitaminaD indueixen la seva up regulacié i la mineralitzacié. %

- Core binding factor alpha 1 (Cbfal) or Runx2:

Es el principal regulador de la diferenciacié ossea. Els ratolins deficients en Runx2
tenen problemes en la formacié del cartilag i de mineralitzacié de I'os 3. Actua com un factor
de transcripcié que dispara I'expressio d’importants gens de la linea osteoblastica com sén
'osteocalcina, I'osteopontina, I’ALP, o el col-lagen tipus 1.°° El fosfat™ i les toxines urémiques
%2 up-regulen la seva expressio. En CMLV bobines incubades amb serum urémic es mostra una
up regulacié de I'expressid de Runx2, osteopontina i fosfatasa alcalina que acceleren la
calcificacié in vitro. %
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-RANKL:

RANKL és una proteina de 316 aminoacids amb un pes molecular de 38Kd. Es produida
per cel-lules de la linia osteoblastica i cél-lules T activades. Promou la formacio, fusid,
diferenciacio, activacid i supervivencia dels osteoclasts permetent 'augment de la resorcid i
perdua de I'0s.*%

RANKL estimula el seu receptor RANK i s’inicia la cascada de senvyalitzacié intracel-lular de NF-
kB % el qual es transloca al nucli mitjancant la via classica (regulada per IKKB) o I'alternativa
(controlada per IKKa). La seva translocacié modula I'expressié de diferents gens, com algunes
BMPs (BMP4) que poden estar implicades en la calcificacid vascular.

La primera evidencia de que el sistema RANK-RANKL-OPG podia estar implicat en la
calcificacié vascular es va observar en ratolins knockout per OPG, els quals presentaven
osteoporosis i calcificacions de 'aorta i de I'artéria renal’”’. També, es va observar Ialta
prevalenca clinica i coincidéncia de calcificacid vascular i malaltia cardiovascular en dones post

menopausiques i gent amb edat avancada amb osteoporosis®®, %°.

| 100

Estudis més actuals de Panizo et a mostren com RANKL augmenta la calcificacié en CMLV

augmentant la produccié de BMP4 mitjangant la via alternativa NF-kB.

- Bone morfogenic proteins (BMPs):

Les BMPs sén un grup de proteines que reben aquest nom per les seves propietats
osteoinductives. Les BMPs formen part de la superfamilia del factor de creixement
transformant B (TGFB). Actuen a través de la unié a un complex heterodimeric de receptors
transmembrana (I i ll). La unié de la BMP al seu receptor especific tipus Il dona lloc a una
activacié dels receptors tipus I. Aixo provoca la fosforilacié i la translocacié nuclear dels

factors de transcripcié Smad modificant aixi la taxa de transcripcié dels gens diana. *°**%

BMP2: Es un potent factor osteoinductor. La seva expressié desencadena programes
de regulacid transcripcional osteogenica en I'arbre arterial. BMP2 indueix tant a Msx2 (factor
que promou lI'expressidé de gens osteogenics) com a Runx2 en CMLVi I'efecte d’aquest és a
través de I'estimulacid en la regulacio de la proteina Osterix (Osx), un regulador

transcripcional global de la mineralitzacié i diferenciacid osteoblastica.*™

Msx2 es requereix
per la formacido de I'os intermembrandos mentre que Runx2 es critic per la diferenciacié

d’osteoblasts, la formacié de I'os endocondrial i la neovascularitzacié. En cultius de CMLV
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bobines tractades amb serum uremic s’observa un augment de I'expressié de BMP2 que pot
up regular Runx2, afavorint la transformacid de les CMLV a cel-lules semblants a

105

osteoblasts.” El paper de BMP2 en la calcificacio vascular esta modulat (inhibit) per la Matrix

Gla protein (MGP).%®

3.- LA VITAMINA D:

3.1.- Historia de la vitamina D:

La vitamina D va ser descoberta a partir de dues malalties; el raquitisme i
I’osteomalacia. La principal caracteristica d’aquestes dues malalties és la falta de calci en els
0ss0s a causa d’una manca de vitamina D. El raquitisme afecta als nens que encara estan en
creixement i 'osteomalacia a adults que ja tenen els ossos formats. Ja en el segle | i ll,
Soranus, un fisic roma, va observar deformitats ossies més freqiients en nens romans que en
nens grecs, aixo0 ho va atribuir a la desnutricié i a la falta d’higiene dels nens romans. En
aquest mateix segle Galen va descriure les deformitats ossies classiques que s’observen en el
raquitisme. A la primera meitatdel segle XVII, els casos de raquitisme a Gran Bretanya van
passar a ser cada vegada més freqlients i diversos metges de I’época van estudiar la malaltia.

Un d’ells, Francis Glisson 107

, el1650 va publicar el primer tractat sobre raquitisme, “De
Rachitide”, on descriu els simptomes i la patologia clinica de diversos estats de malnutricié
gue va induir enanimals d’experimentacio. A partir d’aquest tractat, altres investigadors del
mateix segle van comengar a preguntar-se per l'origen de la malaltia. Van Siweten i
posteriorment Levacher de la Feutrie i Bouvier, van relacionar el raquitisme amb una etiologia
alimentaria, comengant a relacionar el paper patogenic de I'alimentacié “deficient”. EI 1918,
McCollum i els seus col-laboradors, John Howland, Edward Park i Paul Shipley van estudiar
dietes de cereals deficients en la vitamina A liposoluble i calci en rates joves i van observar
canvis esqueletics semblants al raquitisme infantil. D’aquests estudis van deduir que la causa
de la malaltia podria tenir relaci6 ambla deficiencia de la vitamina A o del calci o bé amb
I'alteracio del metabolisme d’aquests factors. Posteriorment van estudiar I'efecte de I'oli de
fetge de bacalla (s’havia usat ocasionalment amb la finalitat de tractar el raquitisme des de
1789) en aquestes rates raquitiques. Suplementant la dieta entre 2-7 dies van induir un patré

uniforme de curacié del raquitisme. A partir d’aquestes investigacions McCollum compartia la

mateixa questié que Mellanby, si la vitamina A era antiraquitica per si mateixa o si existia
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alguna altra substancia amb funcié especifica antiraquiticai una distribucié similar a la
vitamina A. McCollum i els seus col-laboradors van concloure que la substancia antiraquitica
era diferent a la vitamina A i aquesta tenia propietats especifiques per a regular el
metabolisme de I'os. En seqliéncia de vitamines descobertes, aquesta era la quarta, per aixo la
van anomenar vitamina D. Amb anterioritat a aquests resultats, ja es coneixia |'efecte
preventiu de la llum solar sobre el raquitisme (Armand Trousseau 1861), per tant, a partir del
descobrimentde la vitamina D i del raquitisme, es va establir que aquesta substancia es
produia a la pell per I'accié de la llum solar. | finalment, Adolf Windows va descobrir
I’estructura quimica de la vitamina D i la seva relacid amb els esterols, va rebre per aquests

resultats el premi Nobel de 1928.

3.2.-La biosintesis de la vitamina D:

La vitamina D és una hormona esteroide important que intervé en I'homeostasi

198 També se li han

mineral i per tant, en la formacié i manteniment de I'estructura Ossia
atribuit altres funcions relacionades amb la regulacié del creixement, maduracid i
diferenciacié cel-lular **, la secrecié hormonal **i la funcié immune.**!

El precursor hormonal, la vitamina D3 pot ser obtingut per la dieta o format per a partir del 7-
dehidrocolesterol a la pell mitjancant una via no enzimatica, la radiacié ultraviolada (UV)
mitjangant la qual sofreix una conversié fotolitica a provitamina D3 i d’aquesta una

112

isomeritzacid termica a vitaminaD3.”™“ La vitamina D3 és transportada per la sang per mitja de

proteines plasmatiques (la DBP, “vitamin D binding protein").113

Aquesta vitamina D3 no té
activitat biologica i per aix0 ha de ser metabolitzada a la forma activa. Aquesta transformacio
requereix de dos passos: al fetge es produeix la primera hidroxilacid mitjancant I'enzim
mitocondrial 25-hidroxilasa produint-se la 25-hidroxivitamina Ds; (25(OH)Ds) a partir de la
vitamina Ds. (Figura 5).

La 25(OH)Ds és el metabolit de vitamina D més abundant en la circulacid i té una llarga vida
mitjana pel que s’utilitza com a index de I'estat nutricional de vitamina D. La 25(OH)Ds és
troba 100 cops més concentrada en sérum (50-250 nM) que la 1,25(0OH),D3 (48-156 pM).
Concentracions inferiors a les optimes estan relacionades amb cancers, malaltia cardiaca,
malalties infeccioses, autoimmunes, i envelliment.

Al ronyd es produeix la segona hidroxilacid, mitjancant I'enzim lahidroxilasa, es forma la

1,25(0OH),Ds, que és la forma biologicament activa de la vitamina D.
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La 1ahidroxilasa es localitza fonamentalment en el ronyd, pero també s’ha descrit en altres

114

llocs extrarenals com: en les cel-lules endotelials *** cél-lules de muscul llis vascular'®?,

175 els queratinocits®. L'accié de la 1a

cél-lules de la mucosa del colon **®, macrofags
hidroxilasa és el pas limitant en la ruta biosintética de la vitamina D i esta finament regulat per
la propia 1,25(0OH),D3 mitjangant retroalimentacid negativa, a més de per altres factors com la
PTH i la concentracié de calci i fosfat.™™® Els nivells del metabolit actiu es regulen tant a nivell
de la sintesis com de la degradacié. La degradacié té lloc per I'accié de I'enzim 24 hidroxilasa
responsable de la hidroxilacié de la 25(OH)Ds; i de la 1,25(0OH),D; per donar lloc a la
24,25(0H),D3 i 1,24,25(0H),D;, respectivament 120 |3 24-hidroxilasa (CYP24) és un enzim
mitocondrial (53 kDa) i es troba majoritariament en el ronyd pero també en l'intesti, la pell,
I'os, la placenta i els macrofags. 121 |’enzim 24-hidroxilasa s’expressa fonamentalment en el
tubul renal, pero també s’ha trobat en un ampli nombre de teixits. La seva afinitat per la
1,25(0OH),D3; es més gran que per la 25(0OH)Ds, pel que es considera a I'enzim 24-hidroxilasa

122

com un mecanisme d’eliminacié de I'excés de 1,25(0H),Ds i per tant evita la seva toxicitat™*.

La seva expressiod i activitat augmenta pel fosfat i es redueix per la PTH.

‘,’J'"' ] fetge T ronyo j’" -

| @ — — ,‘

. )A H | [ 25-hidroxilasa [ 1 1a-hidroxilasa | L

Vitamin D
7 - dehydrocholesterol E—— 26-dihydroxy vitamin D,  1,25-dihydroxy vitamin D,

Figura 5.- Sintesis de la vitamina D. El precursor de la vitamina D s’obté de la dieta o de la bioactivacié del 7-

dehidrocolesterol per les radiacions solars, despres s’ofreix una serie d’hidroxilacions per obtenir la forma activa,

1,25(0OH),D;.
Tots els metabolits de la vitamina D tenen alta afinitat per la proteina transportadora, la DBP,
en l'ordre 25(0OH)D5; = 24,25(0OH)Ds> 1,25(0OH),Ds> vitamina Ds. La unié de la DBP-metabolit
limita I'accés d’aquest a les cel-lules diana, de manera que no podra ser metabolitzat i per tant
incrementa la vida mitja dels metabolits. Les hormones esteroides, com els metabolits de la
vitamina D, poden entrar dins les cel-lules diana per difusido en la membrana plasmatica per
ser metabolitzats o exercir la seva accid biologica. Per una altra banda, s’ha descrit que en les
cél-lules dels tubuls proximals, la 25(0OH)Ds; necessita un receptor endocitic, la megalina, per

poder entrar dins la cél-lula i ser metabolitzat a 1,25(0H),Ds. Nykjaer et al**> mostren que la
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filtracid a través del glomeérul i la reabsorcié en els tubuls proximals de la 25(0OH)D3 unida a la

DBP es déna gracies a aquest receptor anomenat megalina.

3.3.- La 1a hidroxilasa renal i extrarenal:

La lahidroxilasa és una monooxigenasa localitzada en la membrana mitocondrial
interna, amb una massa molecular d’ aproximadament 52KDa. L’expressié de I’enzim es troba
al tdbul proximal (funcié endocrina) i també al tubul distal contornejat (funcié autocrina i
paracrina), també esta present en diverses cél-lules i teixits com: la prostata, les mames, el
cervell, el colon, el pulmd, l'intesti, I'estdmac, els ganglis limfatics, la placenta, els monocits, la
melsa, les ceél-lules dendritiques, les cel-lules B pancreatiques, monocits, cel-lules paratiroides,
les cél-lules de muscul llis vascular (CMLV) i les cél-lules endotelials.

La sintesis extrarenal de la 1,25(0OH),Ds és un factor autocri/paracri amb funcié cel-lular
especifica. En humans, aquestes fonts extrarenals de 1,25(0OH),D3 només contribueixen de
forma significativa en els nivells circulants de 1,25D durant I'embaras, MRC i condicions
patologiques com la tuberculosis, desordres granulomatosos i I’artritis reumatoide.

L’activitat renal de la lahidroxilasa esta altament regulada en el manteniment de
I’'homeostasi del calci. El calci de la dieta pot regular I’enzim directament mitjancant canvis en
els nivells de calci del serum i indirectament per l'alteracié dels nivells de PTH.** S’ha
demostrat que la PTH té un efecte regulador directe sobre |'activitat de la 1ahidroxilasa i dels
nivells de mRNA en cel-lules dels tubuls renals proximals mitjangant canvisen cAMP

125 | a restricci6 de fosfor

mitjancant I'estimulacié de la transcripcio genica de la 1ahidroxilasa.
en la dieta també augmenta I'activitat de la lahidroxilasa, independentment de canvis en la
PTH i del calci. Evidéncies recents indiquen que la FGF23 augmenta amb la carrega de fosfat i
juga un paper important en I'homeostasi del fosfor. A més FGF23 inhibeix I'expressio de la
lahidroxilasa renal, ratolins que no expressen FGF23 tenen nivells elevats de 1,25(0OH),Dsi un
augment de I'activitat de la 1ahidroxilasa renal. La mateixa 1,25(OH),Ds exerceix un efecte de
feedback negatiu sobre la lahidroxilasa limitant la seva sintesis per disminuir una possible
intoxicacio per vitamina D.

Els ralolins knock out per Klotho presenten nivells elevats de 1,25(0OH),D3, alts nivells de calci i
fosfat en plasma i moren de forma prematura per calcificacions ectopiques, **° indicant que

FGF23 no pot senyalitzar sense el seu cofactor klotho, i per tant no es pot produir una

regulacié negativa de la 1ahidroxilasa.
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La regulacio de la 1ahidroxilasa en llocs extrarenals és una mica diferent de I’enzim renal, en
el manteniment de la funcid autocrina i paracrina de la produccid local de 1,25(0H),D5*’. Els
nivells de sintesis i de degradacio de la 1,25(0OH),Ds estan sota control de factors locals com
ara les citoquines, els factors de creixement que optimitzen els nivells de 1,25(0OH),Ds per les

accions cel-lulars especifiques mitjancant mecanismes que no sén coneguts.

3.4- El receptor de vitamina D (VDR):

La vitamina D, pot exercir la seva accid biologica a través de la unié amb el seu
receptor VDR (receptor de vitamina D). El VDR és un receptor nuclear membre de la
superfamilia de receptors de les hormones esteroides/tiroides. El VDR actua com a factor de
transcripcio dependent de lligand. L’estructura del gen del VDR consta de diverses regions ben
definides que poden funcionar de manera autonoma:

1) Domini d’unié al lligand (LBD): Es responsable de la unié d’alta afinitat de la

1,25(0OH),Ds.

2) Regions d’heretodimeritzacié amb el receptor de I’acid retinoic (RXR)

3) Domini d’unio al DNA (DBD): llocs amb alta afinitat per seqiiéncies de DNA.

4) Lloc d’unié a les proteines nuclears correguladores del complex transcripcional que

modulen el nivell de transcripcié dels gens diana.

Localitzacié nuclear Heterodimeritzacié \ Transactivacié
'I g |

J @Ay ] £l Heptad Repeats l.('
rn | o®ous 19 0 o o
P P
. J “ . I
Y
Domini d’unié al DNA Domini d’unié al lligand AF-2

Figura 6. Dominis funcionals del receptor de la vitamina D (VDR): domini d’unié al DNA el qual té la funcid de localitzacié
nuclear i heterodimeritzacié, domini d’unio al lligand que també es responsable de I’heterodimeritzacié i de la transactivacid

del receptor. Adaptat Dusso, Brown and Slatopolsky, 2005.

El domini d’unié al lligant (Ligand binding domain, LBD) és el responsable de la unié del

receptor amb la 1,25(0OH),D3; amb una gran afinitat (Kd: 10%°- 10*™M), mentre que la 25(0OH)D3

128
E

i la 24,25(0H),D3 s’uneixen al VDR amb una afinitat d’aproximadament 100 cops menys. n
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I’extrem C-terminal observem el domini d’activacié de la funcié-2 (Activation function-2, AF2).
Aguest transmet el major canvi conformacional de I’estructura en tres dimensions del VDR en
unir-se al lligand necessari per reclutar les proteines responsables de la translocacio del
citoplasma al nucli a través dels microtubuls. El domini més conservat en diferents espécies és
el domini d’unié al DNA (DNA binding domain, DBD) en la part N-terminal i que conté dos dits

de zinc. **°

Aguest nom deriva del complex tetraédric format per 4 cisteines amb una
molecula de zinc de manera que es crea un lla¢ o dit d’aminoacids que estabilitzen la unid
amb I'DNA per mitja de contactes amb fosfats de I'esquelet del DNA. El primer dit de zinc
(proxim a N-terminal) és el responsable de qué el VDR pugui unir-se als promotors dels gens
dependents de vitamina D, especificament en les seqliéncies anomenades elements de
resposta de la vitamina D (vitamin D response elements, VDRE) que es troben a la part 5’ del
promotor dels gens diana de la vitamina D. El segon dit de zinc és, en canvi, el responsable de
I’heterodimeritzacié necessaria amb el RXR (receptor de I'acid cis- retinoic). Aquest és un
procés indispensable perque el VDR adquireixi la conformacié essencial per tenir una alta
afinitat cap al DNA i exercir la seva funcidé transactivadora o transrepressora, per aixo
necessita interaccionar amb proteines nuclears coreguladores que donaran la modulacié
positiva o negativa de la transcripcio en la qual intervé el VDR. Dos dels dominis anteriors
serveixen com superficie adaptada per la unié dels coreguladors. El domini
d’heterodimeritzacié del RXR conté 246 residus molt conservats entre els receptors nuclears
gue serveixen d’uniod dels coreguladors. L’altra regio es troba en el domini AF-2 que permet la

unié de proteines del complex iniciador de la transcripcié com I'RNA polimerasa. (Figura 6).

3.5.- Accions de la vitamina D : Accié genomica i no genomica.

3.5.1.- Accié genomica de la vitamina D a través del VDR:

La magnitud de la resposta biologica del VDR moderada per la 1,25(0OH),Ds; depén de
diferents factors: I'accessibilitat de lligand, el contingut de VDR, modificacions genetiques i
postraduccionals, la disponibilitat i I'estat d’activacid dels coreguladors genetics. La resposta
biologica de la vitamina D en les cél-lules diana ocorre segons el model de transactivacié de
gens de les hormones esteroides. Per tant, quan la 1,25(0OH),Ds s’uneix al VDR pateix un canvi
conformacional que permetra que el receptor sigui translocat al nucli on forma I’heterodimer

130

generalment amb el receptorde I'acid retinoic (RXR)™"". Aquest heterodimer s’uneix a regions

promotores de gens especifics en els teixits diana, els VDREs i la unié de I'heterodimer a
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aquests VDRE forma complexos amb proteines addicionals anomenats coactivadors o
corepressors de la transcripcid, de manera que poden incrementar o disminuir I'expressié dels

gens diana (Figura 7).
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Figura 7.- Regulacio de la transcripcio genica per la 1,25(0OH),D;. La unio6 de la 1,25(0OH),D; activa el VDR per

interaccionar amb el RXR nuclear, factors de transcripcié basals i molecules coreguladores. Per a activar o

inhibir la transcripcié de gens per la RNA pol Il.

3.5.2.- Accié no genomica de la vitamina D:

Trobem diferents respostes dels metabolits de la vitamina D, igual que altres
hormones esteroidees, massa rapides per implicar canvis en I'expressio geneética. En aquestes
respostes podrien intervenir receptors de superficie cel-lular.

El paper d’aquestes accions no-genomiques de la vitamina D encara no esta molt clar. La

| 31132 a5 nivells de

1,25(0H),D3 pot estimular rapidament el metabolisme del fosfoinosito
calci citosolic **3, els de cGMP *** PKC, MAP guinases 135§ Pobertura dels canals de clor 3.

La naturalesa dels receptors que intervenen en aquestes respostes rapides encara es troba en
controversia. Tot i aixi s’ha caracteritzat un receptor associat a membrana, la proteina d’unié
als esterols de resposta rapida (rapid-response steroid-bindingprotein, 1,25D3-MARRS) que

137
/

Nemere et a van aillar de les membranes de les cel-lules d’intesti de pollastre i es va

aconseguir fer un anticos que bloquejava les accions no-genomiques de la 1,25(0OH),Ds.

3.6.- Accions biologiques de la vitamina D:

La vitamina D pot afectar a diferents processos o respostes:
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-Respostes classiques de la vitamina D: processos fisiologics classics com la regulacié de la

concentracio del calci i fosfat en la sang per I'accié de la vitamina D en els intestins, I'os i el
ronyo.

- Respostes no classiques de la vitamina D: efecte de la vitamina D en els processos de

proliferacié i diferenciacié de diversos tipus cel-lulars com en cel-lules epitelials de la pell,

cel-lules intestinals...

3.6.1.- Respostes classiques de la vitamina D:

El sistema endocri de la vitamina D és un component essencial d’interaccié entre el
ronyé, l'os, les glandules paratiroides i I'intesti que permet el manteniment dels nivells de
calci extracel-lular d’'una manera molt controlada, aquest es un procés vital per la integritat de

I'esquelet i |a fisiologia cel-lular.

Intesti:
La vitamina D és essencial per que l'intesti prim pugui absorbir el calci i el fosfat de la
dieta. Promou el pas através de la vora en raspall a I'interior de la cél-lula i la seva sortida per

la membrana basolateral **

. El mecanisme d’accié per a promoure aquest transport de calci
en l'intesti implica un mecanisme de transport actiu de calci. On hi esta implicada una
proteina epitelial transportadora de calci, TRPV6 i una proteina d’unio al calci (calcium binding

139

protein,CaBP).”” La sintesi d’aquestes proteines son dependents de 1,25(0OH),Ds i es troben

regulades tant a nivell transcripcional com post-transcripcional.

La vitamina D és essencial pel manteniment i pel desenvolupament de I'esquelet. La
deficiencia de vitamina D té com a resultat el raquitisme en humans joves en edat de
creixement i I'osteomalacia en adults. Les anomalies en la mineralitzacié de I'os en malalts de
raquitisme dependent de vitamina D tipus Il van ser resoltes despres de la infusié de calci.
Com a regulador de la transcripcié de proteines relacionades amb |'os, la vitamina D indueix
I’expressié de proteines com I'osteocalcina, RANKL i suprimeix la sintesi de col-lagen tipus | i la

produccié de OPG™°

, una proteina que s’uneix al mateix receptor que RANKL (el RANK)
inhibint la seva funcié de promoure la osteoclastogenesis. Per tant, s’ha demostrat tant in vivo
com in vitro que la vitamina D estimula la diferenciacié dels osteoclasts i per tant
I'alliberament de calci i fosfat.

31



Introduccio

Glandula paratiroides:

El sistema endocri de la vitamina D és també un potent modulador de la funcié
paratiroidea. La deficiencia de vitamina D provoca una hiperplasia de la glandula paratiroidea i
un increment de la sintesi i secrecié de PTH. L'administracié de 1,25(0OH),Ds actua a través del
VDR inhibint la sintesis de la PTH i el creixement cel-lular, per aixd aquest compost s’usa com a

tractament de I’hiperparatiroidisme secundari en la MRC.***

La cel-lula paratiroidal reconeix
els canvis en el Ca®" a través d’un receptor de calci de membrana, el CaSR. L’augment del Ca
extracel-lular activa I'expressid del CaSR i desencadena la seva cascada de senyalitzacid per

inhibir la secreci6 de PTH.

Rony6:

El principal efecte de la 1,25(0OH),D3; és el control sobre la seva propia sintesi i
degradacio a I'inhibir la 1a-hidroxilasa i estimular I'expressio de la 24-hidroxilasa, a més a més
d’induir I'expressié de megalina en el tdbul proximal 192 13 1,25(0OH),Ds esta involucrada en la
reabsorcid renal de calci, augmentant I'expressié de certes proteines com ara TRPV5 i la

calbindina.}®

3.6.2.- Respostes no classiques de la vitamina D:

Posteriorment, s’"ha observat que la 1,25(0OH),D5 té accions en altres organs diana com

en la pell, pancrees, fetge, etc ***

. Aquestes accions se les anomena accions no classiques de la
vitamina D i estan lligades a la preséncia de VDR en molts tipus cel-lulars. Entre aquestes
accions no classiques es troben la regulacido de la proliferacié i diferenciacié cel-lular, la
regulacié de I'apoptosis aixi com la regulacié de la secrecié hormonal i de la funcié immune.
Els macrofags i limfocits, a més a més de tenir VDR expressen la-hidroxilasa i per tant tenen la

195 També

capacitat de sintetitzar 1,25(0OH),Ds; de forma local en determinades circumstancies
existeixen estudis epidemiologics que demostren que la 1,25(0OH),Ds; disminueix el risc de
cancer de colon **, de mama **’ i prostata 148, i per aixo s’ha estudiat in vitro els efectes de la
1,25(0OH),D3 en cel-lules cancerigenes i s’ha demostrat que la 1,25(0OH),D3 té la capacitat
d’inhibir la proliferacié i estimular la diferenciacié cel-lular en aquests tipus de cel-lules.
Contrariament a aquests resultats, existeixen altres tipus cel-lulars, com cel-lules de
'endometri **° i condrocits **° on Ia 1,25(0H),D; estimula la proliferacioé cel-lular. Per tant, les
respostes de la vitamina D poden ser moltes i encara queda molt per estudiar. La preséencia

del VDR en les cél-lules endotelials i CMLV, i el descobriment de qué les cél-lules endotelials
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sintetitzin 1,25(0OH),Ds localment ens fa preguntar sobre el paper paracri de la 1,25(0OH),Ds en

la paret dels vasos.

3.7-Analegs de la vitamina D:

Alguns analegs de la vitamina D “poc-calcemiants” com el calcipotriol, OCT, 19-nor-
1,25(0OH),D, (o paricalcitol) i 1a-OH-D; s’han usat molt en dermatologia (tractament per la

151152 5 vitamina D i tots els

psoriasis) i pel tractament de I’ hiperparatiroidisme secundari.
seus metabolits son inusualment de conformacio flexible de manera que aquesta flexibilitat
intrinseca déna un gran nombre de canvis conformacionals que ocorren en milers per segon.
Aguesta capacitat de mobilitat genera una amplia varietat de formes que poden disposar-se
per unir-se al VDR, a la DBP i en el lloc d’unié del substrat dels enzims que metabolitzen la
vitamina D amb diferents afinitats.

Per tot aixo0, els criteris més importants que influencien el disseny dels analegs sén: les

interaccions amb el VDR, RXR i VDRE. També els enzim catalitics de la cel-lula diana ( la 24

hidroxilasa), la seva activacio enzimatica i les proteines d’unié a la vitamina D (la DBP).

3.7.1.- El Paricalcitol:

El 19-nor-1,25(0H),D, (Fig 10), Paricalcitol, és un analeg de la vitamina D de tercera
generacid, desenvolupat el 1985, que té modificacions tant en la cadena lateral com en I'anell
A. Es creu que aquestes modificacions causen una supressio efectiva de la PTH amb menys
efectes calcemics i fosfateémics, per aixo, s’usa actualment com a tractament de I'HPT2 153-156
Aguests efectes diferencials del 19-nor-1,25(0OH),D, no solament es van trobar en els nivells
plasmatics de calci i fosfor, existeixen estudis amb rates amb insuficiencia renal on s’ha
demostrat que el 19-nor-1,25(0OH),D, no incrementa |'expressid del VDR en el intesti,

157

contrariament a I'efecte que té la 1,25(0OH),D3™>’. També s’ha demostrat que I'efecte sobre

I'os és diferent, el 19-nor-1,25(0OH),D, té un efecte menor sobre I'activitat osteoclastica i

osteoblastica que la 1,25(0H),D3"%***

. Tots aquests resultats indueixen a pensar que la
1,25(0OH),Ds i el 19-nor-1,25(0OH),D, tenen efectes diferencials sobre els organs diana. S’ha
demostrat que calcitriol i paricalcitol tenen diferent efecte sobre la calcificacid vascular.

Ambdéds farmacs soén capagos de disminuir els nivells de PTH de forma similar, pero el
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tractament amb calcitriol produeix més calcificacié vascular que el de paricalcitol.*

1a,25-(OH),D 19-nor-1,25-(0OH),D

Figura 8.- Estructura de la 1,25(0OH),D; i del 19-nor-1,25-(OH),D;. Adaptat

de Finch, Brown and Slatopolsky, 1999.

3.8.- El paper de la vitamina D en la calcificacié vascular:

El descobriment que les CMLV expressen VDR, va fer pensar que la unié del metabolit
actiu de la vitamina D, 1,25(0OH),Ds, podria tenir efectes sobre les propies CMLV. De fet, la
1,25(0OH),D3 up-regula el VDR e incrementa la carrega de calci en les CMLV de rata en cultiu
160162 i g’aorta de conill. Altres estudis mostraven que concentracions de 10° M de
1,25(0OH),Dj3 induien la proliferacié de les CMLV **3, la migracié i un augment de I'expressié de
I'osteopontina164. També s’ha demostrat que la vitamina D induia canvis morfologics en les
CMLV d’aorta de rata, inclosa la progressié d’un fenotip contractil a un de sintétic amb un
increment de la produccié de factors que promouen la calcificacié in vitro. Aquest efecte
sembla ser degut a I'estimulacié de I'activitat proliferativa en aquestes cel-lules. Cardus i
col-laboradors van demostrar que el 19-nor-1,25(0OH),Ds; induia una menor resposta
proliferativa comparada amb el 1,25(OH)2D3165’166.

Jono et. al van demostrar que la 1,25(0H),D3 a concentracions compreses entre 107 i 10°M
induien un increment de la calcificacié dosis dependent en CMLV bobines in vitro. Aixd anava
acompanyat d’un increment de I'activitat fosfatasa alcalina i una down regulacié del péptid
relacionat amb la PTH (PTHrp)167.

Es coneix que la vitamina D té un efecte dual sobre la calcificacid vascular. Els treballs de
Shroff et al. *® mostren que en pacients pediatrics els nivells alts i baixos de calcitriol estan
associats amb un augment de la calcificacié vascular. Per una banda, els nivells baixos de
vitamina D produeixen una down regulacio dels inhibidors de la calcificacié vascular (MPG,

Fetuina A), com també un augment de la resposta inflamatoria, augmentant TNFa, IL6 i

disminuint IL10. Aquests dos fets afavoreixen la calcificacié vascular.
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Per altra banda, els nivell elevats de vitamina D produeixen un augment del producte CaXP
mitjangant I'augment de I'absorcid intestinal de Ca i P i també augmentant la resorcié ossea. A
més, també es produeix un augment dels gens promotors de la diferenciacié osteoblastica
(Runx2, RANKL, BMP2) que afavoreixen la calcificacié vascular. (Figura 9).

Existeixen, actualment nombrosos estudis que mostren que la 1,25(0OH),Ds; indueix la
calcificacié vascular en pacients amb MRC, pero encara existeixen molts interrogants sobre
quin és el mecanisme per el que es produeix aquesta deposicid de calci en les CMLV. El seu
millor coneixement proporcionaria una eina de gran utilitat a I’'hora de lluitar contra I'elevada

mortalitat d’aquests pacients per causes cardiovasculars.

Augment intestinal de

I'absorcié de Ca i P \

CALCITRIOL elevat N CaXP
\ Augment de la resortié/ \
ossea _
\ CALCIFICACIO
1 Promotors de la 1 BMP2 : VASCULAR
diferenciacié osteoblastica PMRUNX2 2

JInhibidors de la calcificacié
/’ vascular
{MGP, FETUIN A}
CALCITRIOL baix

\ M inflamacié

ATNFa, P 116, LIL-10

Figura 9.- Nivells de calcitriol i calcificacié vascular.

3.9.- El transport de calci epitelial i la vitamina D:

3.9.1.-El transport de calci epitelial:

Uintercanvi de Ca®* entre els organismes superiors i el medi es produeix a través de
I'epiteli, incloent-hi: el conducte gastrointestinal, I'os i el ronyd. El transport de Ca® es
produeix mitjancant el transport paracel-lular i transcel-lular. El transport paracel-lular i passiu
de Ca% té lloc per les unions estretes i es conduit pel gradient electroquimic de calci. (Figura
10). El transport actiu i transcel-lular de Ca** es produeix mitjancant transportadors, els canals

TRP i mitjancant el consum d’energia.
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La familia de proteines TRP (transient receptor potential protein) és un grup divers de canals
de voltatge-independent i catié-permeable que s’expressen en la majoria de cél-lules de

169,170

mamifer . Cada proteina TRP consisteix en sis dominis transmembrana que formen un

porus entre S5 i S6, i tenen un domini amino (NH2) i caboxi (COOH) terminal ***7

. Segons
I’'homologia del grup amino, els canals TRP es divideixen en set superfamilies de proteines
174175, (Canonical, TRPC1-TRPC7), (Vanilloid, TRPV1-TRPV6), (Melastatin, TRPML1-TRPML3) i
(Ankyrin, TRPA1), (Policistin, TRPP1-TRPP3), (Mucolipin, TRPML1-TRPML3 and (NOMP, no
mecanopotencial). Els canals TRP tenen un paper vital en la senyalitzacié de Ca® i
proporcionen vies per que el Ca®* pugui entrar. Els TRP participen en moltes funcions cel-lulars
per regulacio de cascades de senyalitzacié dependents de calci. El paper funcional dels canals
TRP s’ha demostrat en diferents teixits, com ara el cervell, cor, aparell respiratori, estdmac,

intesti, ronyo, bufeta, elements hematologics, musculs i esquelet'”®

. Alguns dels canals TRP
realitzen la (re)absorcié selectiva dels cations divalents com el Ca** i el Mg?" Disfuncions

d’aquests canals especifics provoquen desequilibris en I’homeostasi del Ca** i del Mg

3.9.1.1- Transport de calci a I'intesti:

L'absorcid intestinal de calci és un sistema de control crucial en la regulacié de I’
homeostasis del calci’ perque facilita I'entrada de calci de la dieta al compartiment
extracel-lular. El transport actiu de calci es localitza al llarg del duodé i jeju, mentre que
I’absorcié paracel-lular es produeix en tot lintesti. El transport transcel-lular de calci en
I'intesti segueix els mateixos passos que en el ronyd i es pot descriure en tres etapes:
I’entrada, la difusié intracel-lular, i I'extrusid. L'entrada es mediada pel transprotador TRPV6.
La proteina d’unio al calci, calbindina-D9k, és responsable de la difusié intracel-lular de calci a

177

I'enterocit’’’. NCX1 i PMCA1b s’expressen a la membrana basolateral dels enterocits *’8 i sén

els responsables de I'extrusié del calci cap a la sang.

Estudis recents mostren I'expressié de TRPV5 i TRPV6 en el tracte gastrointestinal. TRPV5
s’expressa en el duode i en el jeju, i TRPV6 que es troba més expressat es localitza al duode,

b.179 La caracteritzacié del ratoli

jeju i al cec on colocalitza amb la calbindina-D9k i amb PMCA1
knockout per TRPV5, mostra una hiperabsorcio de calci, probablement mediada per
I'increment de TRPV6 i la cabindina-D9k, fet que també mostra la importancia del paper de la

TRPV6 com a mediador transcel-lular de I'entrada de calci des del limen intestinal.*®
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jejunum
| CONPOR. |
| WERES )
Figura 10.- Localitzacié dels transportadors de calci al llarg de I'intesti prim.

3.9.1.2.- Transport de calci al ronyé:

La nefrona és la unitat funcional del ronyé i esta formada per un corpuscle renal en
comunicacido amb un tubul renal. El corpuscle renal de Malpighi és una estructura esferoidal
constituida per la capsula de Bowman i un conjunt de capil-lars que conté en el seu interior
anomenat glomeérul. Els tubuls renals comencen pel tubul proximal (PT), seguidament I'ansa
de Henle, el tubul contornejat distal (DCT), el tubul connector (CNT) i finalitzant amb el
conducte col-lector (CD). Recentment, diferents subfamilies de canals TRP incloent-hi els

TRPC, TRPV, TRPM | TRPP s’han descrit en diferents parts de la nefrona (Figura 11).*%

G PT DTL ATL TAL DCT CNT cD
-
NE— — o
-. ..‘.vﬁ— .‘ -— .l >." B
PR p—]

Figura 11.-Distribucié dels canals TRP al llarg de la nefrona. Abreviatures: G, glomeérul; PT, tubul proximal;
DTL, extremitat prima descendent; ATL; extremitat prima ascendent; TAL; extremitat gruixuda ascendent;

DCT, tubul contornejat distal; CNT, tubul conector; CD, conducte colector.

Estudis recents en rata han trobat que TRPC1 s’expressa en glomerul i co-localitza amb

aquaporina-1 en PT i en DTL, mentre que TRPC3 i TRPC6 es troben en el glomerul i es co-

182

expressen amb aquaporina-2 en cél-lules de CD La part distal de la nefrona és la

responsable de la reabsorcié de Ca?* i Mg®* en el ronyé *®3. TRPV5, un canal altament selectiu

pel Ca®* va ser el primer canal TRP que es va descobrir en el ronyé *** i es considera com el
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“gatekeeper” de la reabsorcié activa del Ca** en el rony6. TRPV6 esta també expressat en

DCT, CNT i CD (cortical i medul-lar) .

La identificacid i caracteritzacié del canal de calci epitelial TRPV5 pel grup de Bindels I'any

1999, ddna a conéixer el mecanisme molecular d’absorcié renal activa de Ca’*186

Figura 12.- El TRPVS5 conté sis dominis transmembrana i una unitat formadora de porus entre TM5 i TM6.
Sis repeticions d’ankirina i un lloc de fosforilacié per proteina quinasa C, present en el amino terminal. A més

el canal és glicosilat en posicién N358 entre TM1 i TM2.

Estudis electrofisiologics del TRPV5 van revelar caracteristiques distintives del seu paper com

2+ 187

a canal apical de Ca** que controla el transport transcel-lular de Ca Per

immunofluorescencia es va veure que el TRPVS5 era abundant al llarg de la membrana apical

188

de la majoria de cél-lules de la part distal de la nefrona; DCT, CNT and CD ~*°, on colocalitza

amb proteines transportadores de Ca%, incloent-hi la calbindina-D28k, intercanviador Na+/

Ca?* (NCX1), i la Ca**ATPasa (PMCalb).
Actualment la reabsorcié activa de Ca** ala part distal de la nefrona es divideix en tres etapes:

1.-Mitjancant una forca favorable electroquimica el Ca®" entra a la cél-lula pel canal de Ca*

TRPVS.

2.- A la cél-lula, la calbindina-D28k s’uneix al Ca®" i facilita la seva difusié des de la part apical

fins al compartiment basolateral.

3.-Finalment, el Ca** es transportat a través de la membrana basolateral pel NCX1 i PMCalb

per tornar a entrar a la sang (Figura 13).
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Figura 13.- Transport transcel-lular de Ca*" a través del DCT i CNT. El flux apical de Ca® es mediat per TRPV5
al tubul contornejat distal i al tubul connector. Després el ca® difén per la membrana basolateral mitjangant
proteines d’unié al calci, calbindina-D28k. L’extrusié cap a la sang es fa pel intercanviador Na+/Ca® (NCX1) i

per la Ca”"ATPase (PMCA1b).

3.9.2.- Mecanismes reguladors del TRPV5:

El TRPVS es sintetitza al reticle endoplasmatic i després es transportat a la membrana

plasmatica. L'expressio del TRPVS5 es controla per quatre mecanismes diferents:

1.- Regulacié transcripcional i traduccional per hormones calciotropiques; vitamina D, PTH,

calcitonina, calci de la dieta, acidosis i alcalosis, estrogen, androgen.

2.- Alteracié de l'activitat dels canals per factors extracel-lulars i intracel-lulars; PTH, ca®

intracel-lular, protons intracel-lulars i extracel-lulars, 80K-H.

3.-Trafic intracel-lular i regulacié de la ruta a la membrana plasmatica per proteines

associades; S100A 10-annexina 2, Rabl1la, clatrina i caveolina, WNK3 i WNK4.
4.- Regulacio del reciclatge del canal per Ca** i hormones especifiques. Kallikreina, Klotho.
Alguns dels reguladors sén:

3.9.2.1-L’hormona paratiroide (PTH):

L’hormona paratiroide és un dels reguladors més importants de ’homeostasis del ca®
La secreci6 de PTH de la glandula paratiroide s’estimula per fluctuacions dels nivells de Ca**

la sang mitjancant el receptor sensible al Ca®*(CaSR).
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Després de la seva secrecid per la glandula paratiroide, la PTH es tallada en dos fragments.
L'extrem N-terminal, és la part funcional que s’uneix amb alta afinitat al receptor de la PTH
(PTHr) a la membrana plasmatica de les cél-lules diana on activa la proteina G (Gs) acoblada a
I’adenilat ciclasa per augmentar els nivells intracel-lulars d’AMP ciclic (AMPc). Hoenderop et
al. van demostrar que la PTH activa la cascada de senyalitzacié cAMP-PKA, la qual fosforila
rapidament la treonina 709 del TRPV5, augmentant la probabilitat d’obertura del canal i

promovent la reabsorcié de Ca** de la part distal de la nefrona.*®®

En el ronyd el PTHr s’ha detectat en el DCT2 i en CNT, que es relaciona amb la distribucio de
I’AMPc estimulada per la PTH. A més, s’ha vist que la PTH augmenta la reabsorcié de Ca’* en
aquest segment sense afectar el voltatge transepitelial, suggerint una reabsorcid activa de

Ca**enla part distal de la nefrona que pot estar regulada per la PTH 190,

Les molécules diana implicades en la reabsorcié activa de Ca** mediada per PTH no eren
conegudes fins al descobriment del TRPV5. Van Abel et al. va investigar el mecanisme

molecular dels transportadors de Ca** mediats per PTH en rates amb paratiroidectomia.

La paratiroidectomia reduia I'expressié de TRPV5, calbindinaD28k i NCX1 en el ronyd. La
disminucido de I'expressid dels transportadors de ca* produeix una disminucié de Ia

91 Despres de la suplementacié amb PTH,

reabsorcié activa de Ca®" i per tant, hipocalcemia
'expressié dels transportadors de Ca®" com també la concentracié de Ca®* en la membrana es

normalitzen en aquestes rates que han estat paratiroidectomitzades.

3.9.2.2.- Calci de la dieta:

S’ha demostrat que el contingut de Ca** en la dieta també pot afectar el transport
renal de Ca®" Per poder estudiar |'efecte directe del Ca** de forma independent als nivells de
1,25(0OH),D3 s’han utilitzat ratolins KO pel VDR i per la 1aOHasa i han estat alimentats amb
dieta normal i dieta alta en Ca?* Una dieta amb un elevat suplement de Ca** normalitza els
nivells de Ca** en plasma, restaura els nivells d’expressié de TRPV5 en ronyd i els nivells de
TRPV6 en el duodeé en ratolins 1aOHasa (—/—)202. A més, Dardenne et al, demostren que una
dieta de rescat suplementada amb Ca®" en ratolins 1aOHasa -/- rescata parcialment el fenotip
ossi de VDDRI 2. Per contra una dieta suplementada amb Ca*" reduia I’expressié renal de
TRPVS5 i calbindina-D28k en una camada de ratolins wild type per un mecanisme de feedback

negatiu, mentre que aquests ratolins exhibien uns nivells normals de vitamina D i Ca®* en
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serum. De forma similar, alimentant amb una dieta elevada en Ca®" als ratolins VDR -/- es
restablia la hipocalcémia i es sobre-regulaven els nivells baixos de TRPV6 duodenals, mentre
que en ratolins wild type la dieta alta en Ca** disminuia I'expressié de TRPV6 degut a una

supressio dels nivells de 1,25(0OH),D3 en serum.

Aqguests estudis demostren que suplements de ca® poden sobreexpresar els nivells de

TRPV5/6 de forma independent als nivells de 1,25(0OH),Ds.

3.9.2.3- La vitamina D:

El ronyo és I'organ diana principal de la 1,25(0OH),Dsi la co-expressio del VDR amb el
TRPV5 a la part distal de la nefrona, suggereix que la vitamina D esta implicada en el
mecanisme renal de reabsorcid de calci per la regulacid de la transcripcid del TRPVS.
L’evidéncia inicial que demostra que el TRPV5 esta regulat per la vitamina D es va observar en

rates alimentades amb una dieta amb déficit de vitamina D 13

, Qque es caracteritzaven per
una disminucid significativa dels nivells de 1,25(0OH),Ds; i de |'expressi6 de TRPVS.
L’administracid posterior de 1,25(0OH),D5 va resultar en una normalitzacié dels nivells de Ca’'i
una sobreexpressié de TRPV5. En conseqiliéncia, 'administracié de 1,25(0H),D3 en ratolins
augmenta els nivells d’expressié de TRPV5, TRPV6, calbindina-D9k en el duodé i en el ronyé. El
impacte de la vitamina D en la regulacid transcripcional del TRPV5 ha estat posteriorment
estudiada per mitja d’'una delecié del gen que codifica per la 1aOHasa i el VDR, que ens han

proporcionat models de ratoli utils de la malaltia humana hereditaria, raquitisme dependent

de vitamina D tipus | (VDDR I) i tipus Il (VDDR Il), respectivament.

Hoenderop i col-laboradors van demostrar que I'expressié de TRPV5 renal com també la de
TRPV6 intestinal disminuien en els ratolins KO per 1aOHasa ( 1aOHasa -/-), comparat amb els

194 Aquests efectes es veuen acompanyats per una disminucié dels nivells de

wild type
calbindina-D28k, calbindina- D9k i NCX1. Suplements amb 1,25(0H),Ds restablien els nivells
del transportadors de calci, resultant amb una normalitzacié dels nivells de Ca** en sérum. Per
altra banda, el TRPV5 renal i el TRPV5/TRPV6 del duodé estava reduit en el model de ratoli

knockout per VDR 195,

Aquets resultats indiquen que la 1,25(0OH),D3; exerceix la seva capacitat calciotropica

augmentant I’expressié de TRPV5 i aixd estimula eficientment la reabsorcié renal de Ca*"
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No obstant, el mecanisme molecular detallat implicat en la regulacié gendmica i no gendmica
del TRPV5 per la 1,25(0OH),D; no ha estat encara investigat. En I'estudi del promotor del
TRPV5 es van trobar diversos VDREs localitzats upstream del codd parada, suggerint que la
1,25(0OH),D3 podria afavorir la transcripcio de TRPV5 per la unié del complex VDR-RXR al
VDREs ***.

3.9.2.3.1-TRPV5 i analegs de la vitamina D:

L’hiperparatiroidisme secundari (HPT2), és un trastorn freqient en malalts renals
cronics, que es desenvolupa en resposta a uns nivells baixos de ca® plasmatics i de vitamina D
activa. HPT2 requereix de tractament per minimitzar els efectes de la PTH sobre 'os i altres

197

teixits =", La vitamina D ha estat ampliament utilitzada pel tractament d’aquests trastorns i

198

diferents analegs han estat utilitzats en la practica clinica ~°. La la-hidroxivitaminaD,

(1a(OH)D;) és un profarmac de la vitamina D menys calcemiant que la 1,25(0OH),Ds en estudis

199

amb animals, la qual s’ha de metabolitzar per ser activa . 1la,24-dihidroxivitaminaD,

(1,24(0OH),D3) és un metabolit actiu de 1a(OH)D, amb un efecte calcemic inferior en

comparacié amb la 1,25(0H),D5°%**"

. Els ratolins KO per la 1ahidroxilasa van ser utilitzats per
I'estudi de [|'activitat de diferents compostos de vitamina D; 1,25(0OH),D3;, 1a(OH)D,,
24(0OH),D3 en els nivells de Ca®* en sérum i en I'expressié de gens transportadors de Ca®* Els
tres compostos van poder augmentar els nivells de calci en sérum, tot i que en diferent
mesura, reflectint la seva farmacocinética individual, aixi també augmentaven els nivells de

1,25(0OH,)Ds. De forma interessant, els nivells de mRNA de TRPV5 i TRPV6 augmentaven al

duode de forma paral-lela als nivells de Ca*" en serum.

Els efectes dels diferents compostos en la regulacié dels canals transportadors de Ca®* en el

ronyé van ser més diversos, de manera que 1,24(0OH),D, no va sobre-expressar TRPVS %2, N

o
obstant, I'Us de compostos com 1,25(0OH),Ds ha estat freqiientment acompanyat per efectes
no desitjables d’hipercalcemia i hiperfosfatemia mitjangant la hiperabsorcid intestinal, la qual

cosa augmenta el risc de calcificacié de teixits tous.

3.9.3.- Klotho, TRPV5 i la calcificacié urémica:

Klotho, és una proteina de membrana tipus-l (single pass), es troba expressada
predominantment en el ronyd, especialment en DCT2/CNT. El klotho transmembranal forma

un complex amb el receptor de creixement fibroblastic (FGFR) i funciona com a co-receptor
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pel factor de creixement fibroblastic 23 (FGF23) i juga un paper crucial en la regulacié del

fosfat i el metabolisme de la vitamina D en rony6 *®. (Figura 14)

Membrane -l Soluble
Klotho =i Klotho

FGF-23

Shedding Blood
Klotho P I FGFR-1 Intracellular
transport 7 signaling
e N -
N 7 Ny
- kS
T~ M ! @ CYP27B1
=L =T L

@ Pi transport

Figura 14.- El receptor del factor de creixement fibroblastic FGF23. En blau cel, el receptor tipus-1 del FGF
(FGFR-1). En blau fosc, esquerra, klotho unit a la membrana; a la dreta klotho soluble. Hexagons vermells FGF-
23. La transduccié de senyal per FGF-23 s’estableix quant klotho i FGFR-1 colocalitzen (part esquerra). No es
coneix si la transduccié de la senyal es pot donar pel Klotho soluble (part dreta). En el rony¢, la senyal porta a

una regulacié a la baixa de CYP27B1 i la recuperacié dels transportadors de fosfat en el tubul proximal.
La malaltia renal cronica (MRC) es caracteritza per hiperfosfatémia, hipocalcémia i HPT2°*. La
desregulaci6 del fosfat (Pi), Ca** i la PTH produeix complicacions catastrofiques en pacients

amb MRC.

El manteniment del Ca®* i del Pi és primordial per a prevenir la progressié de la malaltia renal,
desenvolupar I'HPT2, generar malaltia Ossea urémica i problemes cardiovasculars.
Recentment, el descobriment del gen Klotho, predominantment expressat en ronyd, s’ha

205 Els ratolins amb klotho

trobat implicat en el desenvolupament de I'envelliment huma
mutat mostren una disminucio de la durada de la seva vida, disminucié d’activitat, infertilitat,
osteoporosis, atrofia de la pell, metabolisme anormal del Ca’* i de la 1,25(0OH),D;,
hiperfosfatémia i calcificacié vascular. Es interessant que algunes de les caracteristiques dels
malalts renals s’assemblen al fenotip del ratoli KO per Klotho i la disminucié de la produccié
de Klotho s’ha trobat en pacients urémics 2®. A més a més, Chang et al. va trobar que klotho

posseia activitat glucoronidasa i colocalitzava amb TRPV5 en el DCT?"’

. Klotho pot hidrolitzar
el residu extracel-lular de TRPV5, que contribueix en I'atrapament del TRPV5 a la membrana
plasmatica i d’aquesta manera augmenta la reabsorcié de Ca®*. Un altre estudi realitzat per
Segawa et al. demostrava que I'hiperfosfatémia en ratolins Klotho -/- era causada per la
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desregulacié de I'expressid i el trafic de transportadors renals Na/Pi lla/llc, enlloc de I'absorcio
de Na/Pi llb intestinal *®. Aquests fets mostren que klotho regula TRPVS i els transportadors
Na/Pi, les dues proteines més importants del transport de Ca®'i Pi en el ronyo,
respectivament. Aixo fa especular que klotho esta implicat en la patogenesis de les anomalies
de Ca*" i Pi en malalts renals influenciant I'expressido de TRPV5 i Na/Pi. Chang et al. van
demostrar que la presencia extracel-lular de klotho augmentava significativament |'activitat de

TRPV5 en cél-lules CNT de cultiu primari de conill 2%.
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Objectius

La MRC, és una patologia complexa amb diverses conseqiéncies: la toxicitat urémica,
I’"hiperfosfatemia, I’hiperparatiroidisme secundari i les malalties cardiovasculars, entre les
quals cal destacar les calcificacions vasculars. Per tal de coneixer quins mecanismes poden
afavorir la calcificacio vascular i com és la seva regulacié en els pacients amb malaltia renal,

els nostres objectius sén:

OBJECTIUS:

1.- ESTUDIAR L'EFECTE DEL TRACTAMENT AMB VITAMINA D ACTIVA EN LA REGULACIO DE
GENS IMPLICATS EN EL METABOLIME DE LA VITAMINA D EN LA UREMIA.

2.- ANALITZAR L’EFECTE DE LA SINTESIS LOCAL DE CALCITRIOL PER LA 1aHIDROXILASA | LA
SEVA IMPLICACIO EN LA CALCIFICACIO VASCULAR EN LA UREMIA.

3.- CONEIXER L’EFECTE DIRECTE DE LA 25HIDROXIVITAMINAD EN LA REGULACIO DE GENS |
DEL METABOLISME MINERAL EN LA UREMIA | SOBRE LA CALCIFICACIO VASCULAR.
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MATERIALS | METODES

1.- EXPERIMENTACIO IN VITRO:

Per realitzar els nostres estudis in vitro vam fer un cultiu cel-lular de cel-lules de muscul

llis vascular (CMLV).

1.1.-Cultiu de CMLV:

Les cél-lules de muscul llis vascular (CMLV) van ser obtingudes a partir de ratolins WT i

lahidroxilasa KO mitjangant el cultiu d’explants, com esta préviament descrit. **°

Els ratolins van ser anestesiats amb isoflora administrat juntament amb oxigen, posteriorment
se’n va extreure |'arteria aodrtica i es va posar amb PBS (tampo fosfat sali esteril) en gel. El
procediment posterior es va realitzar a la campana de flux laminar en condicions d’esterilitat.
L'arteria es va rentar amb PBS i es va netejar de la resta de vasos, es va tallar amb petits
fragments (< 1mm?) i es va dipositar sobre una placa de 6 pous la qual va estar previament
coberta per fibronectina (100 pg/ml). Els explants es van mantenir amb DMEM suplementat
amb un 20% v/v de FBS (serum fetal bovi inactivat per alta temperatura), 2mM de Glutamina,
penicilina 100U/ml, i estreptomicina 100 pg/ml en una atmosfera humida a 372C amb 5%
CO2. Després de dues setmanes les cel-lules ja van comencar a migrar per la placa, quan
aquesta va estar confluent es va procedir a la tripsinitzacio, recollida de cel-lules i es van
plantar en una placa més gran (60 mm). En aquest punt ja tenim el nostre cultiu primari per

poder-lo utilitzar.

Les CMLV es van caracteritzar per la seva morfologia en confluéncia (“hill and valley pattern”)

i per la deteccid de la presencia d’a-actina del muscul llis mitjancant inmunohistoquimica.

1.1.1.-Inmunohistoquimica de fluorescéncia per I'a-actina del muscul llis:

Per poder confirmar I'origen de les cél-lules de muscul llis vascular (CMLV) del nostre
cultiu primari, vam plantar les nostres cél-lules en plaques de 6 pous. Quan les cel-lules
estaven a un 80% de confluéncia es van rentar amb DMEM sense FBS i amb 1ml de medi ICT,
gue contenia insulina i transferrina (100x GIBCO, cat num. 41400), suplementat amb 0,25mM
d’acid ascorbic i amb 0,01nM de FeCLs. Les cél-lules es van deixar créixer durant tres dies amb
aquest medi, a continuacié les cel-lules es van rentar tres cops amb PBS, es van fixar amb

100% metanol fred durant 15 minuts a 42C i es van rentar amb PBS fred.
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Les cel-lules fixades es van incubar amb solucié de bloqueig (4% de FBS en PBS) durant 1hora a
temperatura ambient en un agitador. Despres de fer un rentat amb PBS, es va afegir I'anticos
primari monoclonal per a-actina de muscul llis, anticos conjugat amb fosfatasa alcalina
(SIGMA, Cat, No A5691) diluit 1:50 en solucié de bloqueig durant 1 hora. Per tenir un control
negatiu alguns dels pous es van incubar Unicament amb solucié de bloqueig. A continuacio els
pous es van rentar 3 cops amb PBS fred i es va afegir I'anticdos secundari fluorescent (rabbit
anti- mouse) a una dilucié 1:200 incubant-ho durant 1hora a temperatura ambient. Despres
de I'tltim rentat es va afegir 50 pl d’SlowFade component A (Molecular Probes, cat. N2 S7461)
juntament amb colorant Hoechst 33258 (0,5 pg/ml), es va cobrir amb cobreobjectes i es va

visualitzar en un microscopi de fluorescencia.

1.1.2.-Manteniment del cultiu primari CMLV:

Les CMLV s’han de dividir quant estan confluents, realitzant-ne passes. S’extreu el
medi de cultiu i es renten les cél-lules amb PBS, despres s’hi afegeix solucié de tripsina/EDTA.
Es deixen durant 5 minuts dins I'incubador perqué les cél-lules es desenganxin de la superficie
de la placa. Es recull la tripsina amb les cel-lules i es fa un rentat amb medi DMEM, que conté

10% de FBS, les cel-lules es subcultiven 1:4 en plaques de 100 mm.

1.1.3.-Congelacio, emmagatzematge i descongelacié de CMLV:

Per congelar, les CMLV sén tripsinitzades, es centrifuguen i es resuspenen en medi fred
gue conté 0,1 ml de DMSO amb 0,9ml| de FBS per vial. La suspensid cel-lular es posa en
criotubs, primer es congelen durant 3 dies a -802C i després per mantenir-les més temps es
posen en nitrogen liquid (-1962C). Per descongelar les cel-lules, s’escalfen a 372C i es dissolen
immediatament en medi de cultiu precalentat. Despres de la centrifugacid, les cél-lules es

resuspenen en medi de cultiu i es planten en plaques de 100mm.

1.2.-Experiments de calcificacié en cél-lules de muscul llis vascular:

Un cop obtingut el cultiu primari es van dividir les cel-lules per obtenir-ne el nombre de
plagues necessaries per poder fer I'experiment, es van utilizar cel-lules des del passatge 2 fins
al 8 i el medi de cultiu es canviava cada 2-3 dies amb DMEM al 10% amb serum fetal bovi. Es
va iniciar I'experiment de calcificacié quan les cel-lules estaven en un 70%-80% de confluéncia.
Per aquest procés necessitem un medi especial: Medi amb fosfor elevat (DMEM amb glucosa

alta, piruvat de sodi (10%), FBS (15%), penicil-lina, estreptomicina i BGP 10 mM). Les plaques
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control contenen Unicament medi calcificant mentre que la resta de plaques han de tenir el
tractament corresponent: Calcitriol o 25(0OH)D3 o bé tractament amb sérum normal o serum
uremic, el qual substitueix el FBS del Medi amb fosfor elevat. El canvi de medi es va realitzar el

tercer diai el sisé es van recollir les mostres.

1.2.1.- Quantificacié quimica de calci en CMLV:

Per recollir les mostres es van rentar les plaques dues vegades amb PBS, es va afegir
1ml de PBS a cada una de les plaques i es va rascar per agafar les cel-lules i dipositar-les en un
eppendorf nou. Després es varen centrifugar a unes 10000 rpm durant 5 minuts, es va
extreure el sobrenedant i el pelled es va resuspendre amb ajuda del vortex amb 50 pl de HCI
0,6 N. Es van deixar les mostres en vortex tota la nit i I'endema es van centrifugar de nou, el
sobrenedant obtingut es va utilitzar per quantificar calci mitjancant el metode de la o-
cresolftaleina complexona mentre que el pelet es va resuspendre amb tampd de lisis per

guantificar-ne la seva concentraciéo mitjancant el metode de Lowry.

1.2.2.-Tincié de vermell d’alizarina en CMLV:

Les cel-lules es planten en pous de 24 i es tracten amb diferents condicions, control

negatiu, medi DMEM sense fosfor elevat.

Les CMLV es renten amb PBS 1x un sol cop, a continuacié es fixen amb formalina (10%) durant
30 minuts. Despres, es renten amb aigua destil-lada i es posa el reactiu de vermell d’alizarina
(Alizarin red S solution, Sigma.A3757. preparat: 2 g Alizarin red en 100ml| d’aigua destil-lada
mix i ajustar el pH a 4,1-4,3, revisar sempre el pH) durant 1 hora. A continuacié es renta 3 cops

amb aigua MQ.i es deixa secar. (Figura 15).

S’observa:

Control negatiu, coloracié vermell ataronjada, fluixet. Control positiu: coloracié vermell-fucsia molt més pujat.

Figura 15.- Tincié de CMLV amb vermell d’alizarina.
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1.3.- Cultiu de cél-lules Tubulars renals (CTR):

Per realitzar aquest cultiu primari es requereix :

-Solucio A (1litre) PH 7,05
- ¥% de solA (filtrada)

- % sol A oxigenada (filtrada)

Per obtenir aquestes cel-lules primer, s’han d’extreure els ronyons de la rata,

previament perfundits amb PBS 1X i solucié A oxigenada. Després sota campana s’extreu la
capa més externa del ronyo, el cortex, que es on estan les nostres cel-lules. El cortex es tritura
a trossets com una papilla. S'incuba en una placa de petri amb 5 ml de la solucié de
col-lagenasa i amb la soluciéd A (90 mg de Col-lagenasa tipus Il + 45 ml de sol A). A 37°C
(estufa) durant 15 minuts.
A continuacio es filtra tot, primer per un filtre de 100 um de diametre despres pel de 40um. Es
recull el filtrat en un falcon i s’afeixeixen 20 ml de solucié A amb FBS (3,5 ml FBS + 16,5 ml
solucido A). Es centrifuga a 4000 rpm 2 min i es resuspén el pellet amb medi (DMEM/F12).
Posteriorment, es fan dos rentats i es resuspén el pellet amb 15 ml del medi (fred):
DMEM/F12 +BSA i es deixa 20 min en gel (0,5 g BSA + 15 ml DMEM/F12 ). Despreés, es fan dos
rentats més amb DMEM/F12.

Finalment, el pellet que tenim el resuspenem amb 1ml de medi HK i ho plantem en una placa.

1.4.-Extraccio d’RNA en céel-lules:

Per poder determinar I'expressio de gens en el cultiu de cel-lules de muscul llis vascular
(CMLV), les cél-lules van créixer en plaques de 6 pous i alli van rebre els seu tractament.
Seguidament vam llisar les cél-lules amb 500 pl de Trizol (Invitrogen, cat. N2 15596-018) per

pou, vam rascar els pouets i en vam recollir les cél-lules.

Per poder extreure I'RNA del teixit, vam posar el trog de teixit en 500 pul o 1 ml de trizol i vam
homogeneitzar-ho mitjangant I'is de politr6 o de pestle, depenent del teixit utilitzat. A

continuacio vam seguir el protocol segiient tant en cel-lules com en teixit:

Vam incubar durant 5 minuts amb Trizol, vam afegir 100ul de cloroform (en 500ul de trizol
utilitzat inicialment) per cada mostra. Les mostres es van centrifugar a 12000 xg durant 15

minuts a 42C, el RNA total quedava separat a la part superior en una fase aquosa i transparent

55



Materials i métodes
separada de les restes cel-lulars. Aquesta fase transparent que contenia I'RNA que es va
transferir en un tub nou, seguidament es va afegir 250 ul d’isopropanol (en 500ul de trizol)

per fer precipitar 'RNA.

Les mostres es varen incubar 10 minuts a temperatura ambient i es van centrifugar a 12.000 x
g durant aquets 10 minuts i a 42C. Seguidament el pelet d’'RNA obtingut es va rentar amb 500
ul de 75% etanol (en 500ul de trizol), es va vortejar i es va centrifugar a 9500 xg durant 10
minuts i a 49C. Es va decantar el sobrenedant i el pelet es va deixar assecar a |'aire durant 15
minuts. Finalment, I'RNA es va resuspendre amb aigua tractada amb DEPC (dietil

pirocarbonat) o aigua lliure d’'RNAases. Les mostres es van guardar a-802C.

Per quantificar-ne la concentracié es va utilitzar un espectrofotometre (Nanodrop, Thermo
Scientific), la lectura es va realitzar a 260nm i es va determinar la relacié d’absorbancia entre

260/280 per determinar-ne la seva puresa (valors adequats: 1,8 -2.0).

1.5.-Sintesis del cDNA:

La transcripcio inversa es va realitzar mitjancant “1st strand DNA synthesis kit per RT-
PCR (AMV)” de Roche Diagnostics, cat N2 11483188001). 1ug d’RNA es va utilitzar per fer la
reaccié juntament amb la mix corresponent, les mostres es van posar en el termociclador (TC-
412, Techne, Cambridge, Ltd) 1 hora a 429C i seguidament a 999C durant 5 minuts per tal

d’inactivar I'enzim. El cDNA obtingut es va utilitzar com a template per la PCR a temps real.

1.6.-PCR a temps real.

El métode de Tagman, és el que es va utilitzar per poder determinar I'expressié de
MRNA relativa de diferents gens. La reaccié consistia en Tagman PCR Mastermix Universal
(Applied Biosystems, 4324018), primers especifics ja preparats i aigua. Els primers utilitzats
van ser comprats directament a I'empresa Applied Biosystems (Taula 5). Com a gen control es
va utilitzar el gliceraldehid-3-phosphat deshidrogenasa (GAPDH), ja que I'expressié d’aquest
gen no es veu alterada per la vitamina D i s’utilitza habitualment com a control en molts

estudis.

La RTPCR es va realitzar en el sistema de deteccié ABI Prism 7000 (Applied Biosystems). La

guantificacié relativa de RNA es va a partir del delta Ct.
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Taula de primers:

Nom Especie Seq. ref Mida amplico
MmO00437297_m1 VDR ratoli NM_009504.4 95
Mm99999915_g1 GAPDH Ratoli NM_008084.2 107
Mm01165918_g1 lahidroxilasa Ratoli NM_010009.2 73
MmO00487244 m1 24hidroxilasa Ratoli NM_009996.3 99
MmO00501584_m1 Runx2 Ratoli Mm391013 91
Rn00566976_m1 VDR Rata NM_017058.1 75
Rn99999916_g1 GAPDH Rata NM_017008.3 87
Rn00587137_m1 lahidroxilasa Rata NM_053763.1 70
Rn01423142_gi 24hidroxilasa Rata NM_201635.2 80

Taula 5.- Primers utilitzats en la RTPCR d’Applied Biosystems.

1.7.- Analisis de proteina.

1.7.1.- Solucions:

Tampo de lisis: 2% SDS, 125mM TRIS, pH6,8. Abans del seu Us per cada 1 ml de tampd 5ul de

coctel inhibidor de proteines (PIC, SIGMA, cat. N2 P8340) i 10ul de 1mM de fenilmetilsulfonil
fluoride (PMSF, SIGMA, cat. N2 P7626), dissolt en 100% etanol.

5x Tampo de mostra SDS: 50mM TRIS-HCL (pH 6,8), 2% SDS, 10% glicerol, 144 mM de -

mercaptoetanol, 0,1% de bromofenol blau.

TRIS-HCL: 0,12g TRIS es van dissoldre en 20 ml de 0,9% NaCl, i el pH es va ajustar a 8,8 0 6,8
amb 5% de HCI.

Tampd d’electroforesis:1,92M glicina, 250mM TRIS, 10% SDS, pH 8,3.

Tampd de transferencia (10 x): 1.92M glicina, 250 mM TRIS. En el moment del seu uUs, s’utilitza

al 1x amb un 10% de metanol.
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20x TBST: 146,1g NaCl, 48,44g TRIS | H20 fina a 1L, pH 7,4; En el moment del seu Us es

prepara 1L de solucio al 1x de TBS i 1ml de Tween20 es afegit.

Solucio d’Stripping: 0,2M de glicina, pH 2,5.

Gels de poliacrilamida:30% Acrilamida/Bis 29:1, kit colorimétric per a la deteccio de proteines,

BioRad. (Taula 6):

Gel separador Gel concentrador
16% 12% 10% 5% 4%
Acri: Bis 30%-0,8% 4 3,2 2,6 0,845 0,163
1,5 M TRIS-HCI pH8,8 mli 2 2 2 - -

0,5M TRIS-HCI pH 6,8ml - - - 1,25 0,313
10% SDS, ml 0,081 0,081 0,08 0,1 0,0125
10%APS, mi 0,081 0,081 0,08 0,1 0,0125
TEMED, mli 0,00325 0,00325 0,008 0,01 0,0025

H,0, ml 1,86 2,65 3,28 2,86 0,76

Interval lineal de 50-10 200-20 200-25
separacio

Taula 6.- Gels utilitzats per western blot.
1.7.2.- Extraccid de proteina:

Els extractes cel-lulars es recullen amb tampd de lisis, suplementat amb PIC i PMSF.
Seguidament s’ultrasonica la mostra tres cops durant 8” (Sonicador digital, model 450,
Branson). Les restes insolubles es separen centrifugant la mostra a 42C durant 10 minuts a
10.000 rpm, el sobrenedant es recull i es guarda a -209C. La concentracié de proteina es

quantifica pel metode de Lowry (DC protein assay, BioRad).

1.7.3.- Western blot:

Per I'analisi de western blot (WB), 20-25g del total de proteina per pou sén utilitzats.

Despres de bullir 5 minuts la mostra amb el tampd de mostra, les proteines es separen en un
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gel d’electroforesis de poliacrilamida SDS (SDS-PAGE) sota condicions reductores. Alhora es

carrega al gel un marcador de pes molecular (Invitrogen) que correra paral-lelament en el gel.

Després de correr el gel, les proteines separades son transferides a una membrana de fluorur
de polivinildé (Immobilion-P membrana de transferéncia, Millipore) durant una hora a 70V. El
bloqueig d’unions inespecifiques es realitza posant la membrana durant 1h en solucid al 3%

de llet en pols en tampd sali TRIS amb 0,1% de Tween20 (TBST).

A continuacio les membranes s’incuben amb I'anticos primari tota la nit a 42C, despres es fan
rentats amb TBST, i s’'incuben amb I'anticos secundari conjugat amb peroxidasa. La unié es
detectada amb el kit de deteccié ECL Advance (Amerham Biosciences) o el EZ-ECL deteccid
guimioluminiscent per HRP (Biological industies). Les membranes s’observen en un sistema
d’imatge Versadoc, model 4000 (BioRad). Les senyals son analitzades i quantificades pel

programa Quantity One (BioRad).

VDR Conill 1:1000 4°C 51 Santa Cruz (sc-1008)

CYP24 Cabra 1:1000 4eC 54 Santa Cruz (sc-32164)

CYP27B1 Ratoli 1:1000 4°C 56 Santa Cruz (sc-67261)
Runx2 Conill 1:1000 -20°C 54 Novus Biologicals

(NBP1-01004)

V5 epitop Ratoli 1:1000 -20°C - Sigma

a tubulina Ratoli 1:30000 -20eC 50 Sigma (V8012)
Conill IgG+HRP Cabra 1:10000 -20°C - Cell signaling
Ratoli IgG +HRP Cabra 1:10000 -202C - Jackson Immuno

research laboratories

Cabra IgG +HRP Bovi 1:10000 -202C - Santa Cruz

Taula 7.- Anticossos primaris i secundaris utilitzats per I'analisis de western blot.

Per detectar el control de carrega del Westen blot, les membranes sén incubades amb a-

tubulina. També es pot observar la carrega tenyint la membrana amb blau de coomassie.
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2.- EXPERIMENTACIO A NIVELL MOLECULAR:

2.1.-Sobreexpressié de CYP27B1 en CMLV de rata:

El vector de la lahidroxilasa (CYP27B1) va ser proporcionat per la Dra. Adriana Dusso
(pcmv-lalphaOHaseV5). Aquest vector va ser clonat mitjancant el sistema Gateway cloning
System (tots el components sén d’Invitrogen) en un vector PDSL per a la produccié de virus,

amb la col-laboracid del Dr. Mario Encinas. Els principals passos que vam fer son:

a) Insertar les seqliencies attB1 i attB2 a I'extrem 3’ i 5’ del gen utilitzant primers especifics i

mitjangant amplificacio per PCR.

b) Els productes obtinguts després de I'amplificacid es barregen amb el plasmid pDONOR i
amb I’enzim BP clonasa, el qual catalitza la recombinacié i inserta el attB amb la seqiiencia de
producte de PCR al lloc de recombinacio attP del vector donador (pDONOR). Ara s’anomena

clon d’entrada i les seqliencies de recombinacié sén attL.

c) El gen del clon d’entrada es pot transferir ara a un vector desti (PDSL) utilitzant la LR

Clonasa.

Durant aquest procediment vam digerir el DNA plasmidic en cada un dels passos per
comprovar que es donés el patré de digestid correcte. Ara la nostra proteina d’interés, la
lahidroxilasa, estara fusionada amb un epitop V5 que ens servira com a Tag per poder-la

detectar per WB o altres tecniques.

Despres, el plasmid, es va transformar en bacteries i seleccionar amb la resiténcia a antibiotics
adequada. A continuacid, es van produir virus per poder infectar les nostres cél-lules (CMLV):
Per fer els virus els vam transfectar en cél-lules HEK293 amb polietilenimina (PEl) posant 10ug

dels plasmids de la capside, de I'embolcall i 10ug del DNA plasmidic de la 1ahidroxilasa.

Les CMLV de rata van ser infectades directament amb el medi que contenia els virus.
Seguidament es va comprovar que la infeccid havia estat correcta i es van realitzar els

experiments de calcificacié i tractaments. Com a control es va utilitzar el vector buit (FSV).
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El gen de la 1ahidroxilasa (CYP27B1) va ser
subclonat mitjangant el sistema de clonacié
Gateway system.

PRODUCCIO DE
LENTIVIRUS

INFECCIO DE
CMLV

Figura 16.- Esquema del procediment dut a terme per sobreexpressar la 1ahidroxilasa en CMLV.
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3.-EXPERIMENTACIO AMB ANIMALS:

L’experimentacio amb animals es va realitzar seguint les directrius legals:

- Llei 5/1995, 21 de Juny, de la Generalitat de Catalunya per a la proteccid dels animals
utilitzats en experimentacid i altres finalitats cientifiques.

- Decret 214/1997, 30 Juliol, que desenvolupa la llei anterior.

- Real Decret 1201/2005, 10 d’Octubre, de proteccié dels animals utilitzats en

experimentacio i altres finalitats cientifiques.

3.1.- Models animals per I'’estudi del metabolisme de la vitamina D:

Actualment els models de ratolins transgenics s’utilitzen molt en la investigacié
biomedica, sén un excel-lent model per les malalties humanes ja que 'organitzacié del seu
DNA i la forma en la que s’expressen els seus gens son molt similars a la dels essers humans.
Alguns dels models de ratolins knockout utilitzats en I'estudi del metabolisme de la vitamina D

son:
3.1.1.-Ratolins knockout per VDR:

Els ratolins que no tenen VDR soén fenotipicament normals en néixer, pero
desenvolupen retard en el creixement, hipocalcemia, hipofosfatémia, hiperparatiroidisme,
alts nivells de fosfatasa alcalina en seérum, raquitisme/osteomalacia, alopécia, retard en el
creixement ossi amb pérdua de la densitat de I'os, etc. Simptomes similars que tenen les
persones amb mutacions al VDR en el raquitisme tipus Il depenent de vitamina D. Els nivells
de 1,25(0H),D3 en seérum d’aquets knockouts son al voltant de 10 vegades més elevats que en
WT. 2! També s’observa que aquets ratolins tenen problemes de fertilitat.

Alimentant els ratolins nuls per VDR amb una dieta rica en calci, fosfat, i lactosa es
normalitzen tots els simptomes, excepte les anomalies del cabell. Aquestes observacions
suggereixen que 'augment intestinal de I'absorcid de calci és critica per les accions de la
1,25(0OH),D3 en l'os i en 'homeostasi del calci. El defecte en ’lhomeostasi del calci pot ser
explicada per la reduccio de I'expressid dels canals de calci epitelials en el duode CAT1 i CAT2

en el VDR knockout.
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3.1.2.-Knockout per 1ahidroxilasa:

Les mutacions en el gen que codifica per la 1ahidroxilasa ocasionen problemes greus,

212 també anomenat

com el raquitisme per pseudo-deficiencia de vitamina D (PDDR)
raquitisme depenent de vitamina D tipus | (VDDR-I).

PDDR es una malaltia autosomica recessiva caracteritzada per un retard en el creixement i en
el desenvolupament, nivells baixos o indetectables de 1,25(0OH),Ds;, hipocalcemia,
hipofosfatémia, osteomalacia, raquitisme, hiperparatiroidisme secundari. Recentment,
I"associacié genetica de la lahidroxilasa amb el PDDR ha estat confirmada per la d’eleccié del
gen de la lahidroxilasa en ratolins **>. Aquests ratolins presenten una marcada reduccié en
els nivells de mRNA de la calbindinaD9k intestinal, la 24hidroxilasa renal, la calbindinaD9k i la

D28k renals, comparat amb els ratolins wild type.’**

Els ratolins KO per la lahidroxilasa
presenten també uns nivells elevats d’alcalina fosfatasa en serums, fet que indica que tenen
una elevada activitat osteoblastica amb ossos poc mineralitzats. Els osteoclasts es troben
reduits en aquests KO , i pot ser una manifestacié del paper que la 1,25(0OH),Ds; pot fer en la
osteoclastogenesis. Els ratolins nuls per la lalpha tenen ovaris reduits i hipoplasia, aquests
ratolins no poden ovular i no son fertils.

Es pot rescatar el fenotip d’aquests ratolins mitjancant I'administracié de 1,25(0H),D5*" i
també augmentant el calci en la dieta: 2% calci, 1,25% fosfor, 20% lactosa i 2,21U/g vitamina
D3, Harlan Teklad, TD.96348.>'°

El ratoli 1ahidroxilasa knockout que em utilitzat durant en nostre procés experimental va ser

generat per recombinacié homologa entre un al-lel de la lahidroxilasa i un vector dirigit

donant lloc a un al-lel mutant. D’aquesta manera es genera un al-lel inactivat que ha perdut el

217

domini d’'unié a I’hormona (exd VI i VIl) i també el domini d’unié a I’hemo (exé VIII).”™" (Figura
17).
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Figura 17.-Procés de recombinacié homologa per generar I’al-lel mutant (1ahidroxilasa knockout).

63



Materials i métodes

3.1.3.-Knockout per la 24-hidroxilasa

Per poder examinar el mecanisme fisiologic de I'enzim 24hidroxilasa i estudiar el paper de
la 24,25(0OH),Ds, St-Arnaud et al. va generar el knockout de la 24hidroxilasa (24hidroxilasa
KO).218 Estudis inicials suggereixen que el knockout de la 24hidroxilasa presenta poca viabilitat
i una tendeéncia a I'hipercalcemia, hipercalciuria i nefrocalcinosis durant el periode neonatal.
Els ratolins que arriben a edat adulta presenten nivells elevats en plasma de 1,25(0OH),Ds
despreés de I'administracié exogena de 1,25(0OH),Ds. Inesperadament, animals amb mutacié de
la 24hidroxilasa presenten nivells basals de 1,25(0H)2D3 baixos comparats amb els controls
wild type i s’Tha demostrat que la supervivencia d’aquets ratolins és en part per la down-
regulacié de I'expressid6 génica de la lahidroxilasa. S’ha postulat que aquets animals
probablement utilitzen una via alternativa de catabolisme de la 24,25(0OH),Ds per a regular els

nivells circulants de I’hormona.

3.2.- Manteniment i cria de ratolins 1ahidroxilasa Knockout:

Els ratolins KO per 1ahidroxilasa que vam utilitzar en nostre procés experimental, van
ser proporcionats pel Dr. David Gotzman de Montreal, Canada. Aquets ratolins van ser

generats per ablacié de I'exé 6 fins part de I'exé 9. 2*°

A partir dels KO 1ahidroxilasa vam generar la nostra colonia creuant-los amb ratolins C57/BL6
com a soca background i aixi obtenir ratolins heterozigots en la F1. Posteriorment, es van

aparellar els heterogizots obtinguts en la F1 per obtenir WT i 1ahidroxilasa KO en la F2.

Aguests ratolins van ser alimentats amb una dieta alta en Ca* (2% calci, 1,25% fosfor, 20%
lactosa i 2,2 IU/g vitamina D3, Harlan Teklad, TD.96348) durant el creixement i manteniment
de la colonia. Abans d’iniciar el procés experimental es va canviar la seva dieta per una dieta
normal (0,6% Ca*" 0,8% fosfor, i 0,6 IU/g vitamina D3, Harlan Teklad) a fi que la dieta no
interferis amb els diferents tractaments. Els animals es trobaven a I'estabulari de la
Universitat de Lleida a una temperatura de 212C amb 12 hores de llum/foscor i amb lliure
disponibilitat al menjar i I'aigua. Vam utilitzar ratolins de 2-3 mesos d’edat en tots els nostres

experiments.
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3.3.- Genotipatge dels ratolins 1ahidroxilasa KO:

Els ratolins es van identificar per la reaccié en cadena de la polimerasa (PCR) utilitzant
DNA de la cua dels ratolins, obtingudes per la digestio amb proteinasa K (recombinant PRC

grade, Roche).

La reaccié de PCR la vam realitzar amb els 4 primers junts (Neo-R, Neo-F, 1alpha-R, lalpha-F).

Les seqlieéncies son:
neo-R:CATGGGTCACGACGAGATC
neo-F:ACAACAGACAATCGGCTGCTC
1a(OH)asaF:AGACTGCACTCCACTCTGAG

la(OH)asaR: GTTTCCTACACGGATGTCTC

La Mix per la PCR tenia: Tampd 1 x (sense Mg), 1,5 mM MgCl, 0,2 mM dNTPS, 0,2 uM de cada

primeri 1U/ul de Taq polimerasa (Biotools).

Les condicions de la PCR eren: 942C 2 minuts, 32 cicles de (1 minut a 942C, 1 minut a 58°Ci 1

minut, a 722C) i amb una extensio final de 10 minuts a 722C.

El producte de la PCR juntament amb el marcador de pes molecular (Biotools de 100bpp) en
tampod de carrega Ogange G és va fer correr a 100 V en un gel d’agarosa al 1,5% i utilitzant
sybergreen per tenyir el DNA. S’observen dues bandes, la banda de 500 bp corresponent a la

lahidroxilasa KO mentre que la banda de 376 bp és la del WT.

Els ratolins WT i 1ahidroxilasa KO obtinguts es van utilitzar pels experiments in vivo e in vitro.

3.4.- Model de malaltia renal en ratolins: Reduccié del 75% de la massa renal.

Durant aquest procediment, els animals utilitzats van ser anestesiats amb isoflora

(3,5), i van ser tractats amb bruprenorfina (calmant) durant el post-operatori.

Es va realitzar un model de malaltia renal en ratolins WT i KO per 1ahidroxilasa mitjancant un
procediment quirudrgic que consisteix en reduir la massa renal en un 75%*. El procediment es
va fer en dues etapes; la primera setmana es va procedir a disminuir la massa renal
aproximadament en un 65% del ronyd esquerra mitjancat I'electrocauteritzacié de la part

superior e inferior del ronyé localitzat. Primer, vam fer un petit tall a la pat dorsal-lateral del
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ratoli, a continuacio el ronyd es va treure a fora amb I'ajuda de palets de cotd fluix, es va
decapsular y es va procedir a la cauteritzacié de la massa renal vigilant de no cremar ni treure

més ronyo del compte.

Una setmana més tard, es va procedir amb I'extraccié completa del ronyd dret mitjangant la
lligacio de I'arteria renal. El ronyd en el costat dret, que es troba situat més superficialment,
es va extreure a I'exterior i es va descapsular. Un cop localitzada I'arteria renal es va fer un
clamp, es va lligar amb diversos nusos i després es va poder tallar el ronyé. Els ratolins van
estar una setmana despres de la nefrectomia sense rebre tractament per facilitar-ne la seva

recuperacié despres de I'operacio. (Figura 18)

*Aquest procediment quirurgic es va poder realitzar gracies als coneixement i la col-laboracié

de la Dra. M2 Vittoria Arcidiacono.

s 9. L O N 8 X e .

Figura 18.- Reduccioé de la massa renal d’un 75% en ratoli.

3.5.- Model de malaltia renal en rates: Reduccid del 75% de la massa renal.

Aguest procediment quirudrgic s’ha de realitzar sota lupa, el procediment d’anestesia és
per injeccido de ketamina i xilacina. La rata s’obre ventralment, s’extreu el ronyd dret i es
descapsula, es netegen molt bé les arteries renals amb I'ajuda de bastonets de cotd fluix per
que les arteries es puguin veure bé. Seguidament es procedeix a fer la lligacid de les arteries
renals una per una, amb I'ajuda d’unes pinces molt primes. Es lliguen amb fil de sutura fins a
obtenir una necrosis del teixit renal d’ aproximadament el 65 % en el rony6 dret. Despres es
procedeix a treure tot el ronyd esquerra, es descapsula i per lligacié de totes les arteries,

s’extreu el ronyd sencer. D’aquesta manera només una part del ronyd dret es funcional.*

*Aquest procediment quirurgic es va poder realitzar gracies als coneixement i la col-laboracié

de la Dra. M2 Vittoria Arcidiacono.
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3.6.- Obtencid del serum normal i serum urémic de Rata:

Per obtenir els serums un grup de rates de 2 a 3 mesos es van nefrectomitzar (75% de
reduccio de la massa renal), mentre I'altre grup no. A partir dels 3 mesos les rates ja es poden
sacrificar i se n’extreu la sang. D’aquesta manera obtenim serum normal de les rates no
nefrectomitzades i serum urémic de la resta de rates que s’havien nefrectomitzat. El serum de
cada grup s’ajunta en un pool i despres s’aliquota en eppendorf per a poder ser utilitzat pel

tractament de les cel-lules.

3.7.- Obtencidé d’orina:

Per poder realitzar I'analisi d’orina en rates i en ratolins es van fer servir les gabies
metaboliques de I'estabulari de la Universitat de Lleida. Les rates i ratolins es van posar dins
les gabies durant 24 hores i es va poder recollir 'orina. A partir de I'orina es van poder
determinar diferents parametres (Filtrat glomerular (FG), excrecio fraccional (EF) i molecules

com el Ca*" P, creatinina, etc).

3.8.-Analisis bioquimic en sérum i orina:

El serum i l'orina van ser analitzats mitjancant un assaig colorimeétric del servei
d’analisis clinics de I’'Hospital Universitari Arnau de Vilanova (HUAV). Pel calci es va utilitzar el
meétode de la o-cresoftaleina complexona (Roche/Hitachi modular analytics) mentre que pel
fosfor es va fer servi el fosfomolibdat a 340nm (Beckman Coulter AU). Per la mesura dels ions
Na i K es van fer servir electrodes selectius pels ions amb Roche/Hitachi modular. La creatinina

es va mesurar pel metode de Jaffé amb I’analitzador Roche/Hitachi modular.

Per quantificar la 25(0OH)Ds; es va utilitzar el kit ELISA de 25-hidroxivitamina D
(immunodiagnostic systems), la 1,25(0H),D3 es va determinar amb |’assaig comercial IDS 1,25-
Dihidroxivitamina D EIA de Immunodiagnostics Systems Ltd. la PTH amb el kit ELISA de PTH
de ratoli, (Immunotopics) i el BUN es va determinar mitjancant I'assaig colorimetric

(Quanticrom Urea assay kit).

3.9.- Quantificacio de la calcificacié (concentracié de calci) en teixit:

Per poder quantificar la concentracié de calci a partir de poca quantitat de mostra,
com és en l'artéria de ratoli, vam procedir a secar el teixit durant 24 hores a 60 2C. A

continuacio vam pesar cadascun del teixit i despres el vam triturar amb ajuda d’un morter de
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ma fins obtenir-ne pols. Vam afegir 400ul de HCl (1 N) a cada teixit (Eppendorf), i el vam
deixar durant la nit amb vortex a 4 2 C. L'endema, es va centrifugar a 10000 rpm durant 5
minuts, vam transferir el sobrenedant en un eppendorf nou (per quantificar calci mitjancant el
meétode de la o-cresolftaleina complexona) i el pellet per quantificar-ne les proteines (méetode
de Lowry). Els resultats obtinguts es van expressar en ng Ca/mg de teixit o ng Ca/mg de

proteina.

3.10.- Mesura de la calcificacio a partir de mostres de teixit en seccions de parafina:

Per poder quantificar la calcificacié en artéria dels ratolins WT i 1ahidroxilasa KO vam
fer servir el métode de tincié del vermell d’alizarina. Les mostres van estar previament fixades
amb formalina (4%) i incloses en seccions de parafina. Les seccions van ser desparafinades
fins a aigua destil-lada, a continuacié es van tenyir amb solucié de vermell d’alizarina, Sigma
A3757 (pH entre 4.1 - 4.3) durant uns 5 minuts i es va observar la reaccié al microscopi,
observant els diposits vermell-taronja del calci. Es va treure I'excés de colorant de les seccions
i es va procedir amb la deshidratacié de les mostres en acetona (20 cops) i després en solucio
d’acetona: xilol (1:1), 20 cops més. Finalment es van submergir les mostres en xilol i es van

montar amb DPX.(Figura 19)

Figura 19.- Tincié de Vermell d’alizarina en artéria.

3.11.- Immunohistoquimica en mostres d’artéria (Runx2):

Per I'immunohistoquimica les seccions d’aorta van ser desparafinades, rehidratades i

III

tractades amb “antigen retrieval”, bloqueig amb 0.3% H202 i després amb serum normal de
cavall 1/100 (Vector Vectastain Universal ABC kit PK-6200). L’anticos policlonal de conill anti-
ratoli Runx2 (NBP1-01004, Novus Biologicals) dilucié 1:50 va ser utilitzat per la
immunodeteccié. Després d’incubar-ho tota la nit a 42C les seccions es van incubar amb
I'anticos secundari biotinilitzat anti-conill durant 30 minuts a temperatura ambient (Vector

laboratories) abans de la conjugacié amb la peroxidasa conjugada amb streptavidina utilitzant

3,3’-diaminobenzidina com a cromogen.
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Les mostres sense la incubacié amb I'anticos primari es van utilitzar com a control negatiu de
la immunohistoquimica per tenir en compte la unié no especifica. La contra tincidé es va

realitzar amb hematoxilina de Harris, seguida per deshidratacié i muntatge.

3.12.-Analisis de I’expressio geénica per PCR en temps real en teixit:

L'RNA total va ser extret del ronyd, duodé i arteria (en el cas de la rata) utilitzant el
reactiu Trizol per l'aillament d'RNA total. 1,5 ug d'RNA va ser transcrit per la Moloney murina-
virus leukemia-transcriptasa inversa. El cDNA renal obtingut es va utilitzar per determinar en
el ronyd: TRPVS5, calbindina-D28k, l'intercanviador de Na i Ca*' (NCX1), i I’'ATPasa de la
membrana plasmatica (PMCA1b). Els nivells d'expressié d’'mRNA es van normalitzar utilitzant
I'expressid de mRNA del gen control gliceraldehid 3-fosfat deshidrogenasa (GAPDH). En el
cDNA del duodé es va quantificar: TRPV6, calbindina-D9k, PMCA1b, i els nivells d'expressié
d'RNAm de GAPDH (Taula 8). En I'artéria i ronyé de rata també es va determinar I'expressié de

MRNA dels gens: VDR, 24-hidroxilasa i 1ahidroxilasa, veure la Taula 5.

Els encebadors es van dissenyar per la PCR amb SYBR Green i els nivells d'expressio van ser

guantificats per PCR quantitativa en temps real en un CFX96 del sistema (Bio Rad).

sequiencia forward seqliéncia reverse
TRPV5 CTGGAGCTTGTGGTTTCCTC TCCACTTCAGGCTCACCAG
GAPDH TAACATCAAATGGGGTGAGG GGTTCACACCCATCACAAAC
Calbindin-D28k GACGGAAGTGGTTACCTGGA ATTTCCGGTGATAGCTCCAA
PMCA1b GTCACCGGCCTTACGTGTAT TCCAGCCCTCTGACATTTCT
NCX1 GTGACTGCCGTTGTGTTTGT GCATACTGGTCCTGGGTAGC
Calbindin-D9k CCTGCAGAAATGAAGAGCATTTT CTCCATCGCCATTCTTATCCA
TRPV6 GGCCTCACAACCTCATTTAC CTCAATGAGCAGTCTAACAATC
Klotho GGTTGCCCACAACCTACTTT TGGGAGCTTAAGGCGATAGA
FGFR1 TAAGATCGGGCCAGACAACT CGATAGAGTTACCCGCCAAG

Taula 8.- Encebadors utilitzats en I'estudi de ronyd i intesti pel métode SyBerGreen.

3.13.- Immunoblots:

Ronyd i intesti van ser immediatament congelats en nitrogen liquid després de la seva
extraccid, es van homogeneitzar en tampd de lissat (50 mM de HEPES, 250 mM NaCl, 5 mM
EDTA, 0,1% Nonidet P-40).

Les mostres de ronyd (25ug de proteina) es van separar en un 12% (w/ v) de gel SDS-PAGE i
es van transferir en una membrana de PVDF-nitrocel-lulosa, les transferéncies es van incubar
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durant 16 h amb I'anticos primari per calbindina-D28k (1:10000). Les mostres d’intesti es van
separar en un gel SDS-PAGE al 16% i es van transferir en una membrana de PVDF-
nitrocel-lulosa. A continuacié es van incubar amb anticos per calbindina-D9K (1:5000).
Després, les membranes es van incubar amb anticos secundari anti-conill (1:10000). L’anticos
per B-actina (1:10000) es va utilitzar com a control de la carrega. Posteriorment, la proteina
immunorreactiva es va detectar utilitzant el metode de quimioluminescéncia, mitjancant un

Chemidoc de BioRad i el programa Quantity One.

3.14.- Immunohistoquimica: Localitzacié dels canals TRPV5 i la Calbindina-D28k.

La immunodeteccié de les seccions renals es va realitzar en seccions de 5um de
mostres incloses en parafina. Les seccions es van submergir en tampé citrat, seguidament es
van incubar en 0,3% (v/v) de tampd H,0, durant 30 minuts. Van ser incubades durant 16
hores a 4 2C amb |'anticos especific; Calbindina-D28k (1:500) i TRPV5 (1:1500). Després d'aixo,
es van incubar amb I'anticos secundari de cabra anti-conill Alexa 488 (1:300) per Calbindina-
D28k i de cabra anti-conill d’indies biotinilitzat (1:2000) per TRPV5. Les seccions es van
deshidratar en metanol i posteriorment en van muntar en Mowiol. Les imatges es van
realitzar mitjancant un microscopi de fluorescéncia Zeiss equipat amb una camera de fotos

digital (Nikon DMX1200).

4.- ANALISIS ESTADISTIC DELS RESULTATS:

La diferéencia estadistica es va avaluar pel test T-student. Valors P<0,05 es consideren
significatius. Les dades examinades s’expressen com a mitjan t error estandard de la mitjana

(SEM).
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5.- PRODUCTES QUIMICS | SOLUCIONS STOCK UTILITZATS EN EL PROCES EXPERIMENTAL:

1la, 25-Dihydroxyvitamin D3 (Sigma, cat n2 076k4067)- preparada en solucio stock de 1mM

en 100% etanol aliquotada i conservada a -20°C.
Calcijex, ABBOT, 687533.

25(0OH)D3(Sigma)- Solucio dissolta en 100% etanol i quantificacid de la concentracié cada cop

gue es preparava de nou mitjangant espectrometria.

Marcador de pes molecular de DNA (Roche, 11721933001)
Organge G (sigma, 03756) Tampo de carrega per mostres de DNA.
DMEM (Dubelcco’s modified Eagle’s medium (GIBCO,41965).

Fibronectina (SIGMA, F1141), es reconstitueix amb aigua destilada a 100 ug/ml i es manté en

aliquotes de 500 ul a -20¢9C.

Serum fetal bovi (GIBCO,10500), aliquotat i emmagatzemat a -20°C.

Penicilina | estreptomicina (GiBCO, P4458), aliquotes de 5 ml i emmagatzemades a -20°C.
Tripsina (0,05% de Trypsina-EDTA 1X, GIBCO, 25300), utilitzat per desenganxar les cél-lules.

Solucié A pH 7.05 (NaCl 112mM, NaHCO3; 20mM, KCl 5mM, CaCl21,6mM, Na,HPOs;2mM,
MgS0,41,2mM, Glucosa5mM, HEPES 10mM, Manitol 10mM, L-glutamina 1mM, Butirat de Sodi
1mM, Lactat de Sodi 1mM).

Formalina (4%): 40g de paraformaldehid en 800ml de PBS 1x, augmentar el pH amb NaOH

perque es pugui dissoldre. Ajustar el volum a 1L.
Tampd de genotipatge: 100mM TRIS, 200mM NaCl, 25mM de EDTA i 0,2% de SDS. pH 8,5.

Reactius de calcificacio: Etalonamina (SIGMA, 411000), o-cresolftaleina (SIGMA, P5631), 8-
hidoxiquinalina (SIGMA, H6878).

Reactiu 1: Etanolamina (880 mmol/L), pH=11

Reactiu 2: o-cresolftaleina- complexona, 0,05 mmol/L, 8-hidroxiquinalina (11mmol/L).

71



RESULTATS






Resultats

RESULTATS

1.- EFECTE DEL TRACTAMENT AMB VITAMINA D ACTIVA EN LA REGULACIO DE GENS
IMPLICATS EN EL METABOLIME DE LA VITAMINA D EN LA UREMIA.

La primera part del treball es basa en estudiar I'efecte de la uremia i dels tractaments
amb calcitriol i del seu analeg, el paricalcitrol, sobre les CMLV. Estudiar com es regulen els

gens implicats en el metabolisme de la vitamina D i el seu efecte en la calcificacié vascular.

1.1.- ESTUDI IN VIVO:

En I'estudi in vivo rates Spague Dawley es van nefrectomitzar (model de nefrectomia
5/6) i es van tractar durant 5 mesos, 3 dosis/setmana amb 300 ng/kg de paricalcitol (gup
uremic + paricalcitol) i amb 100 ng/kg de calcitriol (grup uremic + calcitriol). Deixant un grup
de rates sense nefrectomitzar com agrup control i un altre gup de rates nefrectomitzades

sense tractament (grup urémic).

1.1.1- Efecte de la uremia, del Calcitriol o del Paricalcitol en la funcio renal:

Per estudiar la funcié renal es va utilitzar orina recollida durant 24 hores amb les
gabies metaboliques, i es van determinar els diferents parametres metabolics i bioquimics de
cada rata. Es va mesurar el volum d’orina a les 24h, la concentracié de creatinina, Ca®" P, Na, K
i es van calcular 'EU (I'eliminacié urinaria) i I'EF (I'excrecié fraccional) i el FG (filtrat

glomerular).

En la Figura 20, observem com el filtrat glomerular disminueix significativament en les rates
gue han estat nefrectomitzades i no millora amb els tractaments. L’eliminacio urinaria de calci
disminueix significativament en les rates uremiques i es recupera amb els tractaments amb
calcitriol i paricalcitol (Figura 20C). En el cas de I'eliminacié urinaria de fosfor també es veu
disminuida en les rates uremiques i augmenta aquesta eliminacié amb el tractament amb
calcitriol (Figura 20D). L’excrecié fraccional de Ca®* i P, que correspon a la proporcié de la
massa filtrada d’una substancia que s’elimina per I'orina, és més elevada en les rates que han

estat tractades amb calcitriol i paricalcitol.
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FG (ml/min)

Urémic

EU Na (mg/dia) 517,82+69 588,11+76 416,40+78 418,41+30
EU K (mg/dia) 1267,07+228 1272,01+205 1052,07+123 1243,96+90
EF Ca (%) 31 3+0,6 61 * 5,5+0,8 *
EF P (%) 1,1+49 1043,2 14+2,1 9+2
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Figura 20.- Determinacié d’ions i funcié renal en I'orina de rates recollida en 24 hores amb gabies metaboliques. A)

Taula dels diferents parametres metabolics i bioquimics analitzats, després de recollir I'orina durant 24 hores dels 4

grups de rates (control, urémic, urémic tractat amb calcitriol, urémic tractat amb paricalcitol) en color estan senyalats

els resultats que presenten diferencies. Grafiques de B) Filtrat glomerular (FG), C) I'eliminacié urinaria de Calci (EU

Ca), i D) I'eliminacié urinaria fosfor (EU P). Els valors estan representats com a mitja + eem *p< 0,05 vs el control, #

p<0,05 vs urémic, (n= 6-8).
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Es va recollir el serum dels diferents grups de rates per analitzar els nivells de Ca®" P i
creatinina. Observem que la creatinina augmenta en totes les rates que han estat
nefrectomitzades (Figura 21C) ambdds tractaments incrementen els nivells de calci (Figura
21B) respecte el grup urémic mentre que el fosfor no presenta diferencies significatives entre

els diferents grups.

A
Serum Control Uremic U + Calcitriol | U + Paricalcitol
Calci 10,29+0,72 9,43+0,34 10,85+0,19 * 11,19+0,27 *
Creatinina 0,73+0,02 1,0440,13 * 0,90+0,04 * 1,14+0,19 *
Fosfor 5,90+0,09 5,02+0,20 6,04+0,27 5,55+0,33
B C
T15 * *
}D g 1,5 * *
L S = 10 *
€ c O
Ss £ ® o5
Fed 2
e £ &
5 0 © 0,0
S Control Urémic U + calcitriol U + paricalcitol O Control Urémic U + calcitriol U+
paricalcitol
D
8
T 6
ab
£ 4
E 2
>
e
r8 0
o Control Urémic U + calcitriol U+
paricalcitol

Figura 21.- Nivells de Ca”" P i creatinina en seérum. A) Taula representativa dels valors de Ca®" P i creatinina del serum
extret de les rates controls, nefrectomitzades sense tractar, tractades amb calcitriol (100ng/kg) o paricalcitol
(300ng/kg) durant 5 mesos. B) Grafica dels nivells de Ca® en sérum en mg/dl, C) Creatinina (mg/dl), D) Fosfor

(mg/dl).Els valors estan representats com a mitja + eem*p< 0,05 vs.urémic(n= 6-8).

1.1.2.- Efecte de la urémia i dels tractaments sobre la calcificacio vascular i renal:

Per tal d’estudiar com afecta a la calcificacié vascular i renal la uremia i els tractaments
amb calcitriol i paricalcitol es va quantificar quimicament el calci present en les artéries i en
els ronyons (métode de I'o-cresolftaleina complexona) dels quatre grups de rates; les control,
les urémiques, les urémiques tractades amb calcitriol (100 ng/kg) o paricalcitol (300 ng/kg).
Als 5 mesos de la nefrectomia s’observa una diferéencia significativa en el contingut de calci
arterial en les rates urémiques (Figura 22A). S’observa un augment molt significatiu en el

contingut de calci quan les rates sén tractades amb calcitriol i paricalcitol indicant que els
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tractaments estan produint calcificacions en l'artéria. A més, s’observa un efecte calcificant

més elevat en el cas del calcitriol respecte el paricalcitol.

En el ronyd no s’observa un augment del contingut en calci en les rates urémiques mentre que
amb els tractaments també hi ha un increment del calci sense haver-hi diferéncies entre els

dos tractaments (Figura 22B).
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Figura 22.- Calcificacié vascular i renal. A) Contingut de calci arterial (ng Ca /mg de proteina)
en rates controls, nefrectomitzades sense tractar i tractades amb calcitriol (100ng/kg) o
paricalcitol (300ng/kg) durant 5 mesos. B) Quantificacié del contingut de calci renal (ng Ca
/mg de proteina) en rates controls, nefrectomitzades sense tractar i tractades amb calcitriol
(100ng/kg) o paricalcitol (300ng/kg) durant 5 mesos. Els valors estan representats com a

mitja + eem *p< 0,05 vs el control, # p<0,05 vs uremic, (n= 6-8).

1.1.3.-Efecte de la urémia i dels tractaments en I'expressié de gens implicats en el
metabolisme de la vitamina D en artéria i ronyé:

Es va determinar I'expressié a nivell de mRNA mitjancant RT-PCR dels tres gens
implicats en el metabolisme de la vitamina D: la 1ahidroxilasa, el VDR i la 24 hidroxilasa en
artéria i també en el ronyd per determinar I'efecte de la uremia i dels tractaments en

I’expressié d’aquests gens.

En I'artéeria observem un augment significatiu dels nivells de mRNA determinats per RT-PCR de

la 1ahidroxilasa en el grup urémic i també en els grups urémics i tractats amb calcitriol i
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paricalcitol (Figura 23A). L'expressié de la 24hidroxilasa augmenta significativament en el grup
urémic tractat amb paricalcitol (Figura 23B). En canvi, el receptor de la vitamina D (VDR)
disminueix significativament en el grup de rates nefrectomitzades, mentre que amb els

tractament amb paricalcitol augmenta (Figura 23C).

En el ronyd, els resultats son forga diferents als de I'artéria. La lahidroxilasa no augmenta
significativament en la uréemia i amb els tractaments mostra una tendencia a disminuir (Figura
24A), la 24hidroxilasa si que augmenta en els tres casos estudiats (Figura 24B), mentre que el

VDR no presenta variacions significatives (Figura 24C).
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Figura 23.- Expressio de la 1ahidroxilasa, 24-hidroxilasa i VDR
en l'artéria. Determinacié per RTPCR de I'expressio de la (A)
lahidroxilasa, (B) de la 24hidroxilasa, i (C) del VDR
respectivament en I'artéria de rates control, nefrectomitzades
sense tractar i tractades amb calcitriol (100ng/kg) i paricalcitol
(300ng/kg) durant 5 mesos. Els valors estan representats com a
mitja £ eem *p< 0,05 vs el control, # p<0,05 vs uremic. # p<0,05,

(n=6-8).
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Figura 24.- Expressio de la 1ahidroxilasa, 24hidroxilasa i VDR
en el ronyd. Determinacié per RTPCRdel’expressid de la (A)
lahidroxilasa, (B) de la 24hidroxilasa, (C)i del VDR
respectivament en ronyd de rates control, nefrectomitzades
sense tractar i tractades amb calcitriol (100ng/kg) i paricalcitol
(300ng/kg) durant 5 mesos. Els valors estan representats com

a mitja £ eem *p< 0,05 vs el control, (n=6-8).
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1.2.-ESTUDI IN VITRO:

1.2.1.- Efecte de la urémia i dels tractaments en l'expressié dels gens implicats en el
metabolisme de la vitamina D en CMLV i CTR.

Per tal d’estudiar I'efecte de la urémia i dels tractaments en I'expressio dels gens
implicats en el metabolisme de la vitamina D en les CMLV i les CTR es van tractar durant 48
hores en medi amb fosfor elevat, amb un 15% de sérum de rata normal o urémica i també

amb calcitriol o paricalcitol (dosis de 107M).

En les CMLV observem un augment significatiu dels nivells de mRNA de la 1ahidroxilasa amb
el tractament amb calcitriol en serum urémic respecte el tractament amb calcitriol en serum
normal (Figura 25A). La 24hidroxilasa té una tendéncia a augmentar la seva expressido en
condicions uréemiques, i amb els tractaments la seva expressié s’incrementa de forma
significativa (Figura 25B). Els nivells de VDR disminueixen amb el serum urémic i augmenten

amb els tractaments amb calcitriol i paricalcitol (Figura 25C).

En les cel-lules tubulars renals (CTR), no s’observa un increment de I'expressié de la
lahidroxilasa en condicions urémiques (Figura 26A). Com tampoc s’observa aquest canvi en

I’expressié de la 24hidroxilasa. El VDR incrementa la seva expressié amb els tractaments amb

calcitriol i paricalcitol. (Figura 26C).
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Figura 25.- Expressié de la lahidroxilasa, 24hidroxilasa i VDR
determinat en CMLV. (A) Nivells de mRNA determinats per RTPCR
de la lahidroxilasa, (B) de la 24hidroxilasa i (C) del VDR en CMLV
tractades durant 48h amb medi amb fosfor elevat amb un 15% de
serum normal o urémic i amb calcirtol o paricalcitol (10-7M). Els
valors estan representats com a mitja + eem *p< 0,05 vs control

(sn), # p<0,05 vs sn + calcitriol.
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Figura 26.-Expressi6 de 1lahidroxilasa, 24hidroxilasa i VDR
determinat en CTR. (A) Nivells de mRNA determinats per RTPCR de
la lahidroxilasa, (B) de la 24hidroxilasa i (C) del VDR en CTR
tractades durant 48h amb medi amb fosfor elevat amb un 15% de
serum normal o urémic i amb calcirtol o paricalcitol (10-7M). Els
valors estan representats com a mitja + eem *p< 0,05 vs el control
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1.2.2.- Efecte de la urémia i del calcitriol en I’expressio de proteines del metabolisme de la
vitamina D en CMLV i CTR

Vam analitzar per WB I'expressio proteica del VDR, la 24-hidroxilasa i la 1ahidroxilasa
tractant les CMLV i CTR amb un 15% de serum normal o uremic i amb calcitriol durant 48h. En
I'expressié de proteina observem resultats similars als de I'expressié de mRNA; en les CMLV
disminueix I'expressié del VDR en la urémia i augmenta la de la lahidroxilasa amb el
tractament amb sérum urémic més calcitriol (27A). La 24hidroxilasa augmenta en CMLV amb
el tractament amb calcitriol en els dos serums. En CTR el VDR no es modifica per la uremia,

com tampoc la 1ahidroxilasa i la 24hidroxilasa (27B).
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Figura 27.- Expressio de la 1ahidroxilasa, 24hidroxilasa i VDR en CMLV i CTR. Deteccid de I'expressio proteica de
de la lahidroxilasa, la 24 hidroxilasa i el VDR en CMLV i CTR les quals es van tractar durant 48h amb medi amb
fosfor elevat amb un 15% de sérum normal o urémic i amb calcitriol(10-7M). El control de carrega de la mostra es

va fer amb a-tubulina.
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2.- EFECTE DE LA SINTESIS LOCAL DE CALCITRIOL PER LA 1aHIDROXILASA | LA SEVA
IMPLICACIO EN LA CALCIFICACIO VASCULAR EN LA UREMIA.

A partir dels resultats anteriors on s’observava un augment de |'expressido de la
lahidroxilasa en I'arteria i en les CMLV en condicions uremiques. Es va seguir amb I'estudi per
determinar el paper de la 1ahidroxilasa en la sintesis local de calcitriol i la seva implicacié en
la induccio de la calcificacié vascular en la urémia.

Per aquest estudis es va utilitzar com a model, un ratoli transgénic, el KO per la 1ahidroxilasa,
el qual no és capag de sintetitzar la forma activa, la 1,25(0H),Ds_Es van utilitzar ratolins wild
type i lahidroxilasa KO de dotze setmanes i es van dividir en tres grups; el primer no es va
nefrectomitzar (grup sham), el segon grup es van nefrectomitzar reduint un 75% la massa
renal (urémic), el tercer es va nefrectomitzar i tractar amb calcitriol (400ng/kg)
(urémic+calcitriol) durant dues setmanes.

La dosis va ser escollida a partir d’'un experiment previ, i després d’observar que la dosis de
400 ng/Kg de calcitriol era la que igualava els nivells de 1,25D en els wild type i 1ahidroxilasa
KO. Com a control es van utilitzar ratolins nefrectomitzats i no tractats i també un grup de

ratolins sham tant en cas dels wild type com en els KO. (Figura 28).

200 - H Normal
Urémic + 40ng/kg Calcitriol
— 150 - m Urémic + 400ng/kg Calcitriol
S
S~
2
— 100 -+
D =
£
Q50 A
= I
0 T
Wild-type lahidroxilasa KO

Figura 28.- Nivells de 1,25 vitamina D en els ratolins wild type i 1ahidroxilasa KO. Nivells de 1,25vitD en
ratolins wild type i 1ahidroxilasaKO normal (sham) i nefrectomitzats tractats durant dues setmanes amb

40 400 ng/kg de calcitriol. Els resultats s’expressen com mitjana * eem (n = 4-5).
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2.1.- ESTUDIS IN VIVO:

2.1.1-Efecte toxic del tractament amb calcitriol, avaluacié de la pérdua de pes en els
animals.

Per tal d’estudiar la toxicitat del tractament en els nostres ratolins wild type i
lahidroxilasaKO, es va mesurar el pes inicial i final de cada grup d’animals, els resultats
indiquen que només hi han diferéncies significatives entre el pes a l'inici i al final en el grup de
ratolins wild type urémics tractats amb calcitriol (400ng/kg) (Figura 29). En canvi, no

s’observen diferencies significatives en el grup 1ahidroxilasa KO urémic i tractat amb calcitriol.

Aguesta perdua de pes en els wild type indica que el tractament amb calcitriol esta produint

un efecte toxic sobre aquests animals, mentre que els KO no presenten cap senyal de

toxicitat.
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Figura 29.- Pes abans i després del tractament amb calcitriol (400ng/kg) en ratolins wild type i 1ahidroxilasa KO.
Mesura del pes a l'inici i al final de I'experiment en ratolins wild type i lahidroxilasa KO sham (grup control),
nefrectomitzats (urémic), nefrectomitzats i tractats amb calcitriol (400ng/kg) (urémic+calcitriol) durant dues
setmanes. Els resultats s’expresen en la primera grafica en grams i en la segona en % on el pes inicial és el 100%,

s’expresa com mitjana = eem (n = 6 a 8)* p < 0.05 significativament diferent respecte el pes inicial.
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2.1.2.- Determinacio dels nivells de Ca2+, P, BUN, PTH i 1,25D en els grups d’animals.

Despreés de nefrectomitzar i tractar els ratolins, es va extreure el serum i es van

analitzar diferents analits: BUN, Ca®*, P, PTH, 1,25D.

Els nivells de BUN com cal esperar, son similars en els grups de ratolins que s’han
nefrectomitzat (Figura 30A). Els nivells de calci en serum soén inferiors en els 1ahidroxilasa KO,
pero amb el tractament amb calcitriol aquests nivells s’igualen amb els wild type també
tractats (WT: 16.38 + 0.48, KO: 15.18 + 0.46 mg/dl) (Figura 30B). El mateix passa amb el fosfor,
gue despres del tractament amb calcitriol els nivells entre WT i KO sén semblants (WT: 8.15 +
0.42, KO: 8.43 + 0.46 mg/dl) (Figura 30C). Els nivells de PTH disminueixen en els dos grups
tractats per sota dels valors normals (WT: 29,25+0,84, KO: 30,48+0.70 pg/ml) perd amb nivells

similars, indicant |'efecte del calcitriol en la inhibicié de la sintesis de PTH (Figura 30D).

Finalment, els nivells de 1,25D que sén molt baixos en els 1aKO també s’igualen en els dos

grups tractats (WT: 150,21+0,89; KO: 123,28+14,171 pg/ml) (Figura 30E).
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Figura 30.- Analisis bioquimic en sérum en ratolins amb model de MRC en wild type i 1ahidroxilasa KO. Nivells en

serum de (A) Urea nitrogenada (BUN), (B) Calci, (C) fosfat, (D) PTH, (E) 1,25hidroxivitamina D5 en ratolins wild type i

lahidroxilasa KO sham (grup normal), nefrectomitzats (urémic), i nefrectomitzats i tractats amb calcitriol (400ng/kg)

(urémic + calcitriol) durant dues setmanes. Els resultats s’expressen com a mitjana teem (n=6 a 8)* p<0,05

significativament diferent respecte el ratoli sham (control).
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2.1.3.- Efecte sobre la calcificacio vascular en ratolins wild type i lahidroxilasa KO
nefrectomitzats i tractats amb calcitriol.

Es va estudiar I'efecte del tractament amb calcitriol sobre la calcificacid vascular en els
ratolins wild type i els 1ahidroxilasa KO nefrectomitzats. Com mostra la Figura 31, s’observa
un increment molt elevat en el contingut de calci en el grup WT tractat amb calcitriol. Aquest
increment és significativament menor que en el mateix grup 1aKO (WT: 895,70+£172,26; KO:
556.74+77.71 pgCa/mg protein, p<0.05)(Figura 31A). Per la tincié amb vermell d’alizarina
s’observa com els diposits vermells son més intensos en el grup WT urémic tractat, mentre
gue en el KO no s’observa coloracié vermella. A més la inmunohistoquimica per Runx2 mostra
també més expressié d’aquesta proteina (coloracid marrd) en I'artéria de ratolins wild type

urémics que han estat tractats amb calcitriol (Figura 31B).
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Figura 31.- Efecte en la calcificacié vascular en ratolins wild type comparats amb els 1ahidroxilasaKO en un model de MRC.
(A) Contingut de calci en I'aorta abdominal normalitzat per la proteina en ratolins normals (no nefrectomitzats), ratolins
uremics (nefrectomitzats) i urémics tractats durant dues setmanes amb calcitriol. (B) Histoquimica representativa de la tincid
amb vermell d’alizarina i immunohistoquimica de Runx2, en ratolins wild type nefrectomitzat, widl type nefrectomitzat i tractat
amb calcitriol, 1ahidroxilasa KO nefrectomitzat i els KO tractat amb calcitriol. Els resultats s’expressen com a mitjana + eem

(n=6-8), * p<0,05, comparant ratolins control i urémics. # p<0,05, comparant entre wild type tractat i KO tractat.
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2.2.- ESTUDIS IN VITRO:

2.2.1- Efecte de la urémia i del calcitriol en la calcificaci6 de CMLV procedents de ratolins
wild type i 1ahidroxilasa KO.

Per tal d’estudiar I'efecte de la uremia i del calcitriol en la calcificacid in vitro les CMLV
procedents de ratolins wild type i 1ahidroxilasa KO es van incubar amb medi amb fosfor
elevat i es van tractar amb un 15% de sérum normal i sérum urémic respectivament durant 6
dies. A l'estudiar-ne la calcificacid, s’'observa que només les cél-lules WT tractades amb serum
urémic incrementen significativament el contingut en calci (Figura 32A) (WT:3452.50 + 498.07;
KO: 510.72+ 94.82 pgCa/mg proteina. n=6 to 8, P <0.05).

En un altre experiment les CMLV es van tractar amb medi amb fosfor elevat i amb o sense
calcitriol (107M). Els resultats mostren un augment més elevat en el contingut de calci en les

cel-lules wild type i 1ahidroxilasa KO tractades amb calcitriol. (32B).
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Figura 32.- Quantificacié del calci en CMLV. (A) Contingut de calci normalitzat per mg de proteina en CMLV
procedents de ratolins wild type i 1ahidroxilasa KO tractades amb fosfor elevat i serum control o uremic durant 6
dies. (B) Contingut de calci normalitzat per mg de proteina en CMLV procedents de ratolins wild type i
lahidroxilasaKO tractats amb fosfor elevat i calcitriol (10-7M) durant 6 dies. Els resultats s’expressen com a
mitjana £ eem (n=6 a 8), * p<0,05 significativament diferent respecte les CMLV amb medi calcificant (control) o

serum normal.
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2.2.2- Estudi de I’expressio de proteines i gens implicats en el metabolisme de la vitamina D
i de la calcificacié en CMLV procedents de ratolins wild type i 1aKO per efecte de la urémia:
Les CMLV de ratolins wild type i 1ahidroxilasa KO es van incubar durant 6 dies amb
medi amb fosfor elevat i es van tractar amb serum normal o serum urémic de rata. La proteina
es va recollir i es van fer western blots per detectar I'expressié de Runx2, VDR, lahidroxilasa i

24-hidroxilasa.

Observem un augment de I'expressid de Runx2, de VDR, de la lahidroxilasa i de Ia
24hidroxilasaen CMLV WT tractades amb serum uréemic, mentre que en les 1aKO no s’observa

aquest augment per efecte de la urémia (Figura 33).

Es va analitzar també I'efecte de la urémia en les CMLV WT de ratoli sobre I'expressié de gens,
per tal de corroborar els resultats observats en les CMLV de rata. Les CMLV es van tractar amb
serum control o urémic durant 48 hores i es va mesurar per RT-PCR |'expressié de la
lahidroxilasa i del VDR (Figura 33E i F). Observem en les grafiques un increment significatiu de

la 1ahidroxilasa en la urémia i una tendéncia a disminuir I’expressié del VDR.
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Figura 33.- Western blot en CMLV de ratolins wild type i 1ahidroxilasa KO. Expressio dels nivells de proteina de (A) Runx2,

(B) VDR, (C) 1ahidroxilasa, i (D) 24hidroxilasa per western blot en CMLV procedents de ratolins wild type i 1ahidroxilasa KO

tractades amb medi amb fosfor elevat amb sérum control o urémic durant 6 dies. (E) Expressié de mRNA de la 1ahidroxilasa

en CMLV wild type tractades amb sérum normal (control) i serum urémic durant 48 hores. (F) Expressio de mRNA del VDR en

CMLV wild type tractades amb sérum normal (control) i serum urémic durant 48 hores. Els resultats s’expressen com a

mitjana £ eem (n=6 a 8), * p<0,05 significativament diferent respecte les CMLV amb sérum normal (control).
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2.2.3- Estudi de la sobreexpressié de la 1ahidroxilasa en les CMLV i del seu efecte sobre la
calcificacié vascular.

Per tal d’estudiar I'efecte de la 1ahidroxilasa sobre la calcificacio vascular, les CMLV de
rata van ser infectades amb el virus que contenia el vector per la 1ahidroxilasa (PDSL1a) per
tal que sobreexpressessin aquesta proteina. Com a control de I'experiment un grup de
cel-lules es van infectar amb el virus que tenia el vector buit. Es va comprovar la
sobreexpressid de la lahidroxilasa mitjancant un western blot anti V5 (la nostra proteina
estava fusionada amb I'epitop V5) (Figura 34A) i detectar per RT-PCR lI'increment dels nivells
de mRNA de la lahidroxilasa (Figura 34B). Observem que la sobreexpressid de la nostra
proteina ha funcionat tant per WB com per RT-PCR.A continuacié es va dur a terme un
experiment de calcificacio, cel-lules amb el vector PDSL1a i amb el vector vuit, es van tractar
amb medi am fosfor elevat durant 6 dies. Despres es va quantificar el contingut de calci
(Figura 34C) com també I'expressido de la proteina Runx2 per western blot. S'observa un
augment significatiu del contingut de calci i de I'expressid de Runx2 en les CMLV que

sobreexpressen la 1ahidroxilasa.
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Figura 34.- Efecte de la sobreexpressié de la 1ahidroxilasa en CMLV de rata sobre la calcificacié vascular. (A) Deteccio per
western blot mitjangant I’anticos anti V5, de la 1ahidroxilasa en CMLV infectades amb el virus que contenia el vector per la
lahidroxilasa (PDSL1a) i virus amb el vector buit. (B) Deteccié per RT-PCR de I'increment dels nivells de mRNA de la
lahidroxilasa en CMLV infectades amb el virus que contenia el vector per la 1ahidroxilasa (PDSL1a) i virus amb el vector
buit. (C) Quantificacié quimica del calci normalitzat pel contingut en proteina i deteccié de I'expressié de Runx2 en CMLV de
rata amb el vector buit o PDSL 1la tractades amb medi amb fosfor elevat durant 6 dies. Els resultats son expressats com a

mitjana £ eem (n=10 a 12). *p< 0,05 significativament diferent respecte CMLV sense la sobreexpressié de la 1ahidroxilasa.
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3.- EFECTE DIRECTE DE LA 25 HIDROXIVITAMINA D EN LA REGULACIO DE GENS | DEL
METABOLISME MINERAL EN LA UREMIA. EFECTE SOBRE LA CALCIFICACIO VASCULAR.

Un estudi dosi resposta es va dur a terme en ratolins KO lahidroxilasa nefrectomitzats
(reduccié del 75% de la massa renal) utilitzant 25, 50, i 100 ng/g de 25(0OH)Ds per tal d’estudiar
I'eficacia de la 25hidroxivitaminaD en I'activacié del VDR comparant-ho amb una dosis de
1,25(0H),Ds (50pg/g). Les dosis de 25(0OH)Ds utilitzades es basen en la seva menor afinitat pel
VDR, de 200 a 500 vegades inferiors en comparacié amb la 1,25D. Una part d’aquest procés
experimental es va realitzar en col-laboracié amb el grup de fisiologia del centre de Biologia

Molecular de Nijmegen, dirigit pel Dr. René Bindels i Dr. Joost Hoenderop.

3.1.-ESTUDI EN RATOLINS 1aHIDROXILASA KO:

3.1.1-Nivells de Ca2+, fosfor, PTH i 25(OH)D; en sérum de ratolins 1ahidroxilasa KO:

Per tal d’estudiar la capacitat de la 25(OH)Ds en la regulacié del metabolisme mineral

sense ser convertida a 1,25(0OH),D3 es van utilitzar ratolins knockouts per la 1ahidroxilasa.

Els ratolins lahidroxilasa KO van ser nefrectomitzats a les vuit setmanes i al cap de 15 dies
se’ls va administrar intraperitonealment tres dosis 25, 50, 100 ng/g de 25(0OH),D3, i una dosis
de 1,25(0H),Ds (50pg/g) durant 4 setmanes, periode requerit per a normalitzar el calci en
sang en els 1aKO. Durant el procés experimental els ratolins es van alimentar amb dieta

normal, per no interferir amb els tractaments.

Al finalitzar I'experiment es van sacrificar els animals i amb el serum obtingut es va mesurar

els nivells de Ca*, fosfor, PTH i 25(0H)Ds.

Els ratolins KO sham i 1aKO nx son hipocalcémics amb valors similars de calci en sérum entre
6-7 mg/dl i valors similars de 250HD3 (Figura 35). La normalitzacié del calci en sérum (nivells
normals de calci entre 9 -10,5 mg/dl) es produeix amb les dosis de 25ng/g i 50 ng/g de
25(0OH)Ds (35A). Mentre que la dosis més alta de 250HD3 augmenta els nivells de calci per
sobre dels valors normals. Els nivells de P sdn baixos en KO sham i en KO nx, amb els
tractaments de 1,25D i de 25D (25ng/g i 50ng/g) es produeix un augment significatiu del P fins
als nivells normals (35B). La dosis més alta de 25D produeix un augment que sobrepassa els

nivells normals de P.
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Els ratolins lahidroxilasaKO presenten un hiperparatiroidisme secundari sever amb PTH

extremadament elevada. S’observa un efecte similar en la reduccié de la PTH amb 50 ng/g de

25D iamb la 1,25D. La dosis més baixa de 25D és inefectiva per disminuir la PTH mentre que la

dosis més alta produeix una reduccidé de la PTH per sota dels valors normals (35C). Els nivells

de 250HD; augmenten molt amb els tractaments de 25D, fins assolir valors entre 3000-5000

ng/ml (35D).
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Figura 35.- Nivells de calci, fosfor, PTH i 25(OH)D; en sérum dels ratolins 1ahidroxilasa KO. A) Calci, B) P, C) PTH i D) 250HD;

en serum de ratolins 1ahidroxilasa KO nefrectomitzats i tractats amb tres dosis 25, 50, 100 ng/g de 25(0OH)D; i una dosis de

1,25(0H),D; (50pg/g) durant 4 setmanes. Els valors estan representats com a mitja + eem *p< 0,05 vs. lahidroxilasa KO nx

tractat amb vehicle (control), # p<0,05 vs 1lahidroxilasa KO sham tractat amb vehicle (control), (n=5 a 7).

KO sham

KO nx KOnx+50pg/g | KO nx+25ng/g KO nx+50ng/g | KO nx+100ng/g
1,25(0H)2D3 | 25(0OH)2D3 25(0H)2D3 25(0H)2D3
ca® (mg/dl) 5,95:0,62 6,94+0,32 11,1540,23 *# 9,43+0,39*# 10,63+0,26*# 12,4620,71%#
P(meg/dI) 5,75+0,47 5,91+0,41 7,3140,39*# 8,17+0,40*# 8,01+0,53*# 8,79+0,50*#
PTH (mg/ml) | 339444169957 | 4763,19+31833 | 297,65£97,05%# 4360,58+883,19 452,05+159,29*# 34,64+7,79*#

250HDs(ng/ml)

25,6845,21

21,21+4,18

25,57+1,66

2702,20+340,02*#

3362,94+203,52*#

6015,13+342,46*#

Taula 1.- Nivells de calci, fosfor, PTH i 25(0OH),D; en sérum dels ratolins 1ahidroxilasa KO. Calci, P, PTH i 250HD; en sérum de ratolins

lahidroxilasa KO nefrectomitzats i tractats amb tres dosis 25, 50, 100 ng/g de 25(0OH),D; i una dosis de 1,25(0H),D; (50pg/g) durant 4

setmanes. Els valors estan representats com a mitja + eem *p< 0,05 vs lahidroxilasa KO nx tractat amb vehicle (control), # p<0,05 vs

lahidroxilasa KO sham tractat només amb vehicle (control). (n=5a 7).

89



Resultats

3.1.2.-Expressio dels transportadors de Ca*encel ronyo:

Vam estudiar I'efecte de la 25D sobre els transportadors de calci, per tal de veure si 'augment

del calci plasmatic que em observat anteriorment esta mediat pels transportadors de calci.

Es van examinar els nivells de mRNA dels gens transportadors de calci (TRPV5, Calbindina-

D28k, NCX1 i PMCA1b) en el ronyé utilitzant la PCR quantitativa (Figura 36).0bservem que els

efectes de la 1,25D sén imitats per la 25D (50ng/g, 100ng/g), augmentant cap a dues vegades

I’expressi6 de mRNA de TRPV5 respecte els nivells del KO sham o del KO nefrectomitzat

tractat amb vehicle (36A).L'expressio de la calbindina-D28k incrementa (1,5-2 cops) per la

1,25D i aquest efecte es imitat per les tres dosis de 25D sense haver-hi diferéncies entre elles

(36C). Els nivells de mRNA de PMCAlb també augmenten significativament amb els

tractaments (36B). En canvi, no hi han variacions en els nivells d’expressié de NCX1 (36D).
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Figura 36.- Expressio dels gens transportadors de calci a nivell renal per la 250HD; i la 1,25(0H),D;. Expressio de mRNA

determinat per RTPCR dels gens transportadors del calci renal, incluint (A) TRPVS5, (C) calbindina-D28k, (B) PMCA1b i (D)

NCX1 en ratolins KO per la 1ahidroxilasa nefrectomitzats i tractats amb tres dosis 25, 50, 100 ng/g de 25(0OH)D5 i una dosis

de 1,25(0H),D; (50pg/g) durant 4 setmanes. Els valors estan calculats en referencia als nivells de RNA de GAPDH i

s’expresen de forma relativa a als nivells de lahidroxilasa -/- sham. Els resultats es presenten com a mitjana + eem (n=5 a

7). * p<0,05, significativament diferent del KO per la 1ahidroxilasa nefrectomitzat tractat amb vehicle (control) i # p<0,05,

significativament diferent del KO lahidroxilasa sham tractat amb vehicle (control).
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L’analisis dels nivells de proteina al ronyd es va realitzar per inmnofluorescencia i per western
blot. En la immunofluorescéncia es mostra com el TRPV5 es localitza a la membrana apical del
tubul contornejat distal (DCT) i en el tabul connector (CNT). Els nivells de TRPV5 augmenten
lleugerament amb la 1,25D i amb la dosis més petita de 25D comparat amb el control (KO

nefrectomitzat). Les altres dues dosis si que augmenten significativament la seva expressio.

KO nx KO nx +1,25(0OH)2D3 (50 pg/g) KO nx + 25(0OH)D3 (25 ng/g)

KO nx + 25(0OH)D3 (50 ng/g) KO nx + 25(OH)D3 (100 ng/g)

Figura 37.- Comparacié de la poténcia de la 1,25(0OH),D; i 25(0OH)D; per induir I'expressié de la proteina
renal TRPV5 en un ratoli lahidroxilasa KO. Detecci6 de I'expressié renal de la TRPV5 per
immunohistoquimica en ratolins 1ahidroxilasakO nx van ser tractats amb tres dosis de 250HD; (25, 50, i
100 ng/g) i una dosis de 1,250H,D; (50pg/g) durant 4 setmanes. Es mostra una imatge representativa d’una

immunohistoquimica de TRPV5 (en verd) en el cortex renal (n=6).

L'expressi6 de la calbindina-D28k es va examinar amb inmunoblots i amb
immunohistoquimica. La figura 38A mostra un immunoblot representatiu de I'expressié de la
calbindina-D28k en el ronyd de ratolins 1ahidroxilasa KO nefrectomitzats tractats amb 1,25D
o diferents dosis de 25D. El contingut de proteina augmenta amb el tractament amb 1,25D i
25D, sense una diferéncia aparent entre les tres dosis de 25D. La quantificacié de la intensitat
de la banda mostra un increment entre 3 a 5 cops la up-regulacié de I'expressié de la
calbindina-D28k amb el tractament. La inmunohistoquimica també mostra (Figura 38B) la
localitzacié de la calbindina-D28k al tubul contornejat distal (DCT) i al tubul connector (CNT)
del cortex renal. Observem, que els ratolins tractats amb 1,25D i 25D mostren un increment
en la intensitat i el numero de cél-lules tenyides positivament per la calbindina-D28k

(fluorescencia verda) en el citosol.
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ko sham konx konx +1,25  konx +25(OH)  konx +25(OH) konx+25(OH)
Sove/e 2ne/s Sone/e 100me/G KO nx KO nx + 1,25(0H)2D3 (50 pg/g) {0 nx + 25(0OH)D3 (25ng/g)
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e —
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— e — —— R
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Figura 38.- Comparacio de I'efecte de la 1,25(0H),D; i de la 25(OH)D; per induir I'expressié renal de la calbindina-D28k en el
ratoli 1ahidroxilasa KO. (A) Western blot representatiu de la calbindina-D28k i quantificacié de la intensitat de les bandes (n=6)
en els ratolins 1ahidroxilasakO nx tractats amb tres dosis de 250HD; (25, 50, i 100 ng/g) i una dosis de 1,250H,D; (50pg/g)
durant 4 setmanes. La B-actina es va utilizar com a control de la carrega. (B) Immunohistoquimica representativa de la
calbindina-D28k (verd) en el cortex renal, (n=6). Els resultats es presenten com a mitjana * eem (n=5 a 7). * p<0,05,
significativament diferent del KO per la 1ahidroxilasa nefrectomitzat tractat amb vehicle (control) i # p<0,05, significativament

diferent del KO 1ahidroxilasa sham tractat amb només vehicle (control).

3.1.3.-Expressio de transportadors de Ca”* en el duodé:

A continuacié vam investigar si el tractament amb 25D podia imitar la 1,25D en
incrementar I'expressio dels gens que codifiquen per a proteines transportadores de calci i

gue medien I'absorcioé de calci transcel-lular en el duode.

Es va analitzar I'expressid a nivell de mRNA del TRPV6, la calbindinaD9k i PMCA1lb en el
duode. Vam observar que I"'administracio de 1,25D produia un augment de 4-5 cops els nivells
de mRNA del TRPV6 mentre que la 25D augmentava significativament TRPV6 perd només 1,5
cops amb la dosis més baixa i 2 cops amb la dosis intermitja i alta. La calbindina-D9K s’up-
regulava amb 50 i 100 ng/g de 25D (2 cops), amb una poténcia similar a la 1,25D (Figura 39).

No vam observar diferencies en els nivells de mRNA que codifiquen per PMCA1lb.
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Figura 39.- Comparacié de 1,25(0OH),D; i 25(OH)D; per la induccié de I’expressié de gens transportadors de calci al duode.
Deteccio de I'expressio de mRNA mitjangant RTPCR al duodé de (A) TRPV5, (B) CalbindinaD9k i (C) PMCA1b en ratolins
lahidroxilasaKO nx tractats amb tres dosis de 250HD; (25, 50, i 100 ng/g) i una dosis de 1,250H,D; (50pg/g) durant 4
setmanes. Els valors son calculats en referencia als nivells de GAPDH de mRNA. Els resultats es presenten com a mitjana +
eem (n=5 a 7). * p<0,05, significativament diferent del KO per la 1ahidroxilasa nefrectomitzat tractat amb vehicle (control) i

# p<0,05, significativament diferent del KO 1ahidroxilasa sham tractat només amb vehicle (control).

calbindina-D9k també es va analitzar al duodé a nivell de proteina per wertern blot.

L'expressio de la calbindina-D9k augmenta amb el tractament amb 1,25D i també amb 25D en

totes les dosis. (Figura 40).
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Figura 40.- Comparacio de I'eficacia de les dosis de 1,25(0OH),D; i de 25(OH)D; en I'expressié de calbindina-D9k en
el duodeé del ratoli 1ahidroxilasa KO. (A) Western blot representatiu i quantificacié de la intensitat de les bandes
(B) de la calbindinaD9k a partir de proteina de duode de ratolins lahidroxilasaKO nx tractats amb tres dosis de
250HD; (25, 50, i 100 ng/g) i una dosis de 1,250H,D; (50pg/g) durant 4 setmanes (n=6). El control de carrega es va
fer amb la Bactina. Els resultats es presenten coma mitjana + eem (n=5 a 7). * p<0,05, significativament diferent del
KO per la lahidroxilasa nefrectomitzat tractat amb vehicle (control) i # p<0,05, significativament diferent del KO

lahidroxilasa sham tractat amb només vehicle (control).
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3.1.4.- Calcificacid vascular en els ratolins 1ahidroxilasa KO:

Després de tractar els ratolins 1ahidroxilasaKO nx amb tres dosis de 250HDs (25, 50, i
100 ng/g) i una dosis de 1,250H,D; (50pg/g) durant 4 setmanes, es va quantificar el contingut
en calci en les arteries com també es va fer una tinci6 amb vermell d’alizarina, per tal
d’estudiar si els tractaments amb 1,25D i 25D havien produit algun efecte toxic, mesurant-ne
la calcificacié vascular. Com s’observa en la (Figura 41A) no hi han diferencies significatives en
els nivells de calci entre els diferents grups de ratolins. Tampoc s’observen diferéncies en les

artéries que han estat tenyides amb vermell d’alizarina (Figura 41B).
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ko nx ko nx 50/1,25 ko 25/ 250H ko 50/250H ko 100/250H
B
KO nx KO nx +50pg/g 1,25(0H)2D3 KO nx + 25 ng/g 25(0OH)D3
KO nx + 50 ng/g 25(0OH)D3 KO nx + 100 ng/g 25(0OH)D3

Figura 41.- Efecte sobre la calcificacié vascular de la 250HD; i de la 1,25(0H),D; en ratolins 1a hidroxilasaKO. (A)
Quantificacié quimica del contingut de calci arterial expresada com a ng de calci/mg de proteina. (B) Imatge representativa
de la tincié de I'artéria aorta amb vermell d’alizarina. (n=6), en ratolins 1ahidroxilasakO nx tractats amb tres dosis de

250HD; (25, 50, i 100 ng/g) i una dosis de 1,250H,D; (50pg/g) durant 4 setmanes. Els resultats es presenten com a mitjana

+eem (n=5a7).
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3.2.-ESTUDI EN RATOLINS WILD TYPE:

Es va realitzar un estudi similar a I'anterior utilitzant ratolins wild type nefrectomitzats
i amb una dieta alta en fosfor, els quals es van tractar amb diferents dosis de 25(0OH)Ds (5ng/g,
10ng/g, 25ng/g, 50ng/g) durant 4 setmanes. Les dosis es van escollir a partir de les utilitzades
en els 1aOHasaKO i tenint en compte que els wild type necessitaran una dosis inferior de

25(OH)Dsja que tenen la capacitat de convertir la 25D a 1,25D.

Es volia estudiar I'efecte de les diferents dosis de 25D en la correccio del calci, el fosfat i la PTH
en sang i l'impacte que podria tenir sobre la calcificacié vascular en ratolins que poden
convertir la 25D a 1,25D. D’aquesta manera podriem determinar |'efecte toxic del tractament

amb 25(OH)Ds; en un model de MRC que es similar als pacients.

3.2.1.- Nivells de Ca2+, fosfor, PTH i 25(0OH),D; en sérum de ratolins wild type:

Despres de tractar els ratolins wild type nx amb 25(OH)Ds (5ng/g, 10ng/g, 25ng/g,

50ng/g) es va recollir el serum i es va quantificar el Ca2+, el fosfor, la PTH i la 1,25D.

En el serum, els nivells de calci augmenten significativament amb els tractaments amb 10, 25 i
50ng/g de 25D. El fosfor augmenta significativament en els grups que han rebut dieta alta en
fosfor. Els nivells de PTH que son elevats en els ratolins WT nefrectomitzats disminueix amb el
tractament, pero amb les dosis més altes (50ng/g) aquests nivells de PTH tendeixen a tornar a
augmentar. S’observa també com la 25D s’incrementa de forma significativa ambles 3 dosis

més altes (Figura 42 i Taula 2).
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Figura 42.- Quanificacié bioquimica dels nivells de calci, fosfor, PTH i 25(OH)D3 en sérum de ratolins wild type. Nivells de
(A) ca®, (B) fosfor, (C) PTH i (D) 1,25D quantificats en serum deratolins wild type nx i tractats amb 25(OH)D; (5ng/g, 10ng/g,

25ng/g, 50ng/g). Els valors estan representats com a mitja + eem *p< 0,05 vs WT sham (control).
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WT Sham WT nx WT nx +5ng/g WT nx+10ng/g | WT nx+25ng/g | WT nx+50ng/g
250HD3 250HD3 250HD3 250HD3
2+ 10,61+0,21 10,15+0,16 10,2340,32 11,17+0,20* 11,43+0,26* 11,41+0,34*
Ca” (mg/dl)
6,30+0,78 9,58+1,31* 10,40+1,61* 9,52+1,00* 10,29+1,13* 15,50+0,85*
P (mg/dI)
53,89+19,15 572,69+239,16* 382,96+78,71* 285,08+64,95* 216,94+50,11* 294,79+85,53*
PTH (mg/ml)
250HD 27,97+2,31 31,28+1,30 51,77+6,15 482,25+91,66* 488,85+54,83* 688,01+15,36*
3
(ng/ml)

Taula2.- Nivells de calci, fosfor, PTH i 25(0OH),D; en ratolins Wild type. Nivells de ca® (A), fosfor (B), PTH (C) i 1,25D (D)
quantificats en serum deratolins wild type nx i tractats amb 25(OH)D; (5ng/g, 10ng/g, 25ng/g, 50ng/g). Els valors estan
representats com a mitja + eem *p< 0,05 vs WT sham (control).

3.2.2.-Proteinuria i microalbuminuria en ratolins WT i 1ahidroxilasa KO.

Per tal d’obtenir informacié de I'estat del ronyd i de la preséncia de dany renal es va

mesurar la proteinuria i la microalbuminuria en els ratolins wild type i 1ahidroxilasa KO.

Els ratolins wild type nx i tractats amb 25(OH)Ds (5ng/g, 10ng/g, 25ng/g, 50ng/g) es van posar

en gabies metaboliques per a recollir-ne la seva orina durant 24 hores. Analitzant I'orina dels

ratolins WT s’observa, com és d’esperar que tots aquells que han estat nefrectomitzats

presentin un augment en la microalbumindria (Figura 43A), els tractaments amb 25(OH)D;

tendeixen a augmentar la microalbuminuria. En canvi, els ratolins lahidroxilasa KO nx tenen

una proteindria elevada i quan son tractats amb 25(0OH)Ds, la proteinuria disminueix

significativament (Figura 43B).
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Figura 43.- Determinacié de la microalbuminduria i de la proteintria en ratolins wild type i 1ahidroxilasa KO. (A)

Microalbuminuria en ratolins wild type nx tractats amb 25(OH)D; (5ng/g, 10ng/g, 25ng/g, 50ng/g) durant 4

setmanes i

(B) proteinuria en ratolins lahidroxilasa ko nx tractats amb 25(0OH)D; (50ng/g) quatre setmanes

mesures a partir de I'orina recollida a les 24 hores amb gabies metaboliques. Els valors estan representats com a

mitja £ eem *p< 0,05 vs WT sham (control)/ko nefrectomitzat.
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3.2.3.- Estudi de la calcificacio vascular en els ratolins wild type:

Per tal d’estudiar I'efecte toxic en els ratolins wild type nx amb 25(OH)Ds (5ng/g,

10ng/g, 25ng/g, 50ng/g) es va procedir a estudiar-ne el seu efecte sobre la calcificacio

vascular.

S’observa un augment significatiu del contingut de Ca®* (ng Ca/mg proteina) en els ratolins
gue han estat tractats amb 25D (Figura 44A). En la tincié amb vermell d’alizarina observem un

increment de la coloracid taronja-vermella en els grups tractats amb les dues dosis més

elevades de 25D (44B).
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Figura 44.- Efecte de la 250HD; sobre la calcificacié vascular en ratolins wild type. A) Quantificacié quimica del calci
expressada com a ng de calci/mg de proteina. (B) Imatge representativa de la tincié de I'artéria amb vermell d’alizarina.
(n=6). Es van fer servir ratolins wild type nx tractats amb 25(0OH)D; (5ng/g, 10ng/g, 25ng/g, 50ng/g) durant 4 setmanes.

Els resultats es presenten com a mitjana + eem (n=5 a 7). *p<0,05, significativament diferent del KO per la

lahidroxilasa nefrectomitzat tractat amb vehicle (control).

3.3.- IN VITRO:

3.3.1.- Efecte de la 1,25(0OH),Ds i de la 250HD; en les CMLV wild type i 1ahidroxilasa KO:
Es va estudiar I'efecte dels tractaments amb 1,25D i 25D en les CMLV de ratolins wild type i
lahidroxilasa KO, per tal de veure si la 25D podia tenir el mateix efecte que la 1,25D sobre

I’expressidé de gens implicats en el metabolisme de la vitamina D en aquest tipus cel-lular.
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Les CMLV es van tractar en medi DMEM amb 1,25D (10®M) i amb 25D (10°M) durant 24
hores i es va mesurar I'expressio de mRNA per RTPCR de la 24hidroxilasa i del VDR. Despreés es
van tractar les mateixes cél-lules durant 48 hores i es va quantificar per western blot

I’expressié de VDR.

Els nivells de mRNA de la 24 hidroxilasa augmenten de forma significativa en els ratolins wild
type i també en els ratolins 1ahidroxilasa KO tractats amb 1,25D i 25D (Figura 45 A). Els nivells
de VDR també augmenten significativament amb els dos tractaments en els dos ratolins
(Figura 45B). Per western blot també s’observa que ambdds tractaments incrementen

I’expressié del VDR (Figura 45C).
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Figura 45.- Efecte de la 1,25(0OH),D; i de la 250HD; en les CMLV wild type i 1ahidroxilasa KO. (A) Expressié de mRNA de la
24hidroxilasa en CMLV procedents de ratolins wild type i 1ahidroxilasa KO tractades en medi DEMEM amb 1,25D (10’8M) i
amb 25D (1O'GM) durant 24 hores. (B) Expressi6 de mRNA del VDR en CMVL de ratolins wild type i lahidroxilasakO
tractades en medi DEMEM amb 1,25D (10'8M) i amb 25D (1O'GM) durant 24 hores. La GAPDH es va utilizar com a control.
(C) Representacié del western blot del VDR de CMLV que han estat tractades amb medi DMEM durant 48 hores amb 25D
(10'8M) i 25D (IO'GM), com a control de carrega s’utilitza la a-tubulina. Els resultats es presenten com a mitjana + eem (n=5

a 7). * p<0,05, significativament diferent respecte CMLV del wild type control i del 1ahidroxilasa control.
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Discussio
DISCUSSIO
1.- REGULACIO DE LA FUNCIO RENAL | DELS GENS IMPLICATS EN EL METABOLISME DE LA
VITAMINA D EN LA UREMIA.

En la malaltia renal cronica, la disminuci6 de la funcid6 renal té una série de
consequencies importants: el sindrome uremic, I'hiperfosfatemia, I’hiperparatiroidisme
secundari i malalties cardiovasculars incloent en elles les calcificacions vasculars. La malaltia
cardiovascular és una de les causes més frequients de morbilitat i mortalitat en pacients amb
malaltia renal cronica. En la poblacié amb dialisis I’aterosclerosi accelerada juntament amb la
calcificacié vascular séon complicacions comuns. Els mecanismes pels quals la urémia promou

la calcificacié vascular sén poc coneguts i estan poc estudiats.

Els pacients amb malaltia renal cronica mostren un augment en la proliferacié de CMLV, que

220 aquests pacients es tracten amb calcitriol i el seu

pot donar lloc a complicacions arterials
R . . . . . L. . ey . . 19

analeg paricalcitol per disminuir I’hiperparatiroidisme secundari. Cardus et. al =~ mostren que

el calcitriol, té un efecte proliferatiu sobre les CMLV mentre que el paricalcitol té una menor

resposta proliferativa. També mostren que el calcitriol presenta un efecte calcificant superior

en les CMLV respecte el paricalcitol'®. Aquestes diferéncies entre els dos farmacs, semblen

indicar que I'augment de la supervivéncia demostrat pel paricalcitol pot ser degut a diferents

efectes en la vasculatura %%

. Els beneficis de la supervivéncia del paricalcitol podrien estar
lligats a les accions no classiques de VDRAs, el paricalcitol regula parametres cardiovasculars i

renals més favorablement que els VDRAs no selectius.

En el nostre estudi voliem veure quin efecte produeix la urémia i els tractaments amb
calcitriol o paricalcitol en les CMLV, com es regulen alguns dels gens del metabolisme de la

vitaminaD i com afecta a la calcificacio vascular.

Els tractaments amb calcitriol i paricalcitol en les rates urémiques afecten a la concentracié de
calci en el serum, que ha augmentat, també hi ha hagut un augment significatiu en
I’eliminacié urinaria de calci en el grup tractat amb calcitriol i paricalcitol respecte el grup
uremic. En condicions normals, el grup nefrectomitzat no pot sintetitzar el calcitriol
correctament, es produeix hipocalcémia i un augment de la PTH que fa augmentar la
reabsorcié de calci en el ronyé i la desmineralitzacié de I'os. Quan es tracten amb calcitriol i

paricalcitol s'incrementa la concentracid de calci en serum per un augment de la seva absorcio
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intestinal, l'increment de calci fa bloquejar la produccié de PTH, fet que fa augmentar

I’eliminacié urinaria de calci per intentar equilibrar-ne els nivells.

Com mostren els nostres resultats, el fosfor tendeix a acumular-se en malalts renals produint
hiperfosfatemia, ja que el ronyé perd la capacitat per eliminar-lo correctament. L’eliminacié
urinaria de fosfor que ha disminuit en les rates uremiques augmenta significativament amb el

tractament amb calcitriol, degut a que augmenta també la seva absorcid a l'intesti.

Els resultats mostren que en les arteries de rates urémiques, la urémia i els tractaments amb
calcitriol i paricalcitol augmenten el contingut de calci arterial, pero que és el calcitriol el que
I'augmenta més, indicant un efecte diferencial dels dos tractaments. A més, in vitro, observem
com el calcitriol incrementa més I'expressié de la 1ahidroxilasa en les CMLV en condicions
uremiques en comparacié amb el paricalcitol fet que podria estar relacionat amb les
diferéncies sobre la calcificacid. Aquestes diferencies entre els dos compostos, mostren la

importancia en la seva eleccid alhora de tractar els pacients.

Observem que en la uremia hi ha una alteracié del metabolisme de la vitamina D en l'artéria i
en les CMLV. Hem observat un augment de |'expressid de la 1ahidroxilasa que podria estar
implicada en un augment de la sintesis local de calcitriol. En el nostre estudi in vivo observem
un efecte similar en 'augment d’aquest gen en la urémia i amb els tractaments amb calcitriol i
paricalcitol en condicions uremiques, indicant que aquest efecte es probablement atribuit en

major part per la uremia.

La malaltia renal cronica es caracteritza per una disminucid dels nivells de 1,25(0OH),D3 en
plasma a causa de la disminucié dels nivells de la lahidroxilasa renal. En el ronyd, no
s’observa un augment dels nivells de la 1ahidroxilasa en la uremia, que si que observem en
I'arteria i CMLV. Alguns articles suggereixen que la regulacié de la 1ahidroxilasa es especifica
de teixit. La regulacio de la 1ahidroxilasa en llocs extrarenals és una mica diferent de I'enzim
renal, en el manteniment de la funcid autocrina i paracrina de la produccié local de
1,25(OH)2D3222. Com observem en els nostres resultats |'activitat de la 1ahidroxilasa en CMLV
no es veu inhibida pel tractament amb calcitriol o paricalcitol, indicant aquesta diferent

modulacio per la 1,25(0OH),Ds a nivell extra renal.

L’activitat autocrina/paracrina de la 1ahidroxilasa en teixits extrarenals es modula de forma

223

diferent i és menys sensible a l'autoregulacido per la 1,25(0OH),Ds Es coneix que els
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reguladors classics de la lahidroxilasa a nivell renal, com sén la PTH, o el calci no la estan

regulant en els osteoblasts.

Els nivells de sintesis i de degradacié de la 1,25(0OH),Ds estan sota control de factors locals
com ara les citoquines, els factors de creixement que optimitzen els nivells de 1,25(0OH),Ds per
les accions cel-lulars especifiques mitjancant mecanismes que no sén conegutslao. La regulacié
especifica de teixit de la lahidroxilasa s’ha observat en altres malalties; |'hipercalcemia
associada a la sindrome granulomatosa de la pell sembla causada per la desregulacié de
'expressié de la 1ahidroxilasa en les cél-lules granulomatoses de I'epidermis i de la dermis 2%*.
En alguns cancers, B limfomes, disgerminomes i cancer de mama, hi ha també una

desregulacié de I'expressié extra renal de la 1ahidroxilasa.

Estudis mostren com la lahidroxilasa s’expressa en altres tipus cellulars, Van Driel et al **

mostra que la lahidroxilasa s’expressa també en osteoblasts humans. Analisis funcionals
mostren que després d’incubar els osteoblasts amb 25(0OH)Ds; poden produir 1,25(0OH),Ds per
modular la seva activitat e induir la fosfatasa alcalina (ALP), osteocalcina (OC) i la
mineralitzacid. Altres tipus cel-lulars com els macrofags en individus normals sintetitzen
1,25(0H),D3 %% En la malaltia renal cronica, els macrofags periférics mostren un augment en
I’activitat de la lahidroxilasa i una disminucié de la capacitat per degradar 1,25(0OH),Ds. A
més, els pacients urémics tenen una PTH elevada, aquest estimul incrementaria I'expressio

de la 1ahidroxilasa.

La desregulacié de gens del metabolisme de la vitamina D per la urémia també s’ha descrit per
la 24 hidroxilasa. Koyama et al 227 mostra la induccié en el duode del gen de la 24hidroxilasa,
el qual era superior en rates urémiques que en rates sham operades. Hsu et al **® estudien
com les toxines uremiques juguen un paper en la supressio de la degradacié del calcitriol. Es
sap que en el ronyd la PTH inhibeix I'expressié de la 24hidroxilasa®”®. En els nostres
experiments la urémia no augmenta significativament I'expressié de la 24 hidroxilasa en
I'arteria ni en el ronyd in vivo e in vitro. El fet que hi hagi un augment de la sintesi, per la
lahidroxilasa i no es produeixi increment de la 24hidroxilasa en I'artéeria a les CMLV afavoreix

un augment en les concentracions locals de calcitriol.

En quant a la regulacié del VDR, molts autors mostren una disminucié del VDR en la glandula

paratiroides de rata®®’, gossos®*! i humans amb fracas renal. A més I'efecte up-regulador de la
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1,25(0OH),D3; en els nivells de proteina del VDR en el duodé es troba atenuat en rates

urémiques 2.

Altres estudis mostren com la capacitat d’unid electroforetica al VDR esta reduida en un 50%
quan el receptor s’incuba amb ultrafiltrat urémic i es compara amb el normal 23 Lultrafiltrat
uremic que deriva de pacients en dialisis inhibeix la interaccié del VDR amb el DNA. Estudis in

vivo amb rates amb fracas renal mostren una reduccié important de la unié del VDR al VDREs

234 I 235

comparat amb rates operades sham “". Szabo et al “°mostren que la capacitat d’unio de la

1,25D al VDR en l'intesti i la glandula paratiroides esta fortament reduida en rates urémiques.

Nosaltres em observat en rates, una disminucié significativa de I'expressié del VDR per efecte
de la urémia en I'arteria tant in vivo com in vitro a nivell de mRNA, que estaria corroborant els

estudis anteriors.

Es sap que les toxines uremiques estan implicades en la resisténcia a la 1,25(0OH),D3 que
s'observa en pacients amb malaltia renal cronica®®®. El factor inhibidor de les toxines
uremiques a la unié VDR-VDRE pot donar lloc a la resisténcia al calcitriol en la malaltia renal.
La disminucio del contingut de VDR pot ser el responsable de I'augment de la 1ahidroxilasa, a
causa de I'eliminacio de la retroalimentacié negativa, que observem en l'arteria i en les CMLV

en condicions urémiques.

Aquests resultats indiquen un augment de la produccié local de 1,25(0OH),Ds en I'artéria en la
urémia, i es relacionen amb altres estudis que mostren com el calcitriol estimula la sintesis de
RANKL en les CMLV ?*, les quals comencaran a expressar marcadors osteogénics i seran

semblants als osteoclasts incrementant aixi la calcificacié vascular 23823,

Com a conclusid, la urémia produeix una desregulacid dels enzims implicats en el metabolisme
de la vitamina D, la qual és especifica per cada teixit. En CMLV en la urémia es produeix un
augment significatiu de la lahidroxilasa que sembla estar afavorit pel tractament amb
calcitriol. Agquest increment, juntament amb la no modificacio de la 24hidroxilasa podria
incrementar la produccié local de la 1,25(0H),Ds, la qual podria estar implicada amb la
calcificacié vascular. Aquests resultats sén molt importants per tal d’esbrinar quin és I'efecte
d’aquesta sintesis local en la uremia, i si la 1ahidroxilasa podria ser un mediador o efector de

la calcificacié vascular. Aquests estudis, formaran part del segon bloc d’aquesta tesis.
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2.- EFECTE DE LA SINTESIS LOCAL DE CALCITRIOL PER LA 1aHIDROXILASA | LA SEVA
IMPLICACIO EN LA CALCIFICACIO VASCULAR EN LA UREMIA.

La calcificacié vascular és comu en pacients amb malaltia renal cronica i contribueix a
augmentar la morbilitat i la mortalitat cardiovascular. Els mecanismes que regulen la
calcificacié vascular s’estan investigant; esta acceptat que la calcificacié vascular és un procés
actiu i complex on hi intervenen factors que promouen o inhibeixen la calcificacié. Les CMLV
es transformen cap a cel-lules semblants a osteoblasts, aquesta transformacié s’estimula pel
fosfor elevat, per les BMPs, I'estrés oxidatiu, ’hormona paratiroidea i el calcitriol. Es importat
ressaltar que en estudis experimentals on s’han utilitzat models d’'urémia, demostren que el

calcitriol estimula el procés de transformacioé osteoblastica i accelera la calcificacié vascular.

La lahidroxilasa, a part d’expressar-se en el ronyd, també es pot trobar en altres tipus
cel-lulars; les cel-lules epitelials intestinals i de la pell, cel-lules de la linea monocitica i
macrofags, 240 cal-lules dendritiques, cél-lules B pancreatiques, cél-lules paratiroides, CMLV,
cel-lules endotelials. També esta present en diversos teixits com: la prostata, les mames, el
cervell, el colon, el pulmg, l'intesti, I'estdmac, els ganglis limfatics, la placenta i la melsa. La
regulacio de la lahidroxilasa en teixits extrarenals es modula de forma diferent i és menys

sensible a 'autoregulacié per la 1,25(0H),D5%*.

A partir dels resultats obtinguts en I'apartat anterior, on la urémia produeix una desregulacio
dels gens del metabolisme de la vitamina D, en especial un augment de la lahidroxilasa en
CMLV, es pretén estudiar si la 1alpha és responsable de la calcificacid vascular en la uremia.
Per a realitzar aquests estudis es va utilitzar un ratoli 1ahidroxilasaKO amb un model de
malaltia renal. Ratolins wild type i 1ahidroxilasaKO es van tractar amb una dosis elevada de
calcitriol (400ng/kg), dosis que va ser escollida per que era capag¢ d’igualar els nivells

plasmatics de 1,25(0OH),Ds i induir calcificacio.

Els nostres resultats mostren com el tractament amb una dosis elevada de calcitriol
produeixen una pérdua de pes significativament important en els ratolins wild type mentre
que en els 1ahidroxilasa KO no es produeix. Aixo ens informa que el tractament amb calcitriol

esta ocasionant una alta toxicitat en els ratolins wild type mentre que els KO no.
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El tractament amb 400 ng/kg de calcitriol ha estat capag d’equilibrar els nivells de caip
entre els ratolins WT i 1aKO nefrectomitzats a uns nivells per sobre dels normals. Els nivells de
PTH han disminuit en els dos grups fins arribar a valors similars, i la 1,25D també ha
augmentat de manera similar en els dos grups. D’aquesta manera hem igualat les condicions
entre els dos grups, per tal d’aconseguir que les diferencies que puguem observar entre ells

no siguin degudes a diferencies en els nivells circulants de Ca*, P, etc.

Quan estudiem l'efecte sobre la calcificacié vascular, en els ratolins wild type nefrectomitzats
hi ha un augment significatiu de la calcificacid vascular respecte els 1aKO nefrectomitzats
guan es tracten amb calcitriol. Aquesta diferéncia es podria explicar perqué els ratolins wild
type tenen capacitat de sintetitzar la 1,25D extra-renal. En I'arteria es produeix aquesta
sintesis, la qual es accelerada en condicions urémiques i ocasiona un increment de la
produccié de 1,25D que tindria un efecte autocri sobre |'artéria promovent la calcificacié

vascular.

En els estudis in vitro en CMLV observem resultats similars als obtingut in vivo, el contingut
de calci es veu augmentat en la urémia en les cél-lules wild type, mentre que en les
lahidroxilasa KO no augmenta. El tractament amb calcitriol, el qual afavoreix també
I'increment de la lahidroxilasa, augmenta més la calcificacio en els wild type. Sembla que les
cel-lules necessiten d’una produccié interna de 1,25D per a que es pugui desenvolupar el
procés de calcificacio i el canvi de cel-lula normal a osteoblastica, fet que recolzaria la
hipotesis que la sintesis local de calcitrol media la transformacié osteoblastica. En altres tipus
cel-lulars, com en els condrocits, la sintesis local de 1,25D podria tenir un paper important en

la seva proliferacié i diferenciacié.?*?

Estudis mostren com els macrofags de les lesions aterosclerotiques s’infiltren en la paret

arterial i tenen I’habilitat d’activar la vitaminaDs a calcitriol 243, aquest calcitriol contribueix en

les lesions arterials: estimula el flux de Ca*, activant canals de calci tipus L fet que promou els

diposits de calci en les fibres elastiques 2**. Inhibeix la transcripcié del péptid relacionat PTH i

estimula I'expressié de I'osteopontina promovent també la calcificacié 2%5 A més activa la
246 -

proteina quinasa p38 i la fosfatidil inositol quinasa®’. Un cop activada, les citoquines, els

factors de creixement incloeint-hi, I'angiotensina |l indueixen diferenciacido cel-lular,
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promovent la migracié cel-lular i augmentant I'estres oxidatiu, produint una desintegracié

estructural, rigidesa arterial i hipertensi6>.

Alguns estudis han relacionat la lahidroxilasa amb algunes malalties; en la malaltia
granulomatosa s’ha observat un augment de la lahidroxilasa®®®. També en la malaltia de
Crohn s’observa un augment de I'expressié d’aquest enzim juntament amb l'increment dels
nivells de 1,25(0H),D3 en sérum®*. Com els nostres resultats mostren, hi ha una relacié entre
la MRC i la l1ahidroxilasa; en la malaltia renal hi ha un increment de la lahidroxilasa que

podria estar perjudicant el nostre sistema cardiovascular.

A nivell de proteina, en les CMLV hi ha un augment de I'expressié de runx2 en la uremia, que
indica que aquestes cel-lules s’estan diferenciant cap a osteblasts. Un increment del VDR, que
pot augmentar I'efecte genomic de la 1,25D i també de la 24hidroxilasa que augmentaria per
intentar compensar la sobreproduccié de calcitriol. Hi han diferencies en I'expressié del VDR,
probablement a causa de la durada dels tractaments. A les 48h hi ha una disminucié de

I’expressid, mentre que als 6 dies la seva expressidé augmenta.

Per corroborar els resultats anteriors, es va sobreexpressar la 1ahidroxilasa en CMLV, es va
comprovar I'augment de la seva expressié a nivell de mRNA i també de proteina. Les cel-lules
gue sobreexpresaven la lahidroxilasa tractades amb medi calcificant presentaven un
augment del contingut de calci i també un augment de I'expressié del marcador runx2.
Aquests resultats confirmarien la implicacido de la lahidroxilasa en la calcificacié vascular,

indicant que podria ser un mediador de la calcificacio.

Com a conclusions podem dir que I'abséncia de la 1ahidroxilasa preveu la calcificacié vascular
i la transdiferenciacié a cel-lules semblants a osteoblasts en un model de calcificacié uréemica
tant in vitro com in vivo. Mentre que la sobrepressido de la lahidroxilasa en les CMLV

augmenta la calcificacio in vitro.

Tots els resultants indiquen que la lahidroxilasa actuaria com a mediador de la calcificacié
vascular en la uremia, incrementant I'expressi6 de Runx2 i afavorint els processos de
calcificacio (Figura 45). Aquest fet, és d’especial interes pel pacient amb malaltia renal, ja que
s’hauria de tenir en compte la sintesis local de 1,25D en la urémia, per tal de donar el

tractament adequat. De manera que un tractament amb 25D, podria ser problematic en
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condicions uremiques perque es podria estar estimulant la sintesis local de 1,25D en l'artéria i

amplificant I'efecte sobre la calcificacio vascular.

< . . / Sintesis local de
UREMIA =—> 4 lahidroxilasa 1,25(0H),D;
- MPTH

- Altres toxines uremiques

TRunx2 Diferenciaci6 osteblastica

1 CALCIFICACIO VASCULAR

Figura 45.-Efecte de la urémia en la calcificacié vascular. Es produeix un augment de la lahidroxilasa en I'artéria en
condicions uremiques. Aquest fet indueix la sintesis local de 1,25(0OH),D;, la qual activa la diferenciacié osteoblastica

(increment de I'expressié de runx2) e indueix la calcificacid vascular.

109



Discussio

3.- EFECTE DIRECTE DE LA 25 HIDROXIVITAMINA D EN LA REGULACIO DE GENS | DEL
METABOLISME MINERAL EN LA UREMIA. EFECTE SOBRE LA CALCIFICACIO VASCULAR.

El sistema endocri de la vitamina D és indispensable pel manteniment de ’lhomeostasis
del calci i el creixement de I'esquelet. La vitamina D3 es metabolitza en el fetge i déna lloc a la
25(0OH)Ds, un metabolit que té poca afinitat pel VDR i que ha estat tradicionalment considerat
biologicament inactiu. Seguidament, la 25(0OH)D3 es metabolitza per la 1ahidroxilasa renal per
generar 1,25(0H),D3, un lligand amb alta afinitat pel VDR. El control del calci (Ca*) i el
metabolisme de I'os pel complex VDR-1,25(0OH),D3 es mediat per la regulacié transcripcional
d’alguns gens en l'intesti i en el ronyd, donant lloc a una regulacio de I'absorcio i transport del

calci.*®

A Espanya, actualment s’esta utilitzant la 25(0OH)D3 o hidroferol com a tractament de I'HPT2
en pacients amb malaltia renal cronica, sense el coneixement de la seva eficacia i de la seva
toxicitat. Aixi i tenint en compte els resultats del bloc anterior, aquest estudi vol determinar si
el tractament amb 250HD; en malalts renals pot produir toxicitat en aquests pacients. A més
es pretén estudiar I'efecte de la 250HD3 com a activador directe del VDR i també determinar-

ne la seva eficacia.

Els resultats obtinguts mostren que I'administracié de 25D en ratolins 1ahidroxilasa KO que
desenvolupen malaltia renal pot normalitzar els nivells de Ca, P i PTH de manera similar a la de
la 1,25D, confirmant un efecte directe sobre I'activacié del VDR per la 25D. Altres estudis,
com el de Zhang ZL. mostren un rescat parcial del fenotip en ratolins l1ahidroxilasa KO per
I’'administraciéo de vitaminaD; on no s’aconsegueix una disminucid de la PTH fins als nivells
normal, ni una llargada del féemur com en els WT; indicant també que la 25D pot actuar sense

convertir-se en 1,25D.251

Els ratolins 1ahidroxilasaKO (CYP27B1KO) desenvolupen raquitisme dependent de vitamina D
tipus | (PDDR) 22 tenen perdua de pes, hiperparatiroidisme, hipocalcémia, anomalies 0Ossies.
Es coneix que aquest fenotip es pot revertir completament amb ['administracio de
1,25(OH)2D3253 i es millora amb una dieta alta en calci i alta en lactosa “dieta de rescat”.
Eliminant la hipocalcemia amb la “dieta de rescat”’en els ratolins lahidroxilasakO no

s’aconsegueix revertir totalment el creixement ossi d’aquests animals. Es pensa que la

produccié local de 1,25(0H),Ds és important en la proliferacié i la maduracié dels condrocits
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en el creixement i que alguns d’aquets efectes involucren mecanismes d’accié no genomica

per al creixement normal dels ratolins.?>

Estudis previs dels transportadors de calci indiquen que I'expressié del TRPV5 esta controlada
per la vitamina D, suggerint un Iligam estret entre aquesta proteina i el manteniment del

256

calci.”” Hoenderop. et al. demostren els efectes del calci i de la 1,25(0OH),Ds en I'increment de

I’expressié dels transportadors de calci i la normalitzacié dels nivells de calci en serum en

ratolins 1ahidroxilasa KO.%’

Altres estudis com els de Rowling et al. mostren que alimentant
ratolins 1aKO amb una dieta alta en VD3 s’augmenta |'expressido de la 24hidroxilasa en el

rony6 com també de la calbindina D9k en lintesti. 2*®

Els nostres resultats mostren tant a nivell de RNA com de proteina que la 25D activa al VDR de
forma similar a la 1,25D en la up-regulacido de gens i proteines que medien el transport
transcel-lular de calci en el ronyd (TRPV5, Calbindina-D28k, PMCalb) i en el duode (TRPVS6,

Calbindina-D9k i PMCA1b) en els ratolins 1ahidroxilasa KO nefrectomitzats.

La induccié de dany renal per la nefrectomia en aquests ratolins (lahidroxilasa KO) no
empitjora els nivells de calci, fosfat, PTH ni la 25D quan ho comparem amb els ratolins sham.
Aquest fet indica que les condicions uremiques no afecten la capacitat renal per a mantenir
els nivells de 25D en el periode de temps examinat en aquest experiment despres de la
induccio del dany renal. A més, els nostres resultats indiquen que la 25D té una poténcia
inferior en la induccié6 de TRPV6 en I'enterocit comparat amb la de la 1,25D. Aquests
descobriments i I'eficacia de la dieta de “rescat” en el manteniment del creixement d’aquets
animals suggereixen que hi ha una resposta adaptativa per mantenir 'homeostasis del calci
tot hi la deficiéncia de 1,25D, i que el transport paracel-lular de calci hi podria tenir un paper
important. Mesures directes de la regulacié diferencial de la Claudinal2 al duode per la 25D i

la 1,25D ho podrien aclarir.

Aquests resultats mostren que I'eficacia de la 25D a la dosis més alta per a suprimir la PTH és
més elevada que la del 1,25D. Aquestes diferéncies es poden atribuir no exclusivament a una
alta activacio del VDR, sind més aviat a la hipercalcémia. A més, pot indicar que la 25D no esta
tan degradada per la 24-hidroxilasa com la 1,25D, la qual té una afinitat 25 cops més alta per
la 1,25D i podria prevenir la hipercalcemia. Mesures de la induccié diferencial de la 24-

hidroxilasa per la 1,25D i per les tres dosis de 25D podrien ajudar a entendre si hi ha una
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activacid diferencial en la via catabolica i no la baixa afinitat de la 24hidroxilasa per la 25D

perjudica la seva degradacio per evitar la toxicitat per la vitaminaD.

Els nivells de 25D necessaris per a normalitzar els nivells de calci i PTH en els ratolins KO
(3000-6000 ng/ml) es troben molt lluny de les recomanacions legals per evitar la toxicitat per
la vitamina D (100-200ng/ml) en humans sans (Melamed M 2008), posant en dubte el seu Us
terapeutic. Tot i els alts nivells en 25D no hi ha un augment en el contingut de calci ni en la
calcificacio en les arteries dels ratolins 1ahidroxilasa KO, s’hauria de mirar el seu efecte en els

ratolins wild type.

Els ratolins wild type nefrectomitzats tractats amb 25D (25 i 50 ng/g), presenten uns nivells d’
aproximadament 5 cops inferiors en 25(OH)D; respecte als KO. La disminucié de la
concentracié de 25D es sérum podria ser deguda a la capacitat de conversié de la 25D a la
1,25D, i esperariem nivells més alts de 1,25D en aquets ratolins que es podrien veure
compensats per un augment de la seva degradacid. Quan analitzem les artéeries dels ratolins
wild type nefrectomitzats observem que hi ha un augment en el contingut de calci en els
grups tractacts amb 25D, i com mostra la tincié per vermell d’alizarina hi ha un increment de
la coloracid taronja-vermella. Aquests resultats suggereixen que les dosis efectives de 25D
poden promoure hipercalcemia i malaltia ossea adinamica i que el seu Us hauria d’estar molt

controlat per evitar intoxicacions.

En els ratolins wild type el tractament amb 25D també es efectiu per a reduir els nivells de
PTH, tot hi aix0 no arribem aconseguir un nivells normals. El grup tractat amb la dosis més alta
de 25D (50 ng/g) no disminueix la PTH com ho fa el grup tractat amb la dosis inferior, ja que
aquest grup presenta nivells més elevats de fosfor que podria estar activant la sintesis de la

PTH.

En I'analisi d’orina dels ratolins estudiats, cal destacar que els ratolins lahidroxilasa KO
presenten proteindria, probablement a causa del déficit en vitamina D. Quant sén tractats
amb 25(0OH)Ds la proteindria disminueix considerablement. Estudis mostren com el déficit de

vitamina D afavoreix el dany renal augmentant la proteinudria en pacients amb MRC, mentre

259

gue suplements amb vitamina D poden millorar aquest efecte.”” Altres estudis mostren com

tractaments amb calcitriol i paricalcitol disminueixen la inflamacié renal en un model

260

experimental de nefropatia diabética.”™ En els ratolins WT, en canvi la diferéncia en els nivells
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de vitamina D no és tan gran i no s’observen efectes en els nivells de proteinuria que, per altra

part, son molt inferiors als observats en els KO.

En el nostre estudi in vitro, s’observa que la 25D té un efecte directe sobre les CMLV
lahidroxilasa KO incrementant I'expressié de la 24hidroxilasa i del VDR. Resultat que
confirmaria I'efecte de la 25(0OH)Ds; com a agonista del VDR i per tant aquest fet podria estar

relacionat amb un efecte toxic de la 25D en I’artéria.

Estudis de Lou et al. també mostren |'efecte de la 25D com a agonista del VDR. En els seus
estudis utilitzen cel-lules de ronyd, de la pell, prostata de ratoli 1aKO com també cel-lules
MCF-7 de cancer de mama. On s’evidencia que la 25(0OH)Ds té propietats reguladores de gens i

un efecte sinérgic amb la 1,25(0H),D3 que podrien tenir uns efectes fisiologics importants.261

En conclusid, aquests resultats demostren que I'administracié de 25D pot normalitza el Ca, P i
la PTH en serum d’una manera similar a la que faria la 1,25D sense ser activada per la
lahidroxilasa. Tot i que les concentracions necessaries de 25D sén molt altres i podrien
ocasionar toxicitat en els pacients amb MRC. Per aix0, caldria un control exhaustiu de la dosis
per tal d’utilitzar la minima dosis possible per tal de regular els nivells de PTH sense produir

efectes secundaris en el pacient.
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CONCLUSIONS:

1.- La urémia desregula I'expressié de proteines implicades en el metabolisme de la vitamina
D (VDR, 24hidroxilasa i lahidroxilasa), incrementant significativament I'expressié de la

lahidroxilasa.

2.- La uremia també incrementa la calcificacio vascular in vivo e in vitro.

3.- L'abséncia de la lahidroxilasa (model 1aKO amb MRC) preveu la calcificacié vascular i la

diferenciacio osteoblastica in vivo e in vitro en un model de calcificacidé urémica.

4.- La sobreexpressié de la 1ahidroxilasa en CMLV de rates normals augmenta la calcificacio in

vitro.

5.- Els resultats obtinguts indiquen que la produccid local de calcitriol per la 1ahidroxilasa en

I’arteria mediaria la calcificacio vascular en la uremia.

6.- La 25(0OH)D3 pot normalitzar el Ca, P, la PTH amb una potencia similar al 1,25(0OH)2D3 en

un model de ratoli 1aKO amb MRC. Confirmant la unio directa i I'activacio del VDR per la 25D.

7.-La 25(0OH)D3 pot també activar el VDR imitant a la 1,25D, en la up-regulacié de gens i
proteines que medien el transport transcel-lular de calci en el ronyd (TRPVS5, calbindinaD28k,
PMCA1Db) i en el duodé (TRPV6, Calbindina-D9k i PMCalb) en un model de MRC de ratoli
1aKO.

8.-La dosis requerida de 25D per imitar I'efecte de la 1,25D, esta molt per sobre dels nivells
recomanats de seguretat en pacients amb MRC. En els ratolins wild type es produeix un

increment en la calcificacié vascular que mostraria un efecte toxic en aquets animals.

9.- La 25(OH)Ds es capag d’activar la 24 hidroxilasa i el VDR en les CMLV, indicant també

I’activacié directa del VDR per la 25D en I'arteria.
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