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I. INTRODUCCION






1. ANATOMIA Y FISIOLOGIA DE LAS VSMC AORTICAS

El aparato circulatorio estd compuesto por el sistema cardiovascular y el
sistema linfatico. El sistema cardiovascular se compone del corazon, las venas y las
arterias y se encarga de hacer circular la sangre por el organismo, consiguiendo asi

hacer llegar oxigeno y nutrientes a todos los 6rganos y tejidos.

En concreto, las arterias presentan 3 capas o “tunicas” (del interior del vaso
hacia fuera): intima o interna, media y externa o adventicia. La intima esta
compuesta por el endotelio, subendotelio (tejido conjuntivo) y una capa elastica.
Por otro lado la media esta compuesta por capas circulares constituidas por células
del musculo liso vascular (VSMC), asi como elastina (en su mayor parte), colageno
y otros componentes de la denominada matriz extracelular (MEC). Finalmente, la
tunica externa se basa en fibras de colageno que actiian como proteccion del vaso,
asi mismo es el lugar de entrada para vasos linfaticos y fibras nerviosas. En la aorta
y alguna de sus ramificaciones, tanto la adventicia como la intima cuentan con los

vasa vasorum para su nutricion.

Las VSMCs son, en condiciones normales, las inicas células presentes en la
tunica medial. Tienen una longitud que varia de 15 a 200 um de largo y de 5 a 10
um de diametro y son células de tipo fusiforme. Estas células mantienen un cierto
“tono” de forma constante, variando éste en funcién de estimulos hormonales y
nerviosos. Este hecho, les permite controlar la presion sanguinea y mantener la
circulacion sanguinea bombeada inicialmente por el corazén. Sus funciones mas
fundamentales consiste en el mantenimiento del flujo sanguineo generado en el
corazon asi como colaborar en la reparacion de la pared aértica cuando ésta se ve
dafiada?3. Desde el punto de vista molecular, se trata de células con gran
variabilidad fenotipica, puesto que su expresion proteica cambia con facilidad en
funcion de las condiciones externas#. Esto les otorga la capacidad de generar una
amplia variedad de productos como la actina, miosina, elastina, colageno,
proteoglicanos... Siendo muchos de ellos los componentes de la MEC que

acompafa a estas células en la tinica media.



La citada variabilidad fenotipica de las VSMC fue determinada hace mas de
40 afos, cuando se observaron y estudiaron los dos principales fenotipos de estas
células: el contractil o diferenciado, y el sintético*>. A pesar de que en la tlinica
media las VSMC se encuentran en estado contractil (lo que les permite como su
nombre indica, contraerse y relajarse, y por lo tanto hacer que el vaso se contraiga
y se adapte a la onda de pulso correspondiente), en diversas situaciones como la
aterosclerosis, o bajo un trauma directo en el vaso (por ejemplo tras
intervenciones quirurgicas en las que se manipulen los vasos sanguineos) este
fenotipo cambia hacia sintético, el cual es el observado, ademas, cuando estas
células llevan a cabo la mitosis*®7. Este hecho queda confirmado por la baja tasa
de mitosis observada en las VSMC de la media (de fenotipo mayoritariamente
contractil). Para la caracterizacion de estos dos principales fenotipos, se han
utilizado varias proteinas como marcadores de fenotipo contractil o diferenciado,
como la a-actina, SM-MHC (Smooth Muscle Heavy Chain Miosin), calponina,
SM22a, ACLP (Aortic carboxipeptidase-like protein), desmina, metavinculina o la
telokina8-14. La funcion de estas proteinas esta relacionada con la contractibilidad
celular, mientras que por otro lado, se ha observado que tanto la OPN como la
MGP, proteinas importantes en el desarrollo dseo, se encuentran mas expresadas
en células con menor capacidad contractil, estando este fendmeno especialmente

relacionado con la aterosclerosis!4.

2. PATOLOGIA VASCULAR Y VSMC

Las VSMC se encuentran constantemente expuestas a las diferentes
moléculas circulantes de la sangre que migran desde los vasa vasorum a través de
la pared del vaso, no sucediendo asi con las células de la serie blanca las cuales, a
pesar de no ser imposible, presentan dificultades para migrar, adherirse y
proliferar en la media3. Por otro lado, las VSMC estan expuestas a constantes
cambios de tono, siendo en ocasiones éstos realmente importantes (como por
ejemplo en casos de hipertension), por lo que no es de extrafiar que este tipo

celular tenga un papel importante en la patologia vascular.
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y células endoteliales de la adventicia a la media3.

Ya se ha comentado la variabilidad fenotipica que las VSMC presentan en
estado fisiologico, cambiando de fenotipo contractil a proliferativo. Esta plasticidad
que presentan las VSMC se hace de vital importancia en condiciones patolégicas,
dado que estas células reaccionan modificando su fenotipo en funcién de los
estimulos a los que se vean sometidas. Un ejemplo muy claro es el modo en que
estas células responden de forma diferente a moléculas tan similares como
lipoproteinas de baja densidad (LDLs) nativas o LDLs modificadas!®>. Con todos
estos datos, no es de extrafiar que se haya estudiado y descrito, entre otras, la
participacion de estas células en numerosas patologias vasculares como puede ser
la hipertension, la senescencia, la formacién de ateromas y la calcificacion vascular

(tanto de la intima como de la media).

El ejemplo de la participacion de las VSMC en la hipertension es de gran
importancia, puesto que, si bien tradicionalmente se ha considerado que ésta se
debia Unicamente a la regulacion renal (eje renina-angiotensina-aldosterona),
actualmente se han descrito factores mecano-transduccionales en las VSMC, que
pueden colaborar en el estado hipertensivol®. De forma resumida, diremos que las
interacciones entre la MEC y la integrina-citoesqueleto, provocan que las VSMC

sean capaces de detectar cambios en la presion intraluminal y responder a esos



cambios!’. Entre los diferentes tipos de respuestas de las VSMC se encuentran la
hiperplasial8, hipertrofial® y la pérdida de la adhesion al tejido?9, estando todas

estas respuestas mediadas por integrinas.

Por otro lado, otro factor de gran importancia, que ademas ha sido
estudiado previamente en el laboratorio donde se ha realizado esta tesis doctoral,
es el del envejecimiento vascular y la senescencia. De forma muy resumida, cabe
decir que en el envejecimiento del individuo, las VSMC participan de dos formas:
alterandose funcionalmente, por medio de cambios en la expresion de proteinas
de contractilidad y de componentes de la MEC, sufriendo apoptosis, desarrollando
un fenotipo inflamatorio, etc. o, migrando y multiplicindose en la intima, debido a
una menor capacidad mitotica de las células endoteliales?1.22.

En cuanto a las respuestas de las VSMC a la sobreexposicion lipidica,
podemos también enumerar varios tipos como por ejemplo favorecer la
proliferaciéon de la intima (proliferando ellas mismas), la formacién de
fibronectina, proteoglicanos y colageno?324 para envolver las acumulaciones
lipidicas; la fagocitosis de lipidos y restos celulares (en ocasiones procedentes de la
apoptosis de otras VSMC) hasta el punto de expresar CD68, el cual se consideraba
Unicamente expresado en macréfagos?>-27 o, la liberacion de factores angiogénicos
que permiten la neovascularizacidon en las placas ateromatosas?8. Finalmente, de
enorme importancia también es su participacion en la calcificacion de estas placas,

modificando su fenotipo hacia osteoblastico.

Tanto la senescencia, la hipertensién, y formacion de placas ateromatosas,
han sido asi mismo estudiadas como causa, consecuencia o aceleradoras de otra
patologia de enorme importancia y de gran prevalencia, la calcificacién vascular.
Dado que su estudio es el objetivo de esta tesis, a continuacion vamos a realizar un

resumen mas profundo de la misma.



2.1. CALCIFICACION VASCULAR

Considerada actualmente un marcador independiente de riesgo
cardiovascular??39, la presencia de calcificaciones en los vasos sanguineos se
conoce desde hace mas de 200 afios31, si bien no ha sido hasta mas recientemente,
con el desarrollo de la biologia molecular y celular, que éstas han dejado de
considerarse un proceso pasivo normalmente asociado a necrosis o dafio tisular,
para ser reconocidas como un proceso activo, en el que intervienen alteraciones de
proteinas de la matriz, proteinas osteogénicas, inhibidores de la calcificacion...32:33.
Si bien esta calcificacion puede aparecer tanto en la intima (CVi) como en la media
(CVM) (y en ocasiones en ambas)34, las dos poseen caracteristicas diferentes. En
primer lugar, la CVM suele ser principalmente local mientras que la CVi es
observada mas a menudo de forma generalizada. Por otro lado, en la intima, la
calcificacion aparece asociada a placas ateromatosas y en pacientes de mayor edad,
mientras que la CVM suele aparecer en pacientes mas jovenes (mediana edad)
sobre lesiones de la elastina3Y. Finalmente, una de las diferencias mas claras entre
la CVi y CVM consiste en la presencia de reaccion inflamatoria en los casos en los
que la intima esta afectada, mientras que el componente inflamatorio en la CVM
esta aun bajo estudio y es de mucha menor importancia3®.

Sin embargo, algo que presentan en comun ambos tipos de calcificaciones,
es la participacion activa de las VSMC. A pesar de que existen factores externos que
pueden hacer variar ligeramente las rutas metabdlicas activadas (como el
componente inflamatorio de la CVi o la degradacion de elastina en la CVM), las
VSMC llevan a cabo en ambos casos cambios similares, como e la formacion de
vesiculas de membrana (comportamiento tipico de los osteoblastos y los
condroblastos durante la calcificacion fisiol6gica)3®, la transdiferenciacion hacia un
fenotipo osteoblastico (produciendo proteinas calcificantes como BMP232
osteonectina, osteocalcina, Runx23’...) o la entrada en apoptosis, tras lo cual, los

restos apoptoticos actian como nido para la calcificacign38-40.



2.1.1. CALCIFICACION VASCULAR MEDIAL.

Centrandonos en el tipo de calcificacion que ha sido estudiado en esta tesis,
la CVM (o esclerosis de Monckeberg, por el patologo que la estudid inicialmente34),
es importante comentar que la prevalencia de la misma se ha estimado en un 0.5%
en los adultos, siendo mas comun en hombres que en mujeres (3:2)* y
ascendiendo hasta un 17% en diabéticos tipo 2 (DTZ2) recién diagnosticados y un
41.5% en diabéticos en tratamiento antidiabético por via oral. En pacientes
enfermos renales crénicos (ERC) la prevalencia es del 27%2°42, aumentando hasta
el 39.5% en los casos mas avanzados que se encuentran en dialisis a la espera de

un transplante renal3043,

Desde el punto de vista patoldgico, en la revision de la enfermedad
realizada recientemente por Lanzer y cols.35, se establecen los estadios
histolégicos de la enfermedad de forma muy clara (si bien por otro lado, sigue sin
establecerse si existe una etapa previa a la aparicion de las calcificaciones en la que

existan otros cambios moleculares):

[.  Calcificaciones granulares a lo largo de las fibras elasticas, cerca
de las VSMC.

[I. Incremento del tamafio de las calcificaciones, llegando a confluir
en superficies sélidas que distorsionan la media sin llegar a
ocupar completamente la circunferencia del vaso. Aparece
asociada una hiperplasia subentodelial de la intima.

III.  Las calcificaciones alteran toda la circunferencia del vaso.

IV.  Las calcificaciones comienzan a dar paso a focos de formacién de

hueso (metaplasia 6sea).

En cuanto a los cambios moleculares y bioquimicos que tienen lugar
durante la calcificacion, se ha podido concluir que la CVM es un proceso complejo,
en el que existen diferentes rutas por las que se puede producir la calcificacion,
quedando aun por determinar si todas ellas parten de un punto en comun y cual es

el orden real de los sucesos. Muchos resultados parecen apuntar a una relacion
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entre la calcificacion que tiene lugar en los huesos de forma fisiolégica y la CVM.
Por ejemplo, las VSMC cambian su fenotipo hacia uno aparentemente
osteocondrogénico, aumentando la expresién de proteinas como BMP2, Runx2,
Msx2, TNAP3244... Otro ejemplo, es el de la formacion de vesiculas de matriz. Un
gran numero de estudios afirman que las VSMC forman vesiculas de matriz (con
elementos anticalcificantes en su interior) al igual que los osteoblastos y
condroblastos durante la calcificacion, si bien también se han observado
fragmentos de cuerpos apoptoticos y necréticos, pudiendo actuar todos ellos como
nidos para la formacién de cristales de Ca/P#5-50, El desencadenamiento de la
apoptosis de las VSMC ha sido estudiado como consecuencia de la internalizacion
de nanoparticulas de Ca/P de entre 30 y 500nm, las cuales serian disueltas en los
lisosomas, produciendo un aumento transitorio del calcio intracelular, activando
la apoptosis de las mismas y produciendo necrosis*>°1. Por otro lado, mientras que
en los huesos los depositos de calcio se depositan en el colageno tipo I, en las
arterias lo hacen en la elastina, principalmente en la degradada (por elastasas y/o

dafio mecanico)>2°3,

f Pi, uraemic toxins, glucose
Calcification inhibitors

‘* Pl TCa/Pi nanocrystals, amorphous
calcium phosphate

Extracellular

- *
deposition / \

Elasnnf -
E 4
ﬂ Matrix *‘
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O vesicles ¥ Endocytosis

Smooth expression

muscle cell

Pcar Lysosomes

Cell death

Principales vias patogénicas por las que se produce la CVM35,
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Existen otros frentes de estudio y otras teorias no excluyentes entre si,
como por ejemplo la pérdida de inhibidores de la calcificaciéon (PPi>4, MGP>3,
fetuina-A56, osteoprotegerina (OPG)>’, etc. Si bien el papel de la inflamacién en la
CVM no parece ser tan importante como el de la intima, si que se ha descrito una
sobreexpresion de la citoquina TNF-a, la cual puede activar la diferenciacion
osteocondrogénica“®. Otros abordajes del estudio de esta enfermedad pasan por el
estudio del control génico de los microARN®8, el estrés del reticulo

endoplasmico>?, activacion del inflamasoma®...

La principal consecuencia funcional de estas alteraciones en la media
consiste en la alteracion de la contractibilidad y relajacion de los vasos y, por lo
tanto, del flujo sanguineo, produciéndose un aumento de la velocidad de la onda de
pulso en la pared de la aorta, pudiendo esto afectar a la perfusion tisular y creando
ademas un reflujo en el ventriculo izquierdo que conlleva hipertrofia del mismo,
disfuncién diastolica y fallo cardiaco3%6162, En los casos mas avanzados la mala
perfusion tisular es una realidad, pudiendo llevar a la formacién de trombos.
Ademas de lo comentado, existen otras posibilidades por las que la calcificacion
vascular medial podria actuar empeorando la funcionalidad cardiovascular, como
por ejemplo dificultando la remodelacidon en la aterosclerosis o aumentando el
riesgo de tromboembolismos en los casos mas avanzados (grado 4 segin Lanzer y

cols.) en los que la calcificacion interfiere en la intima3>.

El diagnostico de esta patologia en humanos se realiza normalmente a
través del calculo del indice tobillo-brazo (presion sistolica de las arterias tibiales
posteriores y podales frente a la de las humerales)®3, si bien en ocasiones es
encontrado accidentalmente en radiografias de la pelvis y las extremidades
distales. A pesar de ello, estos métodos no son capaces de detectar la CVM en sus
estadios mas tempranos y por el momento no se ha estandarizado ningun

biomarcador de la misma debido a resultados negativos o contradictorios®465.
Por el momento no existe un método clinico para revertir la CVM en

ninguno de sus contextos, si bien para su control se hace vital un manejo adecuado

de la enfermedad concomitante (en los casos de DT2 y de ERC), no existiendo
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terapia alguna en los casos de CVM asociada al envejecimiento. En el caso concreto
de que la CVM apareciera asociada a hiperfosfatemia (parametro actualmente
reconocido como acelerador de la calcificacion), se podrian administrar quelantes
del fosfato, calcimiméticos, magnesio y/o analogos del pirofosfato inorganico
(PPi)¢6-68, Finalmente, el déficit de vitamina K (ya sea patolégico o por
tratamientos con antagonistas de la misma), se ha correlacionado también con la
CVM, probablemente debido a que esta vitamina es necesaria para la activacion de
ciertas proteinas mediante carboxilacion, entre ellas la MGP, un potente inhibidor
de la calcificacion®®70, En estos casos esta indicada la administracion de la forma

activada de la vitamina K esta indicado.

Uno de los principales objetivos de esta tesis fue el estudio de los estadios
mas tempranos de la CVM asociada a la ERC, por lo que la introducciéon continuara
con un resumen sobre la enfermedad renal crénica y el eje rifidn-hueso-

vasculatura.

3. ENFERMEDAD RENAL CRONICA

Los rifiones son los 6rganos encargados de la produccion de orina gracias
al filtrado y eliminacion de las sustancias de desecho a través de la misma,
mantenimiento de la homeostasis por reabsorcion en mayor o menor medida de
electrolitos como el Na*, K*, Cl-..., control del status acido-base sanguineo por la
eliminacion controlada de protones, y colaboracion en el control de la presion

sanguinea participando en el eje renina-angiotensina-aldosterona.

Cuando los rifiones sufren dafios, o la tasa de filtracion glomerular (TFG) es
inferior a 60 ml/minuto/1.73 m? durante mas de 3 meses, se considera que existe
una ERC independientemente de la etiologia. Actualmente se han establecido 5

grados de ERC segun su gravedad’1-73:
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Estadio de la ERC TFG (ml/min/1.73 m?) Caracteristicas adicionales

requeridas
1 =290 Evidencia de dafio renal
2 60-89 Evidencia de dafio renal
3 30-59 -
4 15-29 -
5 <15 -

En los pacientes en estadio 5 (el cual se considera incompatible con la vida),
requieren obligatoriamente de dialisis o trasplante renal.

La etiologia de la ERC es muy variada, pudiéndose clasificar segin su origen
en tres grandes grupos: causas pre-renales, renales y post-renales’4. De forma muy
breve, las causas pre-renales consisten en patologias de la arteria renal, mientras
que dentro de la variedad de las causas renales destaca la nefropatia diabética. En
cuanto a las causas post renales estas suelen ir relacionadas con obstrucciones de
las vias urinarias, si bien en machos también pueden ir de la mano de problemas
prostaticos. La prevalencia de unas causas u otras varia en gran medida segun
etnias, zonas geograficas y el nivel de desarrollo de los paises, siendo por ejemplo
mas comun la ERC asociada a hipertension, diabetes (esta supone el origen del
40% de los casos en estos paises) y obesidad en Europa occidental y EE.UU.,,
mientras que las causas de origen toxico o infeccioso se dan mas en paises en vias
de desarrollo?>. En lineas generales, en 2006 se establecié que en EE.UU. un 11.5%
de la poblacién presentaba ERC (un 4.8% en fase 1-2, y un 6.7% en fase 3-5), pero
se considera que debido al aumento de los casos de obesidad y DT2, estas cifras
son mayores a dia de hoy’°. Estudios llevados a cabo en otros paises reflejan
ligeras variaciones pero confirman el mismo resultado’’.

Desde el punto de vista patolégico, la enfermedad se basa en el dafio y
pérdida de la unidad funcional de los rifiones, la nefrona. A consecuencia de esto, el
resto de las nefronas intentan compensar la falta de las dafiadas aumentando su
tasa de filtracidn (“hiperfiltrando”), para mantener la TFG global. Este fenémeno a
la larga provoca dafo endotelial, esclerosis glomerular y finalmente pérdida de las
nefronas. Una de las consecuencias de todo esto, es la pérdida de proteinas a través
de la orina (proteinuria), debido al hiperfiltrado y el dafio glomerular, lo que acaba

provocando inflamacidn y fibrosis intersticial. Finalmente, la ERC avanza de forma
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lineal e independiente a la causa original, debido al propio intento de control de la
TFG llevado a cabo por el rifién. En algunos casos en los que la enfermedad esta
mas o menos estabilizada en una determinada fase, ciertas situaciones (como
sepsis, intoxicaciones, etc) pueden hacer que progrese hacia la siguiente.

Su diagnostico en los primeros estadios puede hacerse a través la medicion
de la presion sanguinea (en casos de hipertension), de bioquimicas sanguineas
rutinarias a través de la concentraciéon de creatinina’8’? y de la presencia de
albumina en orina®. Ademas es también muy importante valorar los factores de
riesgo anteriormente comentados (etnia, DT2, etc) para el desarrollo de la ERC8L.

Durante la ERC la eliminacién deficiente de sustancias de desecho, lleva a
un estado que se conoce como uremia, y que consiste basicamente en la
acumulacion de estas sustancias (comun, pero erréneamente conocidas como
“toxinas urémicas”). Entre las complicaciones mas comunes de la uremia
encontramos la hipertension la cual esta presente en un 75% de los casos y va
asociada a la retencion de NaCl, al aumento del tono vascular debido al control
defectuoso del eje renina-angiotensina-aldosterona, la inhibicion de la bomba
Na/K -ATPasa asi como a una deficiencia de 6xido nitrico; la anemia que aparece
en un 50% de los casos de ERC y esta asociada a un déficit de producciéon de
eritropoyetina, asi como a una médula dsea menos sensible a la misma; por otro
lado, en un 20% de los casos se observa hiperparatiroidismo, hiperfosfatemia y
acidosis metabolica; y finalmente, entre un 5 y un 10% de los enfermos de ERC
humanos también se puede presentar hipocalcemia y baja albiumina
sanguinea’27>-7782, En concreto, son para nosotros de especial interés las
alteraciones minerales y éseas en el contexto de la ERC (ERC-MBD). Estas, vienen
dadas por alteraciones del Pi, Ca?+, 1,25-dihidroxicolecalciferol (calcitriol),
hormona paratiroidea (PTH), factor de crecimiento fibroblastico 23 (FGF23),

anormalidades morfoldgicas 6seas y calcificacion vascular®s.
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4. ALTERACIONES MINERALES Y OSEAS EN LA ENFERMEDAD
RENAL CRONICA.

Las enfermedades cardiovasculares (ECs) concomitantes a la ERC (siendo
una de sus manifestaciones la CVM), contintian siendo la principal causa de muerte
en pacientes con ERC en todos sus grados de avance, incluso en pacientes
trasplantados®4. En algunos casos, son las propias EC las causantes de la ERC, pero
aunque no lo sean, aparecen en estadios muy tempranos de la misma, a pesar de
que la bajada de la TFG todavia es suave®>. La elevada prevalencia de las EC en ERC
no puede ser explicada Uinicamente por los factores de riesgo tradicionales como
hipertension, diabetes, obesidad o el ser fumador, sino que debemos recurrir a
factores de riesgo determinados mas recientemente para poder explicarla8687.
Estos nuevos factores consisten basicamente en los componentes mas
tradicionales de la ERC-MBD (FGF23, VC, hiperfosfatemia...), si bien en los tultimos
afios se han encontrado nuevos participantes, como puede ser la proteina
antienvejecimiento klotho o los inhibidores de Wnt (wingless/integrated-1)88-93,
Por otro lado, el papel que desempefian estos factores en la ERC-MBD y la CVM
siguen siendo motivo de gran controversia, con numerosos articulos en los que se
duda o incluso se niega su participacion en estas enfermedades. Las incdgnitas sin
resolver llegan hasta el punto de que aun no esta clara la expresidn, por ejemplo,
de klotho en las arterias?4-%7. Todo esto, hace que el estudio de la ERC-MBD resulte

muy atrayente y que muchos grupos internacionales trabajen en este campo.

4.1. CONCEPTO

Antiguamente conocida como osteodistrofia renal (referida tan soélo a
cambios morfoldgicos del hueso), la alteraciones de la homeostasis del hueso, son
ampliamente conocidas y se relacionan directamente con el avance de la ERC. Con
el tiempo, se observd que el concepto de ostodistrofia renal no recogia de forma
adecuada todos los cambios metabdlicos y moleculares que se producian en
relacidn al hueso y los minerales asi que desde el afio 2006 se pas6 a reconocer

como el desorden sistémico del metabolismo mineral y 6seo, bajo el nombre de
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CKD-MBD (de las siglas en lengua inglesa Chronic Kidney Disease-Mineral Bone

Disorder)®83.

4.2. PRINCIPALES FACTORES PATOGENICOS EN LA ERC-MBD.

Existen un gran nimero de factores patogénicos desde el comienzo de la
ERC hasta su estadio terminal, por lo que los dividiremos temporalmente. Ademas,
a modo de resumen, a continuacion se afiade el grafico presente en la revision de la

ERC-MBD realizada por el Prof. Hruska y cols?8.
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4.2.1. FACTORES PATOGENICOS EN ESTADIOS INICIALES DE LA ERC

* FGF23: Se trata de una fosfatonina que regula la excrecion de fosfato y esta
producida por osteoblastos y osteocitos, representando la conexion
principal entre hueso-rifiébn y hueso-paratiroides. Sus niveles en sangre
suben rapidamente en ERC, incluso en los casos menos graves debido a un

aumento en la liberaciéon en los osteocitos asi como una disminuciéon de su
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catabolismo renal. De hecho, varios estudios confirman que aumenta
previamente a que se produzcan cambios en el fosfato, calcio y PTH
sanguineos, convirtiéndolo en un potencial biomarcador de ERC-MBD?9-102,
Por el momento, se ha demostrado la participacion del FGF23 en la

hipertrofia ventricular!?3 e hipertension104.

KLOTHO: Si bien la sefial de FGF23 es normalmente mediada por los
receptores de FGF23, para ello es requerida normalmente la participacion
del co-receptor klotho1%. La proteina completa de klotho es muy abundante
en ciertos tejidos como los tubulos renales, las glandulas paratiroideas y el
cerebro9597.106, Por otro lado, también existe una forma circulante de esta
proteina, generada por el corte, por medio de ADAM 10 6 17197, de la forma
completa en la superficie celular, o bien por empalmado alternativo durante
su transcripcion!®. Esta forma circulante de klotho actiia directamente
como regulador del metabolismo mineral, controlando la secrecion de
FGF23, PTH y 1-a hidroxilasal0>108, Durante la ERC, la produccién renal de
klotho disminuye, favoreciendo la hiperfosfatemia y bloqueando Ia
retroalimentacion negativa del FGF23 en los osteocitos, aumentando la
producciéon del mismo. Se ha demostrado que esta sobreproduccion de
FGF23 puede provocar activaciones andémalas del receptor de FGF23,
causando, por ejemplo, hipertrofia de los miocitos cardiacos!%3. Numerosos
estudios correlacionan la disminucién de klotho con otras patologias, como
la CVM, aunque, como se ha comentado anteriormente, se han publicado

articulos que lo desmienten®4.

4.2.2. FACTORES PATOGENICOS EN ESTADIOS AVANZADOS

DE LA ERC.

HIPOCALCEMIA: Se desarrolla solo en los ultimos estadios de la ERC,
cuando ya existen alteraciones de FGF23, vitamina D, Pi y PTH109110 T3
hipocalcemia genera una mayor liberacion de PTH (hiperparatioridismo
secundario), efecto que se evita con la administracion de calcimiméticos.
Todo esto, compondria la regulacidon de la homeostasis del calcio (el control

de la parte circulante), pero ademas de esta, debemos tener en cuenta el
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balance total de calcio en el organismo, el cual es referido a la cantidad total
de calcio en el mismo, independientemente de la concentracidn sérica. Asi
pues, se puede dar el caso de que pacientes con hipocalcemia tuvieran un
balance positivo del calcio y al revés.110 Esto es importante porque se ha
observado que en pacientes con ERC, incluso con un balance neutro de
calcio, e independientemente de la cantidad de calcio circulante, un pico del
mismo en la ingesta (por ejemplo a través del carbonato calcico utilizado
como quelante del Pi), puede llevar a un estado de balance positivo
temporal, el cual incrementa en gran medida el riesgo de calcificaciones

ectopicas (por ejemplo CVM) 111112,

HIPERFOSFATEMIA: Debido a la pérdida de nefronas funcionales, la
eliminacion de Pi se mantiene, disminuyendo la reabsorcion del mismo en
los tubulos renales, por medio de un aumento en la sefializacion de FGF23 y
PTH113-115_ A pesar de esto, debido a que la cantidad de klotho se encuentra
disminuida, poco a poco la funcién fosfatirica de FGF23 va perdiendo
importancia y la sefializacion para el bloqueo de la reabsorcion recae sobre
PTH. Este mecanismo es efectivo hasta que se alcanzan valores de TFG
menores a 30 ml/min/1.73 m? (fase IV-V), momento en el que el aumento
de PTH deja de compensar, y se produce la hiperfosfatemiall3. Como se ha
comentado anteriormente, los altos niveles de Pi en sangre se consideran
un factor primario para el desarrollo de CVM, acelerando Ia
transdiferenciacion osteoblastica3>. Ademads, hay que tener en cuenta la alta
concentracion de Pi en la sangre, disminuira la actividad de 1-a-
hidroxilasallé, y por lo tanto de la formacion de calcitriol, aumentando la
producciéon de FGF23117 en los osteocitos asi como una hiperplasia de la

paratiroides y aumento en la produccion de PTH en la mismal18.

HIPERPARATIORIDISMO: Debido a los cambios en FGF23, Pi, PTH, etc, la
glandula paratiroides se hipertrofia, aumenta la secrecion de PTH de forma
mantenida, y acaba haciéndose insensible a todos estos factores. Todavia no
esta claro si desde el comienzo FGF23 comienza a causar las alteraciones de

la composicion de los huesos asociadas a la ERC, o si por otro lado es
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unicamente la subida de PTH la que los genera, pero independientemente
de ello, conforme la ERC avanza, la produccion de colageno tipo 1 por parte
de los osteocitos disminuye a favor de la mayor produccion de RANKL
(ligando del receptor activador de NFKp), produciendo fragilidad 6sea y
aumentando las probabilidades de fracturas todo por aumento de la

reabsorcion dsea y la osteodistrofia renal.

4.2.3. NUEVOS FACTORES PATOGENICOS

e WNT Y LOS MECANISMOS DE REPARACION RENAL: Durante la ERC, el
riién intenta reparar las nefronas dafadas, liberando factores de
reparacion tisular (por medio de vias autocrina y paracrinas), como los
de la ruta Wnt (ruta que produce el desarrollo epitelial y que en
condiciones fisioldgicas se encuentra desactivada en el rifidn adulto). La
activacion de esta ruta acarrea asi mismo la sobreexpresion de
inhibidores circulantes de la misma, como el Dickkopfl (DKK1),
esclerosina o activina-A. Por medio de modelos animales, se ha
demostrado que estos inhibidores circulantes afectan tanto a los huesos
como al aparato cardiovascular. En el caso del hueso bloquean por
ejemplo la proliferacion y aumentan la secrecion de FGF23, mientras
que en los vasos provocan desdiferenciacion de las VSMC vy
transdiferenciacion osteoblastica de las mismas, favoreciendo la CV, y en
consecuencia la hipertrofia cardiaca. Si bien estas investigaciones
resultan prometedoras porque los cambios aparecen de forma muy
temprana y podrian usarse como dianas farmacolégicas, estos sucesos
han sido Unicamente probados en ciertos modelos animales, quedando
un importante camino aun por hacer en enfermos renales

humanos?1.119-125,

4.3. ERC-MBD Y LAS ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES.

Como ya se ha comentado en diferentes puntos de la introduccion, la ERC-

MBD favorece la CV y el engrosamiento de las paredes de los vasos, generando
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hipertrofia del ventriculo izquierdo, y aumentando el riesgo de complicaciones
cardiovasculares. En modelos animales se ha demostrado que desde momentos
muy tempranos de la ERC, se producen cambios fenotipicos en las aortas,
perdiendo proteinas contractiles, y aumentando la transicion a fenotipo

osteoblastico®6.91,

A pesar de la prevalencia y la mortalidad de la CVM, esta introduccién da
una idea de la complejidad de esta patologia en el que participan diferentes
factores y rutas patoldgicas de las cuales queda mucho por comprender. Para
realizar avances reales en este campo, seria necesario aclarar puntos clave, como
el desencadenante de la enfermedad, asi como si este es el mismo en todos los
trasfondos en los que aparece la misma, los cambios mas tempranos in vivo asi
como la relacion de estos con lo que sucede en los estudios in vitro. Por ello se
decidi6 abordar la CVM desde varios puntos, comenzando con el analisis del
meétodo in vitro mas utilizado (intentando esclarecer que sucede realmente en este
modelo, el cual presenta una gran variabilidad de resultados), la descripcion de los
cambios mas tempranos que se producen en la CVM asociada a la ERC (analizando
factores tradicionalmente estudiados asi como otros mas nuevos y que componen
la comentada ERC-MBD) y los mecanismos de incorporaciéon del Pi en las VSMC,

para comprender su importancia en la CVM.

5.CVM IN VITRO

Desde el siglo XIX, con los primeros experimentos con tampones salinos
simulando los fluidos vitales, se observo la posibilidad de mantener tejidos vivos
fuera del organismo de origen'?¢. Con esta filosofia, ya en 1885 Wilheim Roux,
extrajo la placa medular de embriones de pollo y fue capaz de mantener éstas
células en un recipiente externo atemperado y con un tampoén salino durante
varios dias, estableciendo los origenes de los cultivos tisulares!?’. Tras esto,
lentamente se fueron haciendo avances en este campo, pero no fue hasta la década

entre 1940-50 cuando se estableci6 la metodologia de los primeros cultivos
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celulares in vitro asi como las primeras lineas celulares consolidadas, como por
ejemplo, los fibroblastos128-130,

En cuanto a las células de la musculatura lisa, varias lineas celulares fueron
clonadas hasta que se consiguid6 una con caracteristicas Unicamente de
musculatura lisa, obteniéndose de la aorta de lechones recién nacidos!3l. Los
estudios llevados a cabo con estas lineas de cultivo celular, se centraron desde el
comienzo en la sintesis, incorporacion y metabolismo de los lipidos como modelo
experimental de la arteroesclerosis!3?, si bien con el paso de los afios cobr6 gran
importancia el estudio de los cambios fenotipicos y de la formacién de la matriz
extracelular, como se ha comentado al comienzo de esta introduccion.

La aplicacion de los cultivos de VSCM para el estudio de la calcificacion
vascular comenzod en los afios 90. Hasta aquel momento se habia trabajado con
tejido completo (aorta) procedente de diferentes modelos animales, en presencia
de medio “calcificante” con diferentes ratios de Ca/Pi!33, asi como en presencia de
suero sanguineo!3* Tras el descubrimiento de la formacion de vesiculas de
membrana en las aortas®, asi como de la presencia de BMP2, MGP y OPN en placas
aterosclerdéticas calcificadas3233135-137 se estudié como con diferentes estimulos,
las VSMC en cultivo llevaban a cabo esos mismos cambios. Inicialmente, se
comprobé que en presencia de TGF-B1 y 25-hidroxicolesterol, las VSMC
espontaneamente comenzaban a transdiferenciarse hacia el fenotipo osteoblastico
de interés, finalmente calcificando!38. Pero con el paso de los afios, un gran nimero
de supuestos inductores de la calcificacion han sido probados, entre los mas
importantes, el (-GP (B-glicerofosfato)!3?, el Pil40y el Ca2+141,

Posiblemente el método in vitro mas utilizado durante los ultimos 15 afios
ha sido el propuesto por la Dra. Giachelli de la Universidad de Seattle, EE.UU. en el
afio 2000149, el cual se basa en exponer a las VSMC a un medio con una
concentracion mayor de fosfato inorganico (asi no es necesario afiadir activadores
de la TNAP como sucede en el modelo basado en el B-glicerofosfato) de la que
existe fisiologicamente en la sangre (simulando la hiperfosfatemia que aparece en
las ultimas fases de la ERC) si bien diferentes grupos de investigacion han utilizado
muy diferentes condiciones de trabajo!#42-147. El método original se basa en la
utilizacion de medio DMEM, con 15% de SFB, 1.8 mmol/L de Ca?*y 2 mmol/L de

Pi, si bien algunos grupos lo han utilizado con concentraciones de 3 y hasta 5
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mmol/L de Pi, con otros medios de cultivo y concentraciones mas bajas de SFB,
obteniendo resultados dispares en cuanto el momento en el que se detectan los
depdsitos de calcio.

Si bien la investigacion in vivo no ha desaparecido, generandose articulos
con resultados prometedores, gran parte de las publicaciones relacionadas con la
CVM han utilizado este método in vitro con condiciones poco realistas de trabajo
para el estudio de esta enfermedad, generando una amplia gama de teorias, asi
como disparidad de resultados que en muchos casos no ha coincidido con los
hallazgos in vivol48. Por esta razon y debido a la gran variabilidad que presentaban
los experimentos con el modelo in vitro en nuestro propio laboratorio, nos
propusimos analizar los sucesos que realmente tienen lugar en este modelo tan

ampliamente utilizado.

6. TRANSPORTE DE Pi EN LAS VSMC

Tres son las grupos de transportadores de Pi identificados hasta el
momento: los de tipo I (NaPi 1)149, II (NaPi I1)150 y III (NaPi I1I)151152, E] primero
identificado o propuesto fue el NaPi I (SLC17A1 y posteriormente también los
SLC17A2 al 4), pero poco tiempo después se observd que se trataba de
transportadores de aniones de poca especificidad!%3. Tras estos, fueron clonados
los NaPi Il a, b y c (correspondientes con SLC 34A1, 34A2, 34A3), los cuales se
expresan en varios tejidos epiteliales, pero principalmente NaPi Ila en rifién, NaPi
[Ib en intestino, y NaPi Ilc, en el rifidon de los neonatos. Finalmente, y a pesar de ser
identificados en primer lugar como receptores retrovirales, se describieron los
NaPi III, los cuales se corresponden con SLC20A1 (Pitl) y SLC20A2 (Pit2) y se
encuentran expresados de forma ubicua en el organismol54, Cabe remarcar, que
todos los transportadores citados transportan Pi principalmente en presencia de
Na, a pesar de que se conoce cierta actividad Na-independiente de Pit2, pasando a
co-transportar protones y Pil55,

En el caso de las VSMC, los transportadores (conocidos hasta el momento)
que se encargan de la incorporacion de fosfato son los de tipo NaPilll, si bien se ha

descrito la existencia de un componente Na-independientel>® de naturaleza
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desconocida. Sobre los transportadores Na-dependientes se han realizado
numerosas investigaciones, dejando patente su multifuncionalidad®>*,
comportandose por ejemplo como receptores de retrovirus y transportando
fosfato monovalente de forma dependiente del pH. Ademas de estas funciones,
algunos articulos recientes han determinando nuevas funciones de Pitl
independientes a la presencia de Pi, como puede ser la participacion en el bloqueo
de la apoptosis inducida por TNF-a!%7, o en el desarrollo1°8.

En relacion con la CV, una de las teorias sobre la causa de la misma fue la
propuesta por la doctora Giachelli y que afirma que un aumento del fosfato en la
sangre induce una mayor incorporacién del mismo en las VSM(, activando ciertas
rutas patogénicas que llevan a la CV140. Esta idea parte de ciertos experimentos
realizados in vitro con VSMC, los cuales mostraban que un aumento en la
concentracion de Pi, inducia un aumento en la incorporaciéon del mismo en estas
células. Actualmente esta idea ha sido desmentida, puesto que en concentraciones
fisiologicas de Pi el transporte del mismo por Pitl y Pit2 estd saturado y se
requeriria de un mayor numero de transportadores para que esta incorporacion
fuera mayor, hecho que, al menos in vitro, no tiene lugar15°. Otro argumento de la
Dra. Giachelli fue la inhibicién de la calcificacion por medio del acido
fosfonoférmico, el cual es un inhibidor competitivo del transporte renal de Pj,
actuando sobre los transportadores de tipo [160. Debido a que las VSMC no
expresan transportadores de tipo II, y los de tipo III son bastante resistentes, la
inhibicion de la calcificacién in vitro por parte del acido fosfonoférmico fue
explicada como un bloqueo de la cristalizacion de las particulas de Ca/P, al
comportarse de un modo similar al pirofosfato o los bisfosfonatos?>6. 161,

Debido a la falta de informacion sobre el transporte Na-independiente en
las VSMC, del cual se conoce poco mas que la supuesta Kn (afinidad) y Vmax
(velocidad maxima de la reaccion), asi como a la posible relacion entre Pitl y Pit2
con la calcificacion vascular, consideramos interesante un estudio mas detallado

del transporte de Pi en este tipo celular.
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I1. OBJETIVOS






Nuestro objetivo principal ha sido el de profundizar el conocimiento de los
mecanismos que tienen lugar en las VSMC durante la calcificacion vascular. Para

ello, hemos dividido el trabajo en 3 objetivos parciales:

1. Describir los principales factores que intervienen en el modelo de
calcificacion de VSMC in vitro con elevada concentracion de fosfato,
estudiando para ello los principales parametros que participan en la
denominada calcificacion in vitro: la muerte celular y las causas de la
misma, la formaciéon de precipitados de Ca/P, y los cambios que estos
inducen en las VSMC, y el grado de participacion de las VSMC en la

formacidn de los precipitados.

2. Identificar los mecanismos patoldgicos tempranos que se producen en las
arterias de animales urémicos, para distinguir entre factores causales y
consecuencias de los depositos, asi como averiguar si existen eventos

previos a la formacion de los depositos. Estos parametros de interés seran:

* Identificacion de ARN y/o proteinas de agentes que participan en la
calcificacion CVM de la aorta tales como TNAP, BMP2, RUNX2,
PHOSPHO1, ANKH, ENPP1...

* Parametros plasmaticos importantes en la calcificacién vascular y la
enfermedad renal crénica: FGF23, PTH, fosforo inorganico (Pi), calcio
ionico (Ca?*), TNF-a, DKK1, klotho, y PPi.

* Depositos de Ca/P en la tiunica media de la aorta.
3. Profundizar en el conocimiento del transporte de Pi en las VSMC, y en

especial el componente Na-independiente, intentando su identificacion

molecular.
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I11. MATERIAL Y METODOS






Los reactivos utilizados fueron de calidad para analisis, para biologia
molecular (libres de ribonucleasas, ADNsas y proteasas) o bien para su uso clinico,
segun la disponibilidad (usando siempre mayor calidad de la requerida, nunca
inferior) y necesidades de cada experimento. Estos reactivos fueron adquiridos
principalmente a: Panreac (Castellar del Vallés, Espana), Scharlau (Sentmenat,

Espafia) y Sigma-Aldrich (St Louis, EE.UU.)

De rutina se utiliz6 agua ultrapura (agua desclorada, descalcificada,
desionizada y filtrada por osmosis inversa). Para la purificaciéon y procesado de
ARN el agua fue tratada con dietil-pirocarbonato (DEPC) al 0.1% (en agitacion
durante al menos 2 horas) para la eliminacion de ARNasas, siendo posteriormente

autoclavada (para destruir el DEPC, que es cancerigeno).

Todas las medidas se realizaron al menos por triplicado y los experimentos

se realizaron también como minimo, por duplicado.

1. APARATAJE

Durante el desarrollo de la tesis se utilizaron frecuentemente los siguientes

dispositivos:

* Para la toma de imagenes de microscopia de contraste de fases y de
fluorescencia, fue utilizado un microscopio de fluorescencia Carl Zeiss
Axiovert 200M acoplado a una lampara de fluorescencia FluoArc, camaras
AxioCam HRC y MRm y un sistema ApoTome, todos ellos de Zeiss. El
programa de tratamiento de imagenes fue AxioVission 4.1 de Zeiss.

* Las cuantificaciones colorimétricas y fluorimétricas fueron realizadas con
un lector de microplacas DTX880 de Beckman Coulter (Brea, CA, EE.UU.). El
software utilizado fue Multimode Detection de Beckam Coulter también.

* Las reacciones con ADNasa, retrotranscripciones y PCR tradicionales, se

realizaron en un termociclador M] mini de Bio-Rad (Hércules, CA, EE.UU.)

31



* En cuanto a la PCR en tiempo real, las reacciones fueron realizadas en un
LightCycler 1.5 de Roche (Basilea, Suiza). El andlisis de datos fue realizado
con el programa Light Cycler Software 4.05, también de Roche. En los casos
en los que se realizaron los calculos manualmente, se utilizo el algoritmo
AAC, que es el mismo utilizado por el software.

* En las extracciones de ADN y ARN, la cuantificacion fue realizada con un
espectrofotometro Nanodrop™ 1000 (Thermo-Fisher, Massachusetts, EE.
UU), utilizando la absorbancia a 260nm, realizandose la relacién de
absorbancias a 260/280 para comprobar la pureza de la muestra y en
algunos casos, electroforesis en un gel desnaturalizante de agarosa con

formaldehido.

2. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Tanto para la obtenciéon de VSMC (cultivo primario) usadas en los estudios in
vitro, como para el estudio de las primeras fases de la calcificacién vascular medial
in vivo, se utilizaron ratas de laboratorio (Rattus norvegicus), machos albinos de
raza Wistar procedentes de la empresa Janvier S.A.S. (Le Genest.St-Isle, Francia).
Los animales tuvieron acceso a agua y pienso ad libitum (los formulados especiales
fueron adquiridos a Provimi Kliba SA, Suiza). Durante el desarrollo de los
experimentos, los animales se emplazaron en el animalario del servicio de

Biomedicina de la Universidad ubicado en la Facultad de Veterinaria.

En referencia al manejo, instalaciones, anestesia y eutanasia de los animales,
todo fue realizado de acuerdo a la legislacién vigente y con la aprobacion del

comité ético de la Universidad de Zaragoza.

2.1. EXPERIMENTOS DE CALCIFICACION IN VIVO

En nuestro caso, para el estudio de la calcificacion vascular medial in vivo,
utilizamos el modelo experimental de enfermedad renal crénica basado en ratas

con nefrectomia 5/6 (Nx). Para la localizacion de los puntos temporales de interés
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en el progreso de la calcificacion, se realizé un experimento piloto en el que se
estudiaron los cambios en animales centinela. En este primer estudio, los animales
fueron intervenidos quirturgicamente a los 2 meses de edad en nuestras
instalaciones, tras lo que se les permitié recuperarse de la cirugia durante dos
semanas, para comenzar tras este periodo con las dietas especificas. En el caso de
los animales utilizados para el experimento principal, del cual proceden los
resultados del articulo, los animales se adquirieron ya operados, procediéndose al

cambio de su dieta a los 3 dias de su llegada.

Para estos experimentos, las ratas fueron divididas en dos grupos con dietas
diferentes. La composicion de los piensos fue igual en todos sus componentes
excepto en el fosfato. La concentracion del mismo fue de 0,6% para el grupo
control, mientras que para el grupo problema, e imitando la dieta occidental, el
contenido fue de 1,2%. Al grupo control pertenecieron los animales con el rifi6n
intacto (con 0.6% de Pi en la dieta), mientras que el grupo problema fueron los

animales nefrectomizados (con 1.2% de Pi en la dieta).

2.2. ANIMALES PARA LA EXTRACCION DE CULTIVOS PRIMARIOS DE VSMC
AORTICAS

La extraccidon de VSMC para establecer el cultivo primario se realizé a partir de

aortas de 8 ratas. Estos animales tuvieron todos la misma edad (2 meses) y

aproximadamente el mismo peso (200 gramos).
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3. OBTENCION Y MANTENIMIENTO DEL CULTIVO PRIMARIO DE
CELULAS DE LA MUSCULATURA LISA VASCULAR

3.1. OBTENCION

En primer lugar, los animales fueron anestesiados con pentobarbital hasta
alcanzar el plano anestésico adecuado. Tras esto, se rasurd la zona ventral del
animal, se realizé un abordaje abdominal y se procedi6 a la localizacion de la aorta.
Una vez dentro de la cavidad peritoneal, se exteriorizaron y lateralizaron los
organos abdominales y se cortd el diafragma para liberar a la aorta del mismo.
Finalmente se corté la aorta a la altura de la bifurcacion iliaca y se separé de la
columna vertebral hasta llegar al corazdn, donde se seccion6 préxima a la valvula

aortica.

Tras su extraccion, la aorta fue lavada en PBS frio, y se coloc6 en una placa de
Petri con PBS sobre un recipiente con hielo para una primera limpieza con pinzas

finas sin dientes para eliminar la adventicia.

A continuacion, las aortas fueron incubadas en 10 ml de medio MEM (Thermo-
fisher, Massachusetts, EE.UU.) con 600 U/ml de colagenasa tipo la de Clostridium
histolyticum (Sigma-Aldrich), durante 1 hora a 382C y 5% de CO2, en una placa de
56,7 cm?. Transcurrido este periodo, se procedié a la eliminacién de posibles
restos de adventicia (para ello se necesitd la observacion de la arteria a través de

una lupa) y a la seccién transversal de segmentos adrticos de 2-3 mm.

Los fragmentos obtenidos fueron afiadidos a un tubo con 9 ml de medio MEM
con colagenasa. Tras esto, el tubo se mantuvo en agitacién a 372C durante 1 horay

45 minutos. seguido de una ultima digestion de 1 hora y 40 minutos.
Finalizadas las digestiones, se procedié a la centrifugacion a 500 g durante 5

minutos, tras lo cual se desech6 el sobrenadante y se resuspendid el pellet en

medio MEM a 379C (esta vez con 10% de suero fetal bovino (SFB) (Thermo-Fisher,
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Massachusetts, EE.UU.)). Este ultimo paso fue realizado en la campana de flujo
laminar, y tras él se procedio a la siembra de las células extraidas en un frasco de
tipo Roux de 75 cm?. El primer cambio de medio de cultivo se llevo a cabo a los dos
dias, tras lo cual se procedi6 a cambiar el medio diariamente hasta su

tripsinizacidn.

3.2. MANTENIMIENTO

Las células crecieron en una incubadora (5% COz, 379C), con medio MEM
suplementado con un 10% de SFB y con antibidticos 1X penicilina, estreptomicina,
glutamina (PSG): 100 Unidades de penicilina, 100 pg de estreptomicina, 0,292
mg/ml de L-glutamina en tampoén citrato 10mM (Thermo-Fisher, Massachusetts,

EE.UU.).

Cuando se observo por microscopia dptica que se habia alcanzado un 100% de
confluencia celular en toda la superficie del frasco tipo Roux (ya fuera de 25 cm? 6
75 cm?), se procedié a su tripsinizacion, para lo que se utilizé 1ml/12,5cm? de

TrypLE Express 1X (Thermo-Fisher, Massachusetts, EE.UU.).

De las tripsinizaciones se resembraron células de nuevo en frascos tipo Roux
(diluidas 1:3) para continuar con el linaje celular, o en placas de trabajo (24 6 6
pocillos) (Thermo-Fisher, Massachusetts, EE.UU.) y/o camaras de microscopia.
También se procedi6 en algunos casos a congelar parte o todas la células
procedentes de la tripsinizacion. Para ello se les afiadi6 un 10% de
dimetilsulféxido (DMSO) tras lo cual fueron trasladadas a criotubos que fueron
introducidos a su vez en cajas de congelacion lenta (conteniendo isopropanol) y
llevadas a -802C, donde permanecieron durante al menos 24 horas. Tras esto,
pasaron a ser almacenadas en nitrégeno liquido (-1959C) para su mantenimiento a
largo plazo. Las células unicamente fueron utilizadas para experimentos entre el
pase 3y el 9 (sembrandose en cada pase un tercio de las células tripsinizadas del
pase anterior, es decir se sembraron aproximadamente 6000 células/cm?) debido

a los cambios que desarrollan en cultivo con las sucesivas divisiones4.

35



4. INMUNOFLUORESCENCIA

Para comprobar la expresion de SM22-a, calponina y a-actina en las VSMC, se
llevdo a cabo inmunofluorescencia celular. También se us6 4 '6-diamino-2-
fenilindol (DAPI), para la visualizacidn de los ntcleos celulares. Para estos estudios
se usaron células sembradas en camaras de microscopia hasta alcanzar un 90% de
confluencia, tras lo que se comenzdé con el protocolo de inmunofluorescencia. Este
protocolo consistid en la fijacion con PFA al 3%, la eliminacion de restos del mismo
con 200mM de glicina, permeabilizacion con saponina al 0.1% y el tratamiento con
el anticuerpo primario (durante 1 hora) y secundario (30 minutos). Al acabar, se
us6 medio de montaje proLong anti-fade (para frenar la pérdida de fluorescencia al
exponerse a la luz) con DAPI (Life-Technologies, Carlsbad, EE.UU.), tras lo que se
colocaron los cubres y se procedio a su estudio en el microscopio de fluorescencia.
Las concentraciones de anticuerpos utilizadas y la procedencia de los anticuerpos

primarios fueron:

Anticuerpo Casa Concentracién | Concentracion

primario comercial anticuerpo
secundario

SM22-a Santa Cruz 1:50 1:200

(cabra) (sc-18513) (A11057)

Calponina Santa Cruz 1:50 1:200

(conejo) (sc16604-R) (A11036)

a-actina Sigma-Aldrich | 1:400 1:400

(ratén) (A5228) (A11029)

Los anticuerpos secundarios (marcados con Alexa flior 488 o 568) fueron

comprados a Invitrogen-Molecular Probes (Paisley, Reino Unido).
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5. EXPERIMENTOS DE CALCIFICACION DE VSMC IN VITRO

Para el analisis del método de calcificaciéon vascular in vitro con alta
concentracion de Pi en el medio, se sembraron las VSMC en placas de 6 o 24
pocillos, o bien en camaras de microscopia de 8 celdas. Se dejo que las células
crecieran hasta alcanzar un 80-90% de confluencia, tras lo cual se procedi6 al
inicio de los tratamientos. Los medios utilizados durante los experimentos fueron
MEM, DMEM y DMEM-F12 con 15 mM de HEPES ((ref. 11330-032) Thermo-Fisher,
Masachusetts, EE.UU.) con 0,2% de SFB (a no ser que se especifique lo contrario) y
1X de PSG. Dado que estos medios contienen 1mM de Pi, se afadi6 fosfato para
alcanzar las concentraciones experimentales (2 mM y 3mM), preparado a partir de
una mezcla de fosfato monovalente (H2PO4) y divalente (HP0O42-)) de pH 7,4. Los
cambios de medio se realizaron cada 48h y el volumen utilizado fue de 0,53
ml/cm? o 1ml por pocillo en placas de 24 (excepto en los experimentos en los que
se puso a prueba diferentes protocolos de cambio de medio y diferentes

volumenes del mismo).

En el caso de los medios MEM bajos en Ca?* o Pi, estos fueron preparados y
filtrados en nuestro laboratorio a partir de la formulacién ofrecida por la empresa
distribuidora, utilizando la mezcla de aminoacidos, vitaminas y L-glutamina

comercializados por la misma.

6. ANALISIS DE CALCIO Y FOSFATO

* Cuantificacion de calcio: El protocolo seguido para la cuantificacion de
los depositos de Ca?* las placas de cultivo consistié en una incubacién de
toda la noche en presencia de 0,2 ml de HCl 0,6 N, tras lo que se realiz6
una cuantificaciéon colorimétrica con un kit de Bioassay Systems
(Hayward EE.UU.) en placa de 96 pocillos.

* (Cuantificacidn de Pi: Para esta cuantificacion se utilizo también un kit de

Bioassay Systems en placa de 96 pocillos.
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Tincion de rojo de alizarina: se llevo a cabo con una concentracion de
1% del mismo, durante 30 minutos en el caso de las VSMC mientras que
la concentracion fue del 0.5% en el caso de las aortas. En ambos casos se
realiz6 una fijacion previa a la tincion (4% PFA en tejido y EtOH 70%,
30’ en VSMC). Tanto para el rojo de alizarina como para el von Kossa de
aortas, se la realizaron cortes transversales de las mismas (tras ser
fijadas y congeladas a -202C). Las aortas fueron previamente embebidas
en OCT (Optimum Cutting Temperature medium, Leica Microsystems) a
temperatura ambiente, para posteriormente ser congeladas
rapidamente a -809C, y almacenadas a -202C. Estos bloques de OCT con
las aortas fueron cortados en secciones de 5 um en un criostato CM
1510S de Leica Microsystems (Weztlar, Alemania), a -259C,
adhiriéndose a porta-objetos HistoBond de StatLab (McKinney, EE.UU.)

pretratados con silano.

La tincién de fosfato en presencia de nitrato de plata (von Kossa), se

realizé como se ha descrito previamente-141.162,

7. ANALISIS DE LA MUERTE CELULAR

Cuantificacidn: se utilizdo un kit comercial Citotoxicity Detection de
Roche (Manheim, Alemania) para la determinacion colorimétrica de la
enzima lactato deshidrogenasa (LDH) citoplasmatica. Para la induccion
del 100% de LDH como referencia, algunos pocillos con VSMC fueron
tratados con tritdn X-100 al 1% para lisar todas las células. El tipo de
placa utilizada fue de 24 pocillos. La deteccion se basa en las siguientes
reacciones: Normalmente, la LDH se encuentra habitualmente en el
citoplasma celular, pero cuando las células mueren y la integridad de su
membrana se ve comprometida, esta enzima puede ser detectada por
una doble reaccion (primero se reduce NAD* a NADH + H* por oxidacion
del lactato a piruvato, y después un catalizador se encarga de transferir

los H/H* a una sal de tetrazolio, generando color).
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Tincion vital de bromuro de etidio y naranja de acridina (BrEt/NA): las
células fueron sembradas en camaras de microscopia de 8 celdas,
utilizandose las mismas concentraciones de Pi en el medio que en el
resto de experimentos. Ambos reactivos fueron utilizados a una
concentracion final de 50 pug/ml en PBS. Tras eso, se obtuvieron

fotografias de las células en el microscopio de fluorescencia.

1. Step:
COO CIIOO
HO+H LDH ?':O
CH3 CH;,
lactate /_\ pyruvate
NAD* NADH + H*

NO tetrazolium salt (yellow)
formazan salt (red)
Reaccion del kit de deteccion de LDH

(https://patentimages.storage.googleapis.com/US7919268B2/US07919268-
20110405-D00001.png)

Cuantificacidon de proteinas: las células fueron lisadas con 0,1% Triton
X-100 y cuantificadas colorimétricamente con un kit de Aacido
bicinconinico (BCA) (Thermo-Fisher, Massachusetts, EE.UU.), que se
basa en la reduccion del i6on cobre de Cu?* a Cu* que realizan las
proteinas, detectandose la presencia de este ultimo por medio de una

reaccion en la que dos moléculas de BCA se unen a cada molécula de Cu*
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generando un compuesto producto de color purpura (deteccion a

562nm).

e (Cuantificacion de ADN: En el caso del ADN, las muestras fueron
extraidas por medio del kit comercial GenElute Mammalian Genomic

DNA Kit (Sigma-Aldrich) y cuantificadas por absorbancia a 260.

8. DETECCION DE PRECIPITADOS DE Ca/P POR DISPERSION
DINAMICA DE LUZ.

Para detectar la presencia de precipitados de Ca/P, asi como determinar su
tamafio y la evolucion de los mismos, se estudiaron muestras de medio de cultivo
que fueron tomadas periddicamente de placas de 24 pocillos con VSMC al 90% de
confluencia. Desde el momento en el que estos medios fueron afiadidos a las placas
de cultivo (hora 0) hasta las 24 horas fueron analizadas cada hora, tras lo que se
fueron recogiendo y analizando cada 24 horas durante 5 dias mas. El dispositivo
para realizar estos analisis fue un Nanosizer ZS (Malvern, Worcestershire, UK), el
cual detecta los cristales por dispersion dinamica de luz (DLS). La DLS se basa en
una luz laser, que al alcanzar las numerosas particulas que hay en una suspension,
se dispersa en todas las direcciones posibles. Si se separa una direccidn, los haces
de luz dispersados por distintas particulas interfieren entre si y se obtiene una
intensidad de dispersion determinada. Como consecuencia del movimiento
browniano las posiciones relativas de las particulas varian constantemente entre
si, cosa que también provoca cambios en las condiciones de interferencia y en la
propia intensidad de dispersién. Si las particulas se mueven rapidamente
(particulas pequefias), también se acelera la variacion de la intensidad de
dispersion. Por el contrario, las particulas lentas (grandes) llevan a variaciones
mas lentas. Por norma general, en la dispersion de luz dinamica la suspension de la

muestra permanece en reposo.
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9. MICROSCOPIA ELECTRONICA

9.1. ANALISIS DE LA ULTRAESTRCTURA DE LOS DEPOSITOS DE CALCIO EN
CULTIVO CELULAR

Para la observacién de la ultraestructura de los precipitados formados en
cultivo celular, se utilizé6 un microscopio electrénico de transmisiéon (TEM) JEOL
2000FXII con una camara INCA-200 X-Sight microanalysis system (Oxford
Instruments, Abingdon, Reino Unido), estudidndose ademas el patrén de difraccion

de electrones para analizar el grado de cristalizaciéon de los depoésitos.

9.2. MICROSCOPIA ELECTRONICA EN AORTA

Para la localizacion de los primeros precipitados en la pared de la aorta se
utiliz6 un microscopio electrénico de barrido de emisién de campo (FESEM),
modelo MERLIN de Carl Zeiss (Jena, Alemania). Con este tipo de microscopio es
relativamente sencilla la deteccién de pequenios cristales insertados en la pared de
la aorta, debido a que su composicién atémica (mas bien los electrones de los
atomos que los forman) es muy diferente de la del tejido blando, y genera
imagenes mas brillantes. Para estos estudios se utilizaron aortas fijadas con
paraformaldehido al 4% para la obtencion de microcortes tisulares. Para esto, los
segmentos fueron introducidos en la solucidn fijadora durante 2 horas a 42C. Tras
esto se lavaron 3 veces con PBS frio (10 minutos cada vez), para ser finalmente

crioprotegidos con 0,5% de sacarosa en PBS (todo a 42C) y almacenados a -202C.

Por otro lado, para la observacion ultraestructural de los organulos celulares y
la colocalizacién de los nanocristales, se recurrié a un microscopio electrénico de
transmision (TEM) JEOL-2000 FXII de JEOL (Peabody, EE.UU.). En este caso el
tratamiento de las aortas consistié en la fijacion con paraformaldehido al 2% y
glutaraldheido al 2,5%. Y el protocolo fue el siguiente: tras media hora en el meio
de fijacion, se cambiaron de tubo con la misma mezcla de fijadores y se incubaron

toda la noche, tras lo que se procedié a su lavado con PBS, y conservacion en PBS
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con azida de sodio al 0,01% a 4°C hasta su envio para procesado e inclusion en

resina para microscopia electrénica.

10. ESTUDIOS DE EXPRESION GENICA

10.1. CULTIVO CELULAR

Extraccion ARN: Se utilizoé un kit de extraccion de ARN con particulas
magnéticas ChargeSwitch Total ARN Cell Kit (Thermo-Fisher,
Massachussetts, EE.UU.), aplicando la ADNasa contenida en el propio kit
para la eliminacion de posibles restos de ADN. La pureza del ARN
extraido se evalu6 por la relacion de absorbancias 260/280,
utilizandose la electroforesis en gel de agarosa para comprobar la
integridad del ARN extraido.

Retrotranscripcion: A continuacién se procedi6 a la retrotranscripcion
del ARN obtenido, utilizdndose un kit SuperScript III First-Strand
Synthesis System for RT-PCR (Thermo-Fisher, Massachusetts, EE.UU.).
PCR en tiempo real: Finalmente, con el ADNc obtenido se procedié a la
cuantificacion relativa de Msx2, Runx2 y TNAP por medio de PCR en
tiempo real, para lo que se us6 un kit de SYBR Green y un gen
constitutivo de control (GAPDH). En todos los experimentos se incluyo
una muestra calibrador (formado por la mezcla de varias muestras), asi

como una negativa (sin ADNc). El protocolo utilizado fue el siguiente:

1. Desnaturalizacion: 959C, 30 seg
2. Amplificacion (40 ciclos):

* 959C, 5seg

* 60°C, 30 seg

3. Curva de fusién:

* 959G, 0seg
* 659, 15 seg
* 959G, 0seg
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4. Enfriado: 409C, 30 seg

10.2. AORTA

Extraccion ARN: El ARN total de las aortas fue extraido por medio de

TRIZOL de Thermo-Fisher (Massachusetts, EE.UU.), previa pulverizacion

de los segmentos adrticos en mortero con nitrogeno liquido. Tras la

extraccidn, la cantidad de ARN extraido fue evaluado por la relacion de

absorbancias 260/280, tras lo que fue tratado con ADNasa [ también de

Thermo-Fisher y cuantificado de nuevo por absorbancia. La integridad

de la muestra final fue evaluada por electroforesis en gel de agarosa.

Retrotranscripcion: Tras esto se procedio a la retrotranscripcion del

ARN por medio de un kit PrimeScript RT de Takara Clontech (Mountain

View, EE.UU.).

PCR en tiempo real:

El tamafio de los amplicones de PCR en tiempo real fue de 70 a 150 pares de

bases. Los cebadores fueron utilizados a una concentraciéon de 0.5 uM cada uno

(sentido y antisentido). Todos los cebadores fueron probados previamente para

optimizar la cantidad de ADNc y el tamafio de los amplicones de PCR en tiempo

real fue de 70 a 150 pares de basesy el disefio de los cebadores fue el siguiente:

Num. acceso Sentido Antisentido
ARP NM 022402.2 CACCTTCCCACTGGCTGAA TCCTCCGACTCTTCCTTTGC
TNAP NM 013059.1 CAGAGAAAGAGAAAGACCCCAG | CTGTCACTGTGGAGACGC
Runx2 NM 001278484.2 CTGCCGAGCTACGAAATGCC GGCCACTTGGGGAGGATTTG
BMP2 NM 017178.1 GTTCTGTCCCTACTGATGAG ATTCGGTGCTGGAAACTAC
Msx2 NM 012982.3 ACCGAAGGGCTAAGGCAAAA CGCTGTATATGGATGCCGCT
Pitl NM 031148.1 CCGTCAGCAACCAGATCAACTC CCCATGCAGTCTCCCACCTTG
Pit2 NM 017223.2 CTATTCCAAGAAGAGGCTCCG TCAGGATCGGTCAGCTCAG
PHOSPHO1 NM 001105833.1 GCTTCCTCCTGACCTTCGAC AGACGCGTTGCATGTACTCA
CAI NM 001107660.1 GCTGTACCCATACTCAGGAGAG CCAGTCTGCACTTGCCATATTC
CAIl NM 019291.1 ACAGTTCCGCCTTGGTGATT CACCACATGAGACACCTGGG
CA I NM 019292.4 CCCTCTCTCTGGACCCTACC TCCAGTGAACCAGGTGAAGC
CAIV NM 019174.3 CGAACAAGGGTTCAGAGCAC AGCACCGCAATCTTGTCCTT
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CAVa NM_019293.3 TTTCACTTCCACTGGGGAGC CCCGTGGTGGCTTTCTTGTA
CAVb NM_001005551.2 AGAAGCAGCCAGTTGAGGTC ATCAGAGGTTGAAGTGGGCG
CAVI NM_001106165.1 GAGCGTGGTGTCCTTGTTCTT GGAAGGGTACTTCTCAGGCCA
CAVII NM_001106165.1 GACAGAACGGAGTCGGCAG GGGCGATGGGATACAGCTTG
CA VIII NM_001009662.1 GATGTCCGCCTGTCTCCAAA GCGGTCCTCCTGACAAAACT
CAIX NM_001107956.1 CACAGGCACAGAAGTGGGAC CGTGGTTACGTGGTTACGGA
CAX XM_008775240.1 GCCTTGTAGGTCAGTGGGAC TCTCTTCCAGGCGGTGACTA
CAXI NM_175708.3 CGCCATGTCTCCTTCCTACC TTGATCTGGTGTTCGGAGCC
CAXII NM_001080756.1 TTCCCCCAGAGAAATGGTCAAC GTGTCGGTAAGCAGTCCTTGTC
CAXIII NM_001134993.1 GACGAGCACAACGGTCCTAT AGAGGTCGGAGTGAGGAGTC
CAXIV NM_001109655.2 GGTATGGGAATCTCGGCTGG CCGAGCAGAGGTGAAAACCA
CAXV NM_001105901.1 AAAGTACCAGAGCATGGGGC TTCAGACCAGACACGATGGC
MGP NM_012862.1 AACACCTTTATATCCCCTCAGC GCGTTGTACCCGTAGATCAG
OPG NM_012870.2 CTCACTTGGCCTCCTGCTAA CTTCGCACAGGGTGACATCT
OPN NM_012881.2 CCAGCCAAGGACCAACTACA AGTGTTTGCTGTAATGCGCC
Fetuin A NM_012898.4 GATGACCCGGAAACAGAGCA CCGAGACCACACCTTGACTT
ENPP1 NM_053535.1 CGAGTGGCTACAGCTTCCTAGC TTACTGGTCCGTGTGAATGCC
PTHR1 NM_020073.2 GCATATGCGCTGGTGGATG GTCCAGCCCTTGTCTGACTC
HOX11A NM_001129878.1 TGGTCCCTGCTCCTCTAACA AGTATGTCATTGGGCGCGAA
ANKH NM_053714.1 CCAACACGAACAACACGGTC AGGCGAAGTCCACTCCAATG
OSTX NM_001037632.1 ATTGGTTAGGTGGTGGGCAG GGGCAAAGTCAGACGGGTAA
Annexin2 NM_019905.1 CATTGCCTTCGCCTACCAGA GGCCTAACATCACGGTCTCC
Annexin5 NM_013132.1 GTGGGGGACGGATGAAGAAA CCCTGAGGTCTCTCGGTCAA
TNF-a NM_012675.3 TGCCTCGGCCTCTTCTCATT TGATGAGAGGGAGCCCATTTG
CD39 NM_022587.2 TCGAGGAGCCTGAAGAGCTA TGTTCCTGAGTGAATCTGCCC
GAPDH NM_017008.4 TCCAGTATGACTCTACCCACG CACGACATACTCAGCACCAG
Dkk1 NM_001106350.1 ATTGGAAGGGTGGGAATGTGA AAGTTGGTGGGTTTCCTTCCA
Klotho NM_031336 TTTAGGGCGGCTCAGAAAGG TCTCCGCCACTTCTTTGTCC
LRP6 NM_001107892 TGAACCCACCACCATCCTAC TCCGGCTAGGAGCATAGTCA
ACIIR NM_031571.2 TGCGGGGATTGTCATTTGTG TCCAGGGTCCTGAGTAGGAA
SM22a NM_031549.2 CAGACTGTTGACCTCTTTGAAG TCTTATGCTCCTGGGCTTTC
Calponina D14437.1 TCCGCACACTTTAACCGAG ATCCATGAAGTTGCTCCCG
a-actina BC158550.1 CATCACCAACTGGGACGACA TCCGTTAGCAAGGTCGGATG

En el caso de las anhidrasas carbonicas (CA [, 11, etc), se utiliz6 la propia PCR

en tiempo real para detectar su presencia o ausencia en el tejido. Las que no fueron

amplificadas, asi como el proteina receptora de liporoteina de baja densidad 6

(LRP6), que tampoco fue amplificado, no apareceran en el panel de resultados. En

cuanto a la Fetuina-A, su expresion en el tejido fue muy baja y hubo que utilizar

mayor cantidad de ADNc (1.5 ug en lugar de los 0.3 o 0.5 ug utilizados para los

otros genes) y mayor numero de ciclos (45 respecto a los 40 habituales) para

poder ser detectado con fiabilidad.
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10.3. PCR NO CUANTITATIVA

Para este tipo de PCR, se repitid la extraccidn y retrotranscripcion como se
ha descrito en el punto 9.1.. Una vez obtenido el ADNc, se procedié a hacer PCR
tradicional para los genes seleccionados utilizdndose un kit Platinum Taq ADN
polymerase High Fidelity (Thermo-Fisher, Massachusetts, EE.UU.), siguiendo el
siguiente protocolo:

1. Desnaturalizacion: 94°C, 4 minutos
2. 30 ciclos: Alineamiento 59°C, 30 segundos +Extension
732C, 30 segundos.

3. Extensién final: 72°C, 10 minutos

En este caso el tamafo de los amplicones fue de 350 a 500 pares de bases y
los cebadores utilizados fueron los siguientes (la concentracion de los mismos fue

de 0.1 uM) :

Num. de acceso. Sentido Antisentido
SLC26A1 NM_022287.2 GTACCTCCCGCCACGTTAAT TCAGCCAAGTGTGGATCACC
SLC26A2 NM_057127.1 GGGGGCTCAAAGAGGATCAA CGGTCAACTACCTCACCAATCA
SLC26A3 NM_053755.2 GCAGCAAGTGTGGCATTTCA GAGGCTGTGGAGGCTGATTT
SLC26A4 NM_019214.1 CCTTTGGTTGGCGGATTCAC CACAGACGGCAGTACAGGAG
SLC26A5 NM_030840.1 GCTGCACGTCAAGGACAAAG ACCCTTAACGCATCTCTGGC
SLC26A6 NM _001143817.1 CTGTGCAAGTCCTCGTCTCC AGTGAGATGGCAATGGCGAA
SLC26A7 NM_001106638.1 TGAGAAATGACGGGGGCAAA TCTCTGCAGCTCAAACTCCG
SLC26A8 XM_003753467.3 GCTTAGCACAGAGCAGATCCA GGTCCAGGTCAAACTCCAAGT
SLC26A9 NM_001107172.1 CTTCTCCCTGGCAATAGTGGG GGGTCTGGAAGATCACAACCA
SLC26A10 NM_001134595.2 CCAGGATACTGGCTGACTCAC GACCATCCACACGGCAAAGT
SLC26A11 XM_006220967.2 CCTCCTCCCCATCCTGAGAT GTGACCGGGTAAGACGAGAC
(variantes XM _006220968.2
transcripci | XM_006220967.2
onales I, II
y1v)
SLC26A11 XM_001081843.4 CTGAATCAATACTCCTCCTAGGGC | GTAAGGCTGAGTCCCTGGTTC
(variante
transcripci
onal III)
SLC4A1 NM_012651.2 AGATTTTCCAGGACTACCCGC AGGATGAAGACAAGCAGAGCG
SLC4A2 NM_017048.2 AGCTGATCATGTCCACAGCG TGGTTGCTGCCCAAGTCATA
SLC4A3 NM_017049.1 AGAAGATCCCTGAGGACGCT TCCACTTTGGTCTGTTCCCG
SLC4A7 NM_058211.2 AGGTGGATTTCTTGGAGAGACC CGTGGTGATCAGCCTCCTTAG
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La amplificacidon de los amplicones se comprobaba mediante electroforesis en

gel de agarosa al 1%.

11. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE TNAP

11.1. CUANTIFICACION COLORIMETRICA EN VSMC EN CULTIVO

Como control de la expresion de TNAP, se cuantificé la actividad de la misma.
Para ello se utilizo el método colorimétrico tradicional basado en fosfato de p-
nitrofenilo163, que adquiere color amarillo cuando es desfosforilado por la TNAP.
Para la cuantificacion se obtuvieron lisados celulares de VSMC usando tampo6n de
radioinmunoprecipitacién (RIPA) muy frio compuesto de 10 mM Tris pH 7,4; 2,5
mM EDTA; 50 mM NaF; 1 mM NasP;07 ; 1% Triton X-100; 10% glicerol; 1%
desoxicolato; 1 mg/ml aprotintina; 0,18 mg/ml fluoruro de fenilmetanosulfonilo
(PMFS); 0,18 mg/ml ortovanadato; and 1% Triton X-100 in 0,9% NaCl. Tras esto,
los lisados fueron centrifugados durante 5 minutos a 14000 g, utilizandose el

sobrenadante para la reaccion colorimétrica.

11.2. TINCIONES PARA TNAP EN CORTES DE AORTA

Para comprobar y localizar la actividad de 1a TNAP en la pared de la aorta,
se realizaron dos tinciones diferentes: NBT (azul de nitrotetrazolio cloruro) y azul
rapido RR. En el caso del azul rapido se utiliz6 el kit comercial Leuokocyte Alkaline
Phosphatase de Sigma-Aldrich. Por otro lado, el protocolo de tincion NBT fue
adaptado a nuestro tejido de la siguiente manera: Tampoén de reaccion (100 mM
TRIS pH=8.5, 50 mM MgC(Cl;, 100 mM NacCl, 0.1% Tween) + 50mg/ml de NBT en
70% dimetilformamida + 50 mg/ml de 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato (en 100%

dimetilformamida) durante 2 horas, tras lo que se lav6 3 veces con PBS.
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12. CUANTIFICACION DE PPi EN LA PARED AORTICA

En el caso del PPi, la cuantificacién fue fluorimétrica, utilizdndose un Kkit
High-Sensitivity Pyrophosphate Assay de Sigma-Aldrich. En este caso, se utilizaron
aortas fijadas con 4% de paraformaldehido, las cuales fueron congeladas con
nitréogeno liquido y pulverizadas en mortero, para posteriormente ser lisadas en
tampodn RIPA (0.01 M Tris-Cl pH 7.4, 140 mM NacCl, 1% desoxicolato de sodio, 0,1%
SDS, 1% Tritén X-100 y 1:100 de inhibidor de fosfatasas (Sigma-Aldrich), y
centrifugarlas para separar los restos tisulares del sobrenadante (para utilizarlo
como indica el protocolo). La cuantificacion es posible gracias a la formacion de un

producto fluorescente (Aex =370/Aem = 470 nm) en presencia de PPi.

13. ANALISIS SANGUINEOS

13.1. UREA'Y CREATININA
El andlisis de estos dos parametros se hizo en placas de 96 pocillos con kits

colorimétricos de Bioassay Systems especificos para cada parametro a analizar.

13.2. ELISA de PTH, FGF-23y TNF-o.

Tanto para la cuantificacion de FGF-23 como de TNF-a se utilizaron Kits
comerciales basados en ELISA “sandwich”. En el caso del TNF-a se utilizo el Rat
Tumor Necrosis Factor a ELISA Kit de Sigma-Aldrich, mientras que para el FGF-23
se recurri6 al Rat Fibroblast Growth Factor-23 (FGF-23) ELISA Kit de Merck-
Millipore (Nueva Jersey, NJ, EE.UU.). Por otro lado, para la hormona paratiroidea se
utilizé un ELISA de competicion comercial PTH/Parathyroid Hormone EIA Kit de

Sigma-aldrich.

13.3. FLUORIMETRIA DE PPi
Para determinar la concentracion de PPi circulante, se utilizé el mismo kit
fluorimétrico de Sigma-Aldrich que se utilizo para determinar el PPi de la pared de

la aorta.

47



14. ESTUDIOS DE TRANSPORTE DE Pi EN LA MEMBRANA
PLASMATICA DE VSMC.

El procedimiento general utilizado consistié en dejar crecer VSMC en placas
de 24 pocillos hasta alcanzar un 100% de confluencia (excepto en los casos que se
indica lo contrario), tras lo que fueron utilizadas para el siguiente protocolo
general:

En primer lugar se elimina el medio de las células por aspiracion y se llevan
a cabo 3 lavados con 500 ul de solucion de transporte: NaCl 137mM, KCl 5.4 mM,
CaClz 2.8 mM, MgS04 1.2 mM, TRIS-Cl 14mM pH=7.4; a temperatura ambiente. Para
estudiar el transporte completo se utilizé NaCl, mientras que para el transporte
Na-independiente en lugar de NaCl se utiliz6 cloruro de colina a una concentracion
equimolar para mantener el osmolaridad y fuerza idnica. A continuacién se
afiadieron 200 uL de solucién de transporte complementada con fosfato potasico
“frio” 0.05 mM (excepto para las cinéticas de saturacidon, como se indica mas
adelante) y acido ortofosforico como radionuclido de 32P (10mCi/ml; PerkinElmer,
Waltham, MA, EE.UU.), en un rango comprendido ente 2 y 4 uCi/ml. Las células
fueron incubadas 10 minutos con este medio excepto para las curvas de inhibicion,
en las que se incubaron durante 4 minutos. Tras esto se procede al aspirado del
medio y a la detencidn del transporte mediante 3 lavados con 0.5 ml de solucién de
parada (cloruro de colina 137 mM, Tris/HCl pH= 7.4) enfriada en hielo. Todos
estos pasos se repitieron para cada pocillo en intervalos de 1 minuto, de forma que

todos los puntos se incuban exactamente el mismo tiempo.

Por ultimo se elimina la solucién de parada y se afiaden 300 ul de solucién
de lisis (Triton X-100 0.5% en H:0). Parte del lisado obtenido se utilizé para la
cuantificacion de proteinas y el resto se utiliza para la medida de fosfato
radioactivo incorporado por efecto Cherenkov por medio de un contador de
centelleo Wallac 1409 (PerkinElmer). En todos los experimentos también se
realizé la medida de la radiactividad en las soluciones de transporte para poder

calcular posteriormente el Pi acumulado en las células.
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14.1. ESTUDIO DEL EFECTO DEL pH SOBRE EL TRANSPORTE DE Pi

Para ese estudio, se midié el transporte Na-dependiente y el Na-
independiente con 6 valores de pH diferentes en el medio de transporte, para lo
que se utilizaron los siguientes tampones: MES, TRIS y HEPES, preparandose

medios con pH: 6, 6.5,7,7.5,8y 8.5.

14.2. ANALISIS CINETICO DEL TRANSPORTE DE Pi

La Km y la Vmax del transporte Na-dependiente e independiente fueron
calculadas por medio de la ecuaciéon de Michaelis-Menten y Hill. Para ello se
hicieron estudios cinéticos de saturacion de Pi, ajustandose a una ecuacion con un

miembro micaeliano y uno no saturable tal que:

V= [Vmax*S / (Km+ S)] + (Ka+ S)

En la ecuacion, V es la velocidad del transporte, Vimax €s la velocidad maxima
o capacidad del sistema de transporte, S es la concentracion del sustrato (Pi), Kn
es la constante de afinidad, y Kq es la constante de difusion. Se utiliz6 el programa

Prism de GraphPad 6.0 para este analisis cinético.

14.3. INHIBICION DEL TRANSPORTE DE Pi EN VSMC

Se estudio la capacidad inhibidora de los siguientes iones y moléculas de
caracteristicas similares al Pi: sulfato de potasio (10mM), bicarbonato de potasio
(10mM), arseniato de potasio (10mM), PFA (10mM), oxalato de potasio (10mM),
SITS (100uM) y DIDS (100uM): usandose siempre como control positivo de
inhibicion fosfato de potasio 10mM. Para estudiar la inhibicién por oxalato, el
CaCl; fue eliminado de la disolucion de transporte para evitar asi su precipitacion.
Una vez detectadas las moléculas con capacidad inhibidora significativa, se
procedio a la creacién de curvas de inhibicion (utilizando el ajuste lineal de Prism

6.0. de GraphPad para los logaritmos de concentracion y 32P transportado) a fin de
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obtener la ICso (concentracidn inhibidora media) para el posterior calculo de la K;

(constante de inhibicidn).

14.4. DEPENDECIA DE CLORURO DEL SISTEMA DE TRANSPORTE DE Pi

Para estudiar el efecto de la ausencia de cloro en el transporte de 32P, se
prepararon medios con N-metil-D-glucamina neutralizada con acido glucénico,
como sustitutos del cloruro de colina (utilizandose la misma concentracion final,
137mM). Como control de que los cambios que se observaran no fueran debidos a
la N-metil-D-glucamina, se llevaron a cabo los mismos experimentos pero
sustituyéndose el acido glucénico por acido clorhidrico (y aportando por lo tanto
cloro al sistema), siendo la mezcla afadida a la misma concentraciéon que la
anterior. En ambos casos se reajusto el pH final del medio de transporte a 7.4. En el
caso del transporte en presencia de sodio, se sustituy6 el NaCl por la mezcla a la
misma molaridad de NaOH y acido gluconico. En todos los casos el KCI fue

sustituido por el tiocianato de potasio.

15. WESTERN BLOT

Se extrajo proteina total de VSMC en confluencia y antes de llegar a ella, por
medio del lisado mecanico y quimico con tampé6n RIPA (0.01 M Tris-Cl pH 7.4, 0.14
M NaCl, 1% Deoxicolato de sodio, 0.1% SDS, 1% Triton X-100, 1X Inhibidor de
proteasas) de las mismas; tras lo que se centrifugd y se separé el sobrenadante

para cuantificacidn de proteinas por medio de un kit de BCA (Thermo-Fisher).

Tras esto, se llevo a cabo una electroforesis en gel de poliacrilamida (10%)
con persulfato de amonio y tetrametiletilenamida para polimerizar (los geles los
preparamos en nuestro laboratorio). Antes de afiadir las muestras, estas fueron
diluidas hasta alcanzar la misma concentracidn, y se les afiadié6 tampdn de carga
(63 mM Tris-Cl pH 6.8, 2% SDS 10% glicerol, 0.0005% azul de bromofenol) y -

mercaptoetanol (concentracion final 5%) como agente reductor para romper las
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uniones disulfuro entre proteinas, tras lo cual fueron hervidas (95-1002C) durante

5 minutos para provocar mayor desnaturalizacion y destruccion de proteasas.

Las muestras se separaron en funcién de su peso molecular en el gel junto
con un marcador de peso molecular Precision Plus Protein Dual Color de BioRad
(Hercules, CA, EE.UU.) durante 2 horas aproximadamente, a voltaje constante
(100mV), tras lo que se procedi6 a la transferencia de las mismas a una membrana
de difluoruro de polivinilideno (PVDF), por medio de un Trans-Blot de BioRad en
una transferencia de 10 minutos a 2.5 Amperios. A continuacidn, la membrana fue
bloqueada con leche desnatada en polvo al 5% en PBS-T (PBS + Tween 0,1% )
durante 1 hora y a continuacion fue lavada e incubada con el anticuerpo primario
de eleccién toda la noche, a temperatura ambiente y agitacion muy lenta, en
presencia de azida de sodio al 0,01%. Al dia siguiente se procedi6 a lavar y a
incubar con el anticuerpo secundario durante 1 hora a temperatura ambiente, tras
lo que se lavo de nuevo y se procedié a afiadir el reactivo de quimioluminiscencia
para capturar la imagen en un VersaDoc 4000 de BioRad. Las concentraciones de

anticuerpos utilizadas fueron las siguientes:

Anticuerpo Casa comercial | Concentracion | Concentraciéon
primario secundario
SM22-a Santa Cruz 1:1000 1:20000
(cabra) (sc-18513) Invitrogen
(811620)
Calponina Santa Cruz 1:500 1:20000
(conejo) (sc-16604-R) Sigma
A0545
a-actina Sigma 1:10000 1:40000
(raton) (A5228) Amersham GE Healthcare
(NA931)
Pitl Davids 1:500 1:10000
(conejo) (1 mg/ml) Sigma
A0545
Pit2 Davids 1:300 1:10000

51



(conejo) (0.8 mg/ml)

B-actina Sigma-Aldrich | 1:10000 1:40000

(raton) (A1978) Amersham GE Healthcare
(NA931)

MGP Santa Cruz 1:200 1:10000

(conejo) (sc-66965) Sigma
A0545

La expresiones de SM22-a, calponina y a-actina fueron estudiadas para
comprobar los cambios fenotipicos ya descritos en estas céluas®1014, La expresion

de -actina fue usada como control.

17. INMUNOHISTOQUIMICA

Para el estudio de la expresidn de ciertas proteinas de interés en aorta, asi
como su localizacion en la misma, se realizd inmunohistoquimica (IHC) de
diferentes cortes de aorta, los cuales fueron obtenidos como cuando se realizaron
las tinciones de rojo de alizarina y von Kossa, como se ha indicado en el punto 5.

Tras esto se utilizo el kit comercial Vectstain Elite ABC Kit (Goat IgG) de
Vector Labs (Burlingame, EE.UU.), el cual incluye anticuerpo secundario
biotinilado anti-cabra. En los casos en los que se necesit6 anticuerpo secundario
biotinilado anti-conejo se utilizo el sc-2040 de Santa Cruz Biotechnology (Dallas,
EE.UU.). El cromégeno utilizado fue ImmPACT DAB SK-4105, adquirido también a
Vector Labs.

El protocolo consistio en una primera fase de bloqueo de la actividad
peroxidasa fisiolégica que pudiera haber en el tejido, tras la que se procedi6 al
bloqueo con suero de cabra al 1.5%. Una vez completado el bloqueo se procedio6 a
la incubacién con el anticuerpo primario de interés durante toda una noche en un
recipiente hermético y manteniendo la humedad ambiental para evitar que se
secara la gota de anticuerpo. Al dia siguiente se incubaron las muestras con el
anticuerpo secundario correspondiente en funcién de la especie de origen del
primario (durante 30 minutos), tras lo que se afiadié el reactivo con la peroxidasa

biotinilada, el cual fue incubado durante otros 30 minutos para finalmente afiadir
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el cromégeno que reacciona con la peroxidasa generando color marrén. Para
visualizar los nucleos se usé una hematoxilina comercial de Sigma-Aldrich como

contratincion (incubandose durante 5 minutos).
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|ABC)
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Resumen de los principales pasos de la IHC con el kit ABC Vector Elite de Vector Labs.

Los anticuerpos se utilizaron a las siguientes concentraciones:

Anticuerpo Casa comercial Concentracion Concentracion

primario secundario

TNAP Santa Cruz 1:50 1:200

(cabra) (sc-23430)

PHOSPHO1 Bioss Antibodies 1:50 1:200

(conejo) (Bs-12562R)

BMP2 Santa Cruz 1:25 1:200

(cabra) (sc-6895)

Klotho (cabra) SIGMA 1:25 1:200
(sc-22220)

Klotho (rata) COSMO BIO cCO, | 1:25 1:100

(a.a. 801-954) (K0604)
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18. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se realiz6 con el programa GraphPad Prism 6 (La Jolla, CA.
USA). En primer lugar se analizé normalidad de la distribucién de los resultados
mediante un test de Brown-Forsythe. En el caso de que las muestras tuvieran una
distribucién normal se utilizé un t-test de Student para comparar dos variables o
una ANOVA para comparar 3 o mas variables (con un test multiple de Tukey
posterior para comparar parejas de variables). Por otro lado, para las muestras
que no presentaron una distribuciéon normal, se utiliz6 un test de Mann-Whitney
para comparar dos variables o en el caso de que fueran 3 o mas las variables a
analizar, se utiliz6 un test de Kruskal-Wallis con un test multiple de Dunn posterior

para comparar parejas de condiciones.
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IV. RESULTADOS






Los resultados van a ser divididos en tres partes principales, acordes con

los objetivos y con las publicaciones generadas.

1. SOBRE EL ANALISIS DEL METODO DE CALCIFICACION
VASCULAR IN VITRO

Debido a la variabilidad de resultados generados con el método de calcificacién
in vitro basado en el aumento de Pi en el medio de cultivo celular, decidimos
determinar los sucesos que tienen lugar en el mismo, y cudles son los factores que

inducen esta variabilidad.

En primer lugar, tras la extraccion de las VSMC de las aortas de las ratas,
procedimos a comprobar que el tipo celular extraido era el esperado, y que
mantenia el fenotipo durante los pases en los que se pretendia trabajar (del 3 al 9),
dado que como se ha comentado previamente, estas células presentan una gran
plasticidad en cultivo*®. Para ello, realizamos la deteccion por
inmunofluorescencia de 3 proteinas marcadoras de fenotipo contractil (el que se
encuentra habitualmente en las arterias) de las VSMC: a-actina, calponina y SM22-
a.. Las imagenes fueron positivas para las 3 proteinas, tanto en el pase 3 como en el
pase 9, sin presentar cambios significativos y confirmando el tipo celular

(Figural).

Una vez confirmado el tipo celular, procedimos a comprobar que las células
llevaran a cabo la osteodiferenciacion descrita previamentel40. Para ello
preparamos medio MEM con 0.2% de SFB y con dos concentraciones de Pi: 1y 2
mM. Cuando las células alcanzaron el 80% de confluencia, se las mantuvo con
dichos medios en placas de 6 pocillos, y el medio fue cambiado cada 48 horas. El
ARN de las VSMC fue extraido tras 1, 8 y 10 dias, para el estudio de los osteogenes:
Runx2, Msx2 y TNAP. El gen de la TNAP fue el primero en ser sobreexpresado en
las células con 2mM de Pi en el medio (tras 8 dias), mientras que Runx2 y Msx2
aumentaron respecto al grupo control a los 10 dias. Esto confirmé los cambios

osteogénicos esperados (Figura 2).
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a-Actin Calponin Merge+DAPI

a-Actin SM22a. Merge+DAPI

Figural: Inmunofluorescencia de VSMC mostrando los marcadores de musculatura lisa: a-actina,

calponina y SM22-a. La barra se corresponde con 20 pm.
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Figura 2: Expresion osteogénica de ARN en VSMC en cultivo con medio MEM y con 1y 2 mM de Pj,
durante 1, 8 y 10 dias. ANOVA p < 0.0001 para los tres genes. *Diferencia significativa respecto a su

control de 1 mM con test de Tukey y t-test de Student.

Tras estos analisis, procedimos al estudio de la muerte celular en cultivos
de VSMC expuestas a alto Pi, dado que previamente se ha descrito la induccion de

apoptosis en estas condiciones, llegandose a considerar como “toxina” urémica o

vascular al Pj164.165,
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1.1.  ESTUDIOS SOBRE LA MUERTE CELULAR IN VITRO Y SU RELACION
CON LA CALCIFICACION VASCULAR.

En primer lugar, se analiz6 la correlacion entre la aparicion de depoésitos de
Ca?* y la muerte celular total. Para ello, se crecieron VSMC en placas de 24 pocillos
y cuando alcanzaron el 80% de confluencia, se les cambié a uno de quiescencia
(MEM con 0.2% de SFB) con tres concentraciones diferentes de Pi: 1, 2 y 3 mM. Se
cuantificé el porcentaje LDH al cambiar el medio (cada 48h) hasta el dia 12, y en
algunos casos el Ca?* depositado en los pocillos al cambiar el medio (cada 48h)
hasta el dia 12. Se observé un aumento significativo en el % de LDH a los 4 dias en
los pocillos con 3mM de Pi, y alos 12 dias en los de 2ZmM. En cuanto a los depdsitos
de Ca?*, a los 8 dias su presencia era ya masiva con 3mM de Pi, mientras que en

2mM de Pi aparecieron tras 10 dias y de forma mucho menos exagerada (Figura 3).

* * *
o] 21 ;
1 1 mMPi
go| W 3mM @ 2mMPi *
2 70 sool E3MMPI
> o
g % E
= 50 * =
3 40 ‘Zg 400 *
X 30 * 2 *
20 — .
10
0 .
0 2 4 6 8 10 12 0 — — = [

Days 8 days 10 days 12 days

Figura 3: (A) Actividad de LDH acumulativa, como porcentaje del dia 0. Las VSMC fueron incubadas
con MEM y con 1, 2 y 3 mM de Pi hasta 12 dias. ANOVA p < 0.0001, *Diferencia significativa con el
control de 1 mM correspondiente mediante un test de Tukey. La diferencia de 2 mM a 12 dias es
también significativa con un t-test de Student. (p < 0.0001). (B) Depositos de calcio a 8, 10 y 12 dias.

ANOVA, p < 0.0001; * Diferencia significativa con el control de 1 mM correspondiente mediante un

test de Tukey.

La correlacidon entre los depdsitos de Ca?* y el % de LDH fue de 0.7778,
corroborando una relacion entre ambos factores (Figura 5A). Para confirmar los
hallazgos de % de LDH, determinamos la muerte células con otras técnicas. En

primer lugar, cultivamos VSMC en camaras de microscopia con las condiciones
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indicadas previamente durante 12 dias tras lo que se observaron los depdsitos de
calcio por microscopia de contraste de fases, asi como la tincion vital de BrEt/NA,
para confirmar por microscopia de fluorescencia el aumento de la muerte celular
detectado por cuantificacion de LDH (Figura 5B). Asi mismo, se cuantific6 el ADN y
las proteinas totales tras 12 dias de incubaciéon con las citadas condiciones,

detectando cambios coherentes con lo observado en la LDH y la tincion de

BrEt/NA (Figura 5C).
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Figura 5: (A) Correlacidon entre el calcio depositado y la actividad de LDH tras 12 dias de
calcificacion in vitro. (B) Fotografias de microscopia de contraste de fases (arriba) y fluorescencia
para la tincién vital de BrEt/NA (abajo), tras 12 dias. La barra de error corresponde con 50um. (C)
Proteina total y contenido de ADN (ANOVA, p < 0.005), de ADN tras 12 dias de exposicion a los
medios con diferentes concentraciones de Pi. *Diferencia significativa con el control de 1 mM

correspondiente mediante un test de Tukey.

1.2. ANALISIS DEL EFECTO DE VARIOS PARAMETROS DE CULTIVO
CELULAR SOBRE LA VIABILIDAD CELULAR

Tras la detectar un importante aumento en la muerte celular en el modelo
de CV in vitro, consideramos el estudio de ciertos factores del modelo que podian
estar generando este aumento de la muerte celular sin ir directamente relacionado
con el Pi. Para todos estos analisis se usaron VSMC con un 80% de confluencia, en
placas de 24 pocillos.

En primer lugar, estudiamos el efecto de la concentracion de SFB en el
medio de quiescencia (MEM) sobre el % de LDH, para lo que se utilizé6 4
concentraciones de SFB: 0.2, 0.4 o 0.6 %. Las mediciones se hicieron al cambiar el
medio cada 2 o 6 dias hasta el dia 12, sin observar ninguna diferencia entre las

condiciones estudiadas (Figura 6).
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Figura 6: Efecto del % de SFB en MEM sobre el % de LDH. No se observa diferencias entre el % de

LDH entre la frecuencia del cambio de medios (2 o 6 dias).

Tampoco se observaron diferencias en el porcentaje de LDH ni en los
depdsitos de Ca?* cuando se comparo la utilizaciéon de 0.53 o 1.1 mL/cm? de medio
MEM con 0.2% de SFB (Iml o 2ml en placas de 24 pocillos), con las 3
concentraciones de Pi comentadas en el punto anterior (1, 2 y 3 mM). Por otro
lado, de nuevo se observaron diferencias entre las condiciones de Pi, tanto en LDH

como en los depositos de Ca?*(figura 7).
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Figura 7: (A): Efecto del volumen de medio con diferentes concentraciones de Pi sobre la viabilidad
celular. ANOVA, p < 0.0001; *Diferencia significativa con el (1 mM) dentro del mismo volumen de
medio mediante un test de Tukey. Los asteriscos representan la diferencia entre condiciones de Pi
con el mismo volumen. (B) Depésitos de calcio en el mismo experimento. La estadistica es la misma

que en (A).

Por ultimo, se decidi6 comparar los principales tipos de medios de cultivo

utilizados en el método de calcificacion de VSMC in vitro (DMEM-F12, MEM y
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DMEM), siempre trabajando con las diferentes concentraciones de Pi (1, 2 y 3 mM),
y manteniendo el culltivo de VSMC durante 8 dias.. En este caso, se encontraron
diferencias significativas entre ellos en presencia de 2 y 3 mM de Pi, tanto en
porcentaje de LDH (figura 8) como en calcio depositado (figura 9). Mientras que
con DMEM-F12 tras 8 dias no se detecté ninguna diferencia entre las diferentes
concentraciones de Pi del medio, en el MEM con 3mM de Pi se observd un aumento
en el porcentaje de LDH y una mayor formacion de depdsitos de calcio. Por otro
lado, con DMEM estos cambios se observaron incluso con 2 mM de Pi. Ademas, se
encontraron 8 y 10 veces mas depédsitos de calcio con 2 y 3 mM de Pi

respectivamente, en DMEM que en MEM (Figura 9).
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Figura 8: Efecto del tipo de medio de cultivo en la citotoxicidad del Pi tras 8 dias. La ANOVA es p <

0.0001; *Diferencia significativa con el control de 1 mM correspondiente mediante un test de

Tukey.

Debido a que la principal diferencia entre los medios MEM y DMEM es que
DMEM contiene 18 mM mas de bicarbonato, se decidié incluir en los experimentos
de cuantificacion del calcio una variable mas, MEM con 18 mM extra de NaHCO3,
para comprobar si la diferencia en el contenido de calcio era inducida por esta
diferencia. Como se muestra en la figura 9, no hubo cambio alguno entre DMEM y
MEM con 18mM de NaHCO3, y si de estos ultimos con MEM, asumiéndose que estos

cambios eran producidos por la concentracién bicarbonato.
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Figura 9: Cuantidicacidon del calcio depositado tras 8 dias de tratamiento con diferentes Pi y
diferentes medios de cultivo. Las cuatro ANOVAs (una por tipo medio de cultivo) son p < 0.0001;
*Diferencia significativa con el control de 1 mM correspondiente mediante un test de Tukey.

También son significativas las diferencias entre medios con 2 mM y 3 mM de Pi.

1.3. EFECTOS DEL pH DEL MEDIO DE CULTIVO DURANTE LOS
EXPERIMENTOS DE CALCIFICACION.

Debido a que en MEM y DMEM el bicarbonato es el principal tampén para
controlar el pH en la estufa de CO2, y como afectaba a la formacién de depositos del
calcio, decidimos medir el pH de estos medios.

En primer lugar medimos el pH de los medios fuera de la estufa de CO; (en
la campana de cultivos) tras dos dias de incubacién de los mismos dentro de la
estufa, obteniendo un pH 0.2 unidades superior en DMEM respecto al medido en
MEM, independientemente de la concentracion de Pi (Figura 10 A). A continuacion
evaluamos el efecto del metabolismo celular sobre el pH del medio; para ello,
incubamos durante 48h (en la estufa de CO2) placas con VSMC vivas y otras con
VSMC muertas (fijadas con PFA al 2%)!¢!, en medio MEM y DMEM y con las 3
concentraciones de Pi comentadas previamente. Al medir el pH, no se observaron
variaciones del mismo con las diferentes concentraciones de pH, pero en ambos
medios se observd un mayor pH en las células muertas que en las vivas. El pH mas
bajo fue observado en MEM con células vivas, mientras que el mas alto con células

muertas en DMEM (Figura 10 B).
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Figura 10: (A) pH del medio de cultivo, medido en la campana de flujo laminar tras dos dias de
tratamiento con diferentes concentraciones de Pi. ANOVA, p < 0.0001. * Diferencia significativa con
el control de 1 mM correspondiente mediante un test de Tukey. (B) pH del medio tras dos dias de
tratamiento con diferentes concentraciones de Pi en VSMC vivas y muertas, p < 0.0001 para los 4
grupos. Debido a que no hubo diferencias de pH debidas a las diferentes concentraciones de Pi
dentro de cada grupo, se realizé una comparacién multiple de todos los grupos, utilizando la media

de cada grupo. Todas las comparaciones entre grupos fueron significativas con un test de Tukey.

Estos resultados apuntaban a que las VSMC participan en el control del pH
del medio, si bien los resultados de pH hallados fueron superiores a los esperados
en todos los casos (dado que deberian ser mas cercanos a 7.4). Debido a que estos
cambios en el pH podian ser de gran importancia al facilitar la precipitacion de
cristales de Ca/P (lo que explicaria la mayor cantidad de Ca depositado en algunos
casos), se procedi6 a un examen mas detallado de los cambios del pH en cultivo.
Para ello, se evaluaron los cambios del mismo en MEM, DMEM y DMEM F12, en los
momentos en los que este puede cambiar de forma mas pronunciada. Estos
momentos son al entrar y salir de la estufa de CO, debido al cambio brusco en la
temperatura, asi como en la saturacion de CO». Para esto, se comenz6 midiendo el
pH del medio recién preparado a 372C (tiempo 0). Tras esto se repartié el medio
de cultivo preparado en placas de 24 pocillos, pipeteando 1 ml en cada uno, y
llevandose a la estufa de CO2 (5% COz y 37 2C), midiéndose en su interior de forma
periddica la evolucion del mismo. Este experimento revel6 una bajada exponencial
del pH en estas condiciones. Los datos fueron ajustados por regresion no lineal a
una ecuacion exponencial de decaimiento, confirmando los hallazgos
experimentales. En la campana, los valores de pH para cada medio fueron: DMEM

8.67 £0.02, MEM 8.39 + 0.05 y DMEM F12 7.58 + 0.03. Los valores mas bajos de pH
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se alcanzados en equilibrio dentro de la estufa, fueron: DMEM 7.95 + 0.03, MEM
7.68 £ 0.06 y DMEM F12 7.36 * 0.04; lo que supone una bajada de 0.72 £ 0.03, 0.71
+ 0.07, y 0.22 £ 0.04 unidades de pH para DMEM, MEM y DMEM F12,
respectivamente. Los tiempos medios para alcanzar estos equilibrios fueron: 22.6,
28.4, and 26.0 minutos. Un ajuste global revel6 que las curvas fueron

estadisticamente diferentes (p < 0.0001, F = 265.0) (Figura 11).
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Figura 11: Evolucion del pH de medios recién preparados y afiadidos a placas de 24 pocillos, para

ser introducidas a continuacién en la estufa de CO,. Los valores experimentales de pH fueron

ajustados a una curva de decaimiento exponencial, pHt = (pHO - pH1) A~ e-k_x + pH1, por rgresién

no lineal donde pHO es el pH incial (en la campana) y el pH1 es el pH mas bajo alcanzado. En la

grafica estan incluidas las constantes (k) y la r2de cada ajuste.

Cuando el experimento fue llevado a cabo a la inversa, es decir, comenzando la
medicion en el interior de la estufa de CO2, para sacar la placa y continuar las
mediciones en la campana de flujo laminar, el pH crecio, y lo hizo en dos fases: en
la primera (de aproximadamente 30 segundos) el pH subi6 rapidamente, tras lo
cual se produjo una segunda fase de crecimiento mucho mas lento hasta alcanzar
el equilibrio, ajustandose estas mediciones a una curva exponencial de dos fases.
Los valores de pH en el plateau de las curvas fueron: DMEM 8.50 + 0.05, MEM 8.41
+ 0.08 y DMEM F12 7.74+ 0.10. Los tiempos medios en llegar al equilibrio fueron
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5.1, 4.6, and 5.7 minutos para DMEM, MEM y DMEM F12 respectivamente. De
nuevo el ajuste de las curvas mostro diferencias estadisticas significativas (p <
0.0001, F = 295.8) (Figura 12). Estos experimentos fueron confirmados utilizando
medios de otras casas comerciales ademas de GIBCO (como Sigma-Aldrich y
Lonza). Los resultados mostraron como ni MEM ni DMEM son medios adecuados
para VSMC en un atmosfera de COz del 5%, mostrandose incapaces de alcanzar el
pH optimo (7.4). Por otro lado DMEM F12, con una mezcla de bajo bicarbonato y

HEPES como tampones, demostro ser ideal para mantener dicho pH.
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Figura 12: Evolucién del pH al sacar las placas de cultivo de la incubadora de CO». Tras 0.5 minutos
de rapida subida, el pH crece de forma mas lenta y por lo tanto, los datos deben ajustarse a una
ecuacion exponencial de dos fases: pHt = pH., + (pHo-pH..)*%Fast*0.1*eKfast"x + (pHo-pH..)*(100 -
%Fast)*0.1*eKslow™  La constante que aparece en la grafica se refiere a la fase lenta (la méas larga),

mientras que el r2 corresponde al ajuste completo.

Basados en las diferencias en el pH, segun el porcentaje de CO2y ala
concentracion de bicarbonato del medio indicadas mas arriba y basados asi mismo
en el hecho de que la medicion del pH en las células muertas fue mas alto,
decidimos medir el pH del medio MEM durante el proceso de calcificacion en el
interior de la estufa de COz usando las tres concentraciones de Pi habituales 1, 2 y

3 mM, y cambiando el medio cada dos dias y con 0.53 ml/cm? de medio. Como se
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puede observar en la figura 13 A, el pH sigue el mismo patrén que la muerte
celular y la formacion de depoésitos de calcio durante la calcificacion,
incrementandose de forma significativa a 3mM durante todo el experimento, y
despuntando a 12 dias con 2ZmM de Pi en el medio. Estos hallazgos indican que el
metabolismo celular previene mayores subidas del pH y que el aumento del pH
durante la calcificacién es principalmente causado por la muerte celular, mas que
por las condiciones calcificantes. Por lo tanto, esta subida del pH produce un

mayor indice de precipitacion (Figura 13 B).
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Figura 13: (A) Evolucion del pH durante la calcificacion de VSMC en MEM con 1, 2 y 3 mM de P;j,
durante 12 dias. Las mediciones fueron realizadas en el interior de una estufa de CO2 (5%). Se
realiz6 una ANOVA por cada dia en el que se midi6 el pH. *Diferencia significativa con el control de
1 mM correspondiente mediante un test de Tukey. (B) Variaciéon de la concentracion relativa de

diferentes especies de fosfato segun el pH. El eje vertical derecho muestra el ratio de POa.

1.4. NUCLEACION DE FOSFATOS DE CALCIO.

El inicio de la formacion de precipitados de Ca/P fue estudiada por DLS
(Figura 14 A). En primer lugar se estudio la precipitacion en ausencia de células,
s6lo con los medios (MEM y DMEM, debido a que fueron en los que se habia
observado previamente formacion de depositos de Ca?*) con las 3 concentraciones
de Pi previamente estudiadas (Tabla 1), en placas de cultivo. Estas placas se
mantuvieron en la estufa de CO2 (5%) a 372C, durante seis dias, sin cambiar el
medio, tomandose alicuotas y analizandose por DLS cada hora hasta completar las
primeras 24 horas, y cada dias tras esto. En presencia de 1mM, no precipitd

ninguno de los medios (en el momento 0 aparece un pico de 10 nm que no

68



evoluciona en ningin momento), mientras que con 2 mM de Pi en MEM, a las 24
horas se detectaron picos de 120 y 190 nm que podria corresponderse con
precipitados de calcio fosfato, y que aumenta de tamafio (creciendo o por
agregacion de particulas) con el tiempo hasta alcanzar 1 um a los 3 dias,
manteniendo este tamarnio los ultimos 3 dias. En el caso de el MEM con 3 mM de Pj,
a las 6 horas ya se dectan particulas de 220 nm, alcanzando estas 1 um tras 48h,
haciéndose visible para el ojo humano la presencia de precitipitados en el fondo de
los pocillos. Por otro lado, en DMEM con 2 mM de Pi, las particulas fueron
detectadas tras la primera hora de incubaciéon (con tamafios de 100 y 150 nm).
Tras 24 horas, las particulas depositadas ya podian ser observadas como
agregados. En presencia de 3 mM de Pi en DMEM, se observé un comportamiento
parecido de las particulas, excepto por el tamafo, que a las 3 horas disminuyg,
probablemente por la densificacion de los precipitados (como sera descrito mas
adelante en la seccion de caracterizacidn de las particulas por TEM).

A continuacion, se procedi6 a realizar el mismo estudio, pero en presencia
de células (Figura 14 B), observandose una inhibicidn clara de la formacion de
precipitados. En este caso los medios fueron cambiados cada 48 horas, y en
consecuencia, los andlisis de los medios sélo se hicieron hasta ese momento. Tanto
en MEM como DMEM con 2 mM de Pi, no se observaron precipitados de un tamafio
significativo hasta casi las 48 horas, cuando aparecieron cristales de 100 nm. En
cuanto a los medios con 3 mM de Pj, la nucleacidn aparecié mas tarde que en el
medio sin células, pero los tamafios fueron similares: las particulas fueron

observadas tras 4 horas en MEM y tras 2 en DMEM.
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Figura 14: Anadlisis por DLS de la formaciéon de nanocristales. (A) Las graficas muestran la
formacién de ntcleos de Ca/P en MEM o DMEM sin células en la estufa de CO; en los tiempos
indicados, y en presencia de 2 o 3 mM de Pi. (B) El mismo experimento que en (A), en presencia de

VSMC con las concentraciones de Pi y tiempos de incubacién indicados.
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[Ca**]o [PO4*o buffer [HCO3] pHo-pH... a(Ca)o a(P0a)o S S S (HAP)
mM mM mM mM mM (ACP) (DCPD) (ocp) (HAP)
1.8 1 DMEM 44.05 8.67-7.95 0.58 0.32 1.15-0.74 0.78-0.78 23-13 49-24
1.8 2 DMEM 44.05 8.67-7.95 0.58 0.64 1.40-0.90 1.06-1.05 31-17 58-28
1.8 3 DMEM 44.05 8.67-7.95 0.58 0.96 1.54-1.00 1.24-1.23 36-20 63-30
1.8 1 MEM 26.19 8.39-7.68 0.58 0.32 0.96-0.63 0.78-0.77 18-10 37-18
1.8 2 MEM 26.19 8.39-7.68 0.58 0.64 1.18-0.77 1.06-1.05 24-13 44-21
1.8 3 MEM 26.19 8.39-7.68 0.58 0.96 1.30-0.85 1.24-1.23 28-15 47-23

1.05 1 DMEM:F12 14.29 7.58-7.36 0.34 0.32 0.36-0.33 0.62-0.61 7-5 15-8
1.05 2 DMEM:F12 14.29 7.58-7.36 0.34 0.64 0.44-0.41 0.83-0.82 9-7 17-10
1.05 3 DMEM:F12 14.29 7.58-7.36 0.34 0.96 0.48-0.45 0.96-0.96 11-8 19-11

Tabla 1: Concentracion total inicial de [Ca%*]o = 1.8mM para DMEM y MEM y 1.05mM para
DMEM:F12; coeficiente de actividad de la ecuacidn de Davies, y= 0.32; actividad iénica del producto
de Ca/P amorfo, IAP(ACP) = [a(Ca?*)][a(P043-)]°74[a(H*)]%%2 and Ksp(ACP) = 2.29 x 10-1%; actividad
del producto de fosfato dicalcico dihidrato, DCPD, IAP(DCPD) = [a(Ca2+)][a(H2P04)] y Ksp(DCPD) =
2.4 x 107 actividad del product de fosfato de octacalcio, OCP, IAP(OCP) = [a(Ca?*)]8[a(H2PO4
)12[a(PO4)]* v Ksp(OCP) = 2.5 x 10-99; actividad del producto de hidroxiapatita HAP, IAP(HAP) =
[a(Ca2+)]1%Ta(PO43>)]6[a(OH)]? y Ksp(HAP) = 5.5 x 10-118, Los indices de sobresaturacién fueron
calculados para los valores de pH en el comienzo (pHo) y en equilibrio con 5% de CO; (pH) en el

: “ . IAP 1/1)
ambiente, y fueron definidos como S = ( /K P) , donde v es la suma de los exponentes en la
S

formula de la IAP.

1.5. CARACTERIZACION DE LA TOXICIDAD DEL Pi.

La muerte celular observada en el punto 1.1. podia estar provocada por
agentes causales, tales como: toxididad del Pi, indirectamente por endocitosis de
nucleos cristalinos, por dafio fisico por la precipitacion masiva de particulas de
Ca/P, por la alcalinidad del medio, por agotamiento de Ca?*-...

Para resolver este interrogante, decidimos llevar a cabo varios
experimentos. En primer lugar incubamos VSMC durante 12 dias con 1, 2 y 3 mM
de Pi en MEM y DMEM, anadiéndole 12 pM de pirofosfato inorganico (PPi), el cual
es un potente inhibidor de la calcificacidon (Figura 15 A). Como se esperaba, el PPi
inhibié completamente la formacién de depdsitos de Ca/P, pero ademas bloqued
completamente el aumento de la muerte celular. De esto se desprende que la
toxicidad celular del Pi no es la causa del aumento en la muerte celular, ni siquiera
a 3mM. La TNAP, hidroliza el PPi en dos moléclulas de Pi. Para confirmar el
aumento de la expresion de la misma observada por ARN (figura 2), medimos a

diferentes tiempos, la actividad de la TNAP en lisados de VSMC tratadas con
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medios calcificantes, observando un aumento de la misma a los 4 y a los 8 dias,
confirmando el resultado obtenido con el ARN. (Figura 15 B). Una interpretacion
de estos resultados es, que la TNAP desciende la cantidad de PPi en el medio,
requiriéndose PPi extra para evitar la formacion de cristales de Ca/P, y

aumentando la muerte celular.
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Figura 15: (A) Prevencidn de la calcificacién y el aumento de la muerte celular durante 12 dias con
12 uM de PPi en MEM. ANOVA p < 0.0001 para la calcificacién sin PPi; *Diferencia significativa con
el control de 1 mM correspondiente mediante un test de Tukey. (B) Actividad de TNAP relativa a la
condicién de 1 mM Pi en lisados de células incubadas durante 4 y 8 dias con 1, 2 y 3 mM de Pi en
MEM. ANOVA a 4 dias p=0.0065; ANOVA a 8 dias p= 0.0195. *Diferencia significativa mediante un
test de Tukey.
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Si bien el porcentaje de SFB ente 0 y 0.6% no afectaba a la muerte celular,
decidimos comprobar la capacidad inhibidora de la calcificacién del suero al 10%.
Para ello usamos el mismo modelo de estudio con MEM o DMEM y 1,2 y 3mM de Pj,
pero utilizando SFB al 10% en lugar de al el 0.2% de SFB por 10%. El suero
consiguid inhibir la formacion de depdsitos, asi como el aumento de la muerte

celular en todos los casos excepto en DMEM con 3mM de Pi (Figura 16).

MEM-14 days
2100 * p<0.0001 2100 DMEM-8 days
[Jo02%FCs * p=0.0004 e = =
W 10%FCS []02%FCS
1800+ 18001 WM 10%FCS
o~ 15004 ~ 1500
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Figura 16: Tratamiento de VSMC con MEM con diferentes concentraciones de Pi (1, 2y 3 mM) y
0.2-10% de SFB durante 14 dias. Los asteriscos indican diferencias significativas de las medias con

un test t de Student, mostrandose la p de cada andlisis en la grafica.

Por otro lado, otra causa para el aumento de la muerte celular era la
disminucdn de Ca?* y/o Pi por secuestro durante la formacion de precipitados, por
lo que decidimos en primer lugar determinar si se producian dichos descensos,
cuantificando el Ca?* y el Pi de los medios calcificantes (1, 2 y 3 mM en MEM). Las
cuantificaciones mostraron una bajada minima en el caso del fosfato, mientras que
en el calcio, que originalmente se encuentra a una concentracion 1.8 mM,
practicamente desaparecia en los medios con 3 mM de Pi (Figura 17 A). Tras esto,
estudiamos el efecto de la baja concentracion de Ca?*en el medio, sobre las VSMC.
Para ello tratamos VSMC con un medio MEM preparado por nosotros pero sin
calcio, al que le afiadimos diferentes concentraciones de Ca?*, y cuantificamos el %
de LDH durante 6 dias (al cambiar el medio cada 2), mostrando un aumento de la
muerte celular inversamente proporcional a la cantidad de calcio en el medio
(Figura 17B), si bien este aumento no explicaria la totalidad del observado en los

estudios de calcificacion.
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Figura 17: (A) Variacién de la concentracién de calcio en MEM tras 4 y 8 dias de incubacién,
usando la cantidad indicada de Pi. *p < 0.0001 con test t de student. (B) Mortalidad celular tras
incubar VSMC con las concentraciones de calcio indicadas en un medio MEM hecho en el

laboratorio.

1.6. ANALISIS ULTRAESTRUCTURAL DE LOS DEPOSITOS

La ultraestrucura y la composicion de los depositos fue analizada con TEM.
Se crecieron VSMC en medio MEM o DMEM en presencia de 1, 1.75 y 2 mM de Pi
durante 10 dias y con 2.5 o0 3 mM de Pi en MEM durante 16 dias (en el segundo
caso no se us0 DMEM debido a que a esas concentraciones de Pi, DMEM inducia
una precipitacion masiva que es irrelevante para los sucesos in vivo). La figura 18A
muestra una seleccién de las fotografias tomadas por microscpoia electronica.

Las VSMC tratadas con 1mM de Pi no mostraron depdsitos relevantes, sélo
se encontraron algunas nanoparticulas de 50 nm compuestas por particulas mas
pequefias cuya estructura era borrosa cuando se observaba a grandes aumentos.
Las imagenes a bajos aumentos (columna de la izquierda en la figura 18 A)
muestran que los precipitados generados con una concentracion moderada de Pi
(1.75 mM) eran bastante transparentes al haz de electrones, lo que coincide con
una baja densidad de Ca y con un alto contenido en agua. La densidad de los
depdsitos incrementd progresivamente en los pocillos tratados con 2 mM de Pj,
llegando a ser opaca con 3mM de Pi.

La microestructura de los depdsitos se pudo observar ya en imagenes
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obtenidas a medianos aumentos (columna central de la figura 18 A). Con 1.75 mM
en MEM los depdsitos observados fueron muy heterogéneos, formados por laminas
que contenian particulas de material mas denso con diferentes formas y tamafios.
Sin embargo, cuando se us6 1.75 mM de Pi en DMEM, se encontré una estructura
mas organizada compuesta de laminas irregulares, mas densas, que incluian
nanoparticulas elongadas dispuestas de forma radial. Los depdsitos procedentes
de los pocillos tratados con 2 mM Pi en MEM no mostraron sin embargo esas
particulas elongadas, mientras que con la misma concentraciéon de Pi pero en
DMEM si que lo hizo. En el caso de 2.5 y 3 mM en MEM, la mayor parte de la
estructura estaba formada por particulas redondeadas, electrodensas y de 10 nm,
estructuradas en “esferolitos”.

Por otro lado, las imagenes a grandes aumentos (columna de la derecha en
la figura 18 A), mostraron nanoparticulas con contornos difusos en los depdsitos
de .75 mM y 2 mM de Pi en MEM. En DMEM, los depésitos de 1.75 mM de Pi
contenian varillas de un espesor de 3 nm y particulas redondeadas y pobremente
definidas de 5 a 10 nm mientras que con 2 mM de Pi, los depdsitos presentaron
caras rectas, a pesar de que los planos cristalinos todavia no eran visibles (estos
los fueron observados en los depdsitos de 2.5 y 3 mM).

La cristalinidad de los depositos fue también estudiada por difraccion de
electrones (Figura 18 B). Cuando las VSMC fueron incubadas durante 10 dias
usando 2 mM de Pi en MEM, la DE no revelé reflejos de los planos cristalinos y sélo
detectd depdsitos amorfos. Contrariamente, en los depoésitos procedentes de
células incubadas usando 2 mM de Pi en DMEM, la DE revel6 cristalizaciéon con
anillos en 2.81 y 3.52 A, siendo estos cercanos a los de la hidroxiapatita (2.82 y
3.44 A). Finalmente, en las VSMC incubadas en MEM con 2.5 y 3 mM de Pi durante
16 dias, la DE mostr6 el tipico patréon de la hidroxiapatita. Por lo tanto, al
incrementar el bicarbonato, y por lo tanto el pH del medio de cultivo, se acelera asi
mismo la conversion de fosfato amorfo a hidroxiapatita cristalina, observandose

este mismo efecto al aumentar la cantidad de Pi en el medio.
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Figura 18: (A) Imagenes de TEM, a diferentes aumentos de los depdsitos procedentes de VSMC
incubadas con las condiciones que se indican a la izquierda en cada caso. Las imagenes de la
primera columna (pocos aumentos) son indicativas de la densidd de los depdsitos, que claramente
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incrementa con la concentraciéon de Pi; las imagenes en la segunda columna con medios aumentos,
muestran las microestructuras de los depdsitos, que gradualmente adoptan una distribucién
esferolitica de particulas similares a una aguja, a medida que la concentracién de Pi aumenta; las
imagenes de la tercera columna (altos aumentos) muestran la forma y el tamafio de las
nanoparticulas cristalinas. (B) Patrones de DE de los depdsitos procedentes de los cultivos de
VSMC de los que se ha hablado en (A), los cuales muestran un aumento en la cristalinidad de MEM
a DMEM y de 2 mM a 3 mM de Pi. Usando MEM con 2 mM de Pi durante 10 dias, LA DE no mostré
reflejo de planos cristalinos, mientras que cuando se us6 DMEM con la misma concentracién de Pi
aparecieron los anillos cristalinos de 2.81 y 3.52 A, siendo estos compatibles con hidroxiapatita
(2.82 y 3.44 A). Los depésitos de VSMC incubadas en MEM con 2.5 y 3 mM de Pi durante 16 dias
también revelaron cristalizacidn con el patrén de la hidroxiapatita.

2. EVOLUCION LOS SUCESOS TEMPRANOS EN LA CALCIFICACION
VASCULAR EN RATAS CON NEFRECTOMIA 5/6.

A pesar de los avances en la comprensiéon de la CVM asociados al desarrollo de
la genética y la biologia molecular y celular, ain quedan importantes incognitas
por resolver, como por ejemplo el/los desencadenante/s de esta patologia. Debido
a que la mayor parte de las investigaciones llevadas a cabo hasta el momento han
estado centradas en el estudio de etapas avanzadas de la CV, en las que aparecen
grandes formaciones cristalinas en la pared de las arterias, creemos que es
importante esclarecer los cambios que se producen en el comienzo de la CVM, asi
como el orden de los sucesos que tienen lugar durante el desarrollo de la misma,
dado que gran parte de las teorias al respecto estan basadas en trabajos in vitro
basados en artefactos experimentales como acabamos de comentar en el punto
anterior. Por ello, decidimos utilizar el modelo animal de rata nefrectomizada 5/6
(el cual simula la ERC), para estudiar los cambios iniciales de la CVM asociada a la
ERC.

Para este estudio, se llevd a cabo en primer lugar un experimento preliminar
con ratas centinela para encontrar el primera vez en el que se observara un
aumento en la cantidad de calcio o un aumento en la expresion de ARN de alguno
de los genes de interés en la CVM estudiados en la aorta, presentando ademas una
tincion de rojo de alizarina negativa. Como punto temporal final del estudio, se
busco también el aquel en que la tincidn fuese positiva. Segun los resultados de
este primer estudio, con el que se fijo el tiempo inicial y final, se llev6 a cabo otro
experimento, estudiando los parametros de interés a las 11, 12, 16 y 20 semanas

tras la nefrectomia y el inicio de las dietas (0.6 de Pi en las control y 1.2% de Pi en
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las nefrectomizadas). De este experimento con 4 puntos temporales se obtuvieron
los resultados expuestos a continuacion.

*En las figuras, se ha utilizado como control la media de todos los resultados
procedentes de ratas control de todos los puntos temporales debido a que en
ningun caso se encontraron diferencias significativas ente estos puntos, y se

consider6 que facilitaba la comprensién de los resultados.

2.1. CUANTIFICACION DE Ca2*y PPi AORTICOS.

La cuantificacién por colorimetria del calcio adrtico revel6 un aumento
significativo de la concentracion del mismo en el grupo de los animales
nefrectomizados respecto al grupo control, en todos los casos, excepto a las 11
semanas. Los depdsitos de calcio todavia no fueron visibles por microscopia de
contraste de fases, ni con las tinciones de rojo de alizarina y von Kossa. Este
resultado confirmé que la formacidon de estos depositos en las aortas empieza
mucho antes de que puedan ser detectados por observacién directa o por medio de

estas tinciones tradicionales (Figura 19 A).

Por otro lado, el PPi adrtico fue cuantificado por fluorimetria, a partir de
lisados de segmentos adrticos fijados con PFA al 4%. En este caso no se observaron
cambios significativos entre el grupo control y las nefrectomizadas en ninguno de
los puntos temporales (Figura 19 B). Este resultado resulta en cierto modo
sorprendente, dado que debido al aumento de la expresion de ARN y proteina de la
TNAP, la cual hidroliza el PPi a dos moléculas de Pi, se esperaba un descenso del
PPi. Por otro lado, si bien esto indica que no existe un cambio detectable por el kit
utilizado (su margen de deteccién va de 1 a 300uM), también existe la posibilidad
de que este método no sea lo suficientemente sensible para detectar los cambios
en el ambiente pericelular de las VSMC(, siendo interesante su determinacién en

estudios futuros.
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2.2. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE LA AORTA

2.2.1. MICROSCOPIA ELCTRONICA DE BARRIDO

Tanto SEM como FSEM fueron utilizados en la localizacion de los primeros
depdsitos de Ca/P. Debido a que previamente se habia encontrado aumentado el

calcio en las aortas tras 12 semanas desde la nefrectomia, pero no mediante
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Figura 19: (A)Ca?* en aorta de animales control y tras 11, 12 16 y 20 semanas tras la nefrectomia
(ANOVA p<0.0001), a partir de las 12 semanas tras la nefrectomia se observa un aumento
significativo en el grupo de las nefrectomizadas respecto a la media de los controles (mediante un
test de Tukey). (B) PPi en aorta de animales control y tras 11, 12 16 y 20 semanas tras la

nefrectomia, no observé ningin cambio signifcativo con un test de ANOVA.

el punto anterior, decidimos llevar a cabo una busqueda exhaustiva de
nanoparticulas de Ca/P en diferentes cortes de paredes adrticas procedentes de
animales control y nefrectomizados de estos dos puntos temporales. Finalmente se
encontraron particulas muy diseminadas de unos 300 nm (hasta 1um) en los
animales nefrectomizados, a las 12 semanas(Figura 20), mientras que no se
localizé ninguna ni en los controles ni en las nefrectomizadas a las 11 semanas,
confirmando el paralelismo entre el aumento del calcio detectado por colorimetria,

y la aparicion de los primeros nanodepdsitos de Ca/P.
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2.2.2. TEM

En cuanto a la microscopia electronica de transmision (TEM), se estudiaron los
estadios mas avanzados para diferenciar todas las estructuras sobre las que se
depositaban los cristales de Ca/P. En estos estadios mas avanzados se encontraon

tanto cuerpos necrdtico/apoptoticos, como vesiculas de membrana y fibras de

elsatina afectadas por la calficiacion (Figura 21).

Figura 20: Imagenes de SEM a diferentes aumentos (de menor a mayor, de izquierda a derecha en
la fila de arriba y de izquierda a derecha en la de abajo). Las imagenes muestran los
nanoprecipitados encontrados en las aortas de ratas tras 12 semanas de la nefrectomia (la primera
vez que fueron localizados). Los precipitados se encontraron en la zona celular de la media
(correspondiente con las VSMC) y presentaron un tamafio de aproximadamente entre 0.3 y 1lum y
un ratio Ca/P menor al de la hidroxiapatita, correspondiendo esto con estructuras todavia amorfas

y por lo tanto con etapas mas inciales de la cristalizacion.
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Figura 21: Imagenes de TEM en animales urémicos 20 semans tras la nefrectomia, a diferentes

aumentos. Las zonas sefialadas corresponden con calcificaciones encontradas en diferentes
componentes del tejido: Las marcas en amarillo corresponden con fibras elasticas calficificadas,

mientras que en rojo se encuentran las vesiculas calcificantes.

2.3. ESTUDIOS DE LA EXPRESION DE ARN

Partiendo de un lisado procedente de la homogenizacion de tres segmentos
adrticos diferentes (uno del cayado de la aorta, otro de la aorta toracica y otro de la
aorta abdominal), se purifico el ARN total para llevar a cabo una retrotranscripcion
y obtener ADNCc a fin de cuantificar la expresion de diferentes genes de interés por
PCR en tiempo real. Los genes analizados estan enumerados en el apartado 10.2 de
la seccion de material y métodos.

Los primeros genes en los que se detectd un cambio significativo en la
expresion fueron TNAP y Dkk1, observandose un aumento de la expresién en el
grupo de las nefrectomizadas desde la semana 11, (y apareciendo por lo tanto
previamente al aumento en la cuantificacion del calcio aortico y de la visualizacidon
por SEM de los primeras particulas de Ca/P depositadas). Una de las
caracteristicas mas interesantes del patron de expresion de la TNAP fue que tras la

aparicion del primer aumento significativo pero no masivo de la misma a las 11
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semanas, tras lo que en el siguiente punto temporal, la expresion alcanz6 su punto
mas alto (siendo 4 veces superior a la de los animales control y aproximadamente
2 veces superior al de las nefrectomizadas en el resto de los puntos temporales),
para luego continuar siendo mas alta en el grupo de las nefrectomizadas que en el
de los controles, pero poco a poco descendiendo conforme avanza la enfermedad
(Figura 22 A). El interés de esta respuesta de expresion de TNAP en el tiempo,
viene dado porque en el desarrollo dseo sucede lo mismo, tratdandose de un agente
calcificante tempranol6®. Por otro lado, el papel de Dkk1 es todavia muy incierto?2,
puesto que es un inhibidor de la ruta metabodlica de desarrollo Wnt, la cual
favorece la calcificacion en los huesos (siendo el Dkkl circulante asociado a
osteodistrofia)'¢?, pero por otro lado, se ha demostrado que su inhibiciéon produce
una activacion de la transicion endotelio-mesenquimatosa en los vasos sanguineos
(mediante la activacion generada por proteinas como el AIIR) y la produccién de
TNAP favoreciendo todo esto la calcificacién vascular por activacién de la ruta de
BMP2-Runx2125. En nuestro caso, el patrén de expresion de ARN de Dkk1l fue
paralelo al de TNAP (Figura 23), si bien en el caso de Dkk1l en los controles
practicamente no habia expresion alguna, existiendo una correlacion en la
expresion de ambas: aumentando unas 5 veces a las 11 semanas en el grupo de las
nefrectomizadas respecto al control, para encontrarse a continuacién una
expresion 20 veces mayor a los controles tras 12 semanas, descendiendo hasta
volver a ser de 5 veces mayor en las nefrectomizadas respecto al control en las
semanas 16 y 20(Figura 22 B). Esto puede hacer pensar que, como inductor de la
expresion de TNAP125, la expresion de Dkk1 fue (al menos en parte) la responsable

de los cambios en la misma.

En la semana 12, se encontrd alterada la expresion de PHOSPHO1, BMP2,
ANKH y Klotho. El aumento en la expresion de BMP2 en este punto (Figura 24 A)
indica la evolucion de la osteodiferenciacion hacia la ruta BMP2-Runx2.
PHOSPHO1 es una fosfatasa cuya participacion en la calcificacion fisiolégica en
hueso ha sido descrita recientementel®8, siendo interesantes sus cambios en la
expresion en nuestro caso, puesto que a las 12 semanas aparece una disminucion
de la misma en el grupo de las nefrectomizadas hasta casi desaparecer, mientras

que a las 20 semanas, se duplica la expresion respecto a los
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Figura 22: Expresion de TNAP (A) y de Dkk1 (B) en aorta de animales control y nefrectomizados
tras 11, 12 16 y 20 semanas tras la nefrectomia. ANOVA p < 0.0001, letras diferentes indican
diferencias significativas (p<0.05). Se observa un aumento significativo de la expresion en todos los
grupos de ratas nefrectomizadas, respecto al control, siendo este mayor 12 semanas tras la

nefrectomia. En el caso de Dkk1 la expresidn de las ratas control es practicamente inexistente.
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Figura 23: Correlacién entre los cambios de expresién en TNAP y Dkk1 (A) y PHOSPHO1 y TNAP
(B).

controles (Figura 24 B). Este bloqueo en la expresién a las 12 semanas, coincide
con el pico maximo de expresion de la TNAP, por lo que puede ser que ambos
cambios estén relacionados (de hecho, se detecté una correlacion negativa con un
r?2 de 0.6781 entre los cambios en PHOSPHO1 y los de TNAP, como se muestra en la
figura 23 B), disminuyendo la expresiéon de PHOSPHO1 por, probablemente,

retroalimentacion negativa de TNAP. El aumento en la expresiéon de ANKH,
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triplicAndose respecto al control a las 12 semanas (Figua 24 C), también podria

guardar relacién con la sobreexpresion de TNAP. ANKH es una proteina de

membrana que actua movilizando el PPi intracelular al espacio extracelular, por lo

que si realmente la TNAP se encontrara hidrolizando el PPi en el espacio

extracelular, no seria raro que la VSMC en respuesta a ello intentara movilizar mas

PPi hacia el exterior!37.169. Asi mismo, en este punto se detect6 un aumento en la

expresion de Klotho (Figura 24 D). La expresion de esta proteina en las arterias ha

sido descrita previamente, sin quedar ain muy claro cual es el tipo celular que lo

genera®’. En nuestro caso encontramos expresion incluso en los controles,

duplicandose en las nefrectomizadas a partir de las 12 semanas.
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Figura 24: Expresion de ARN en aorta de animales control y nefrectomizados tras 11,12 16 y

20 semanas tras la nefrectomia. (A) Expresiéon de BMP2. ANOVA p < 0.0001. Se detect6 un
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aumento significativo de la expresion en todos los grupos de Nx tras 12 semanas de la nefrectomia
respecto a la media de los controles(mediante un test de Tukey). (B) Expresion de PHOSPHO1.
Kurksal-Wallis p < 0.001. Se detect6 una disminucioén significativa de la expresién en el grupo de Nx
tras 12 semanas de la nefrectomia (p<0.001, mediante un test de Mann-Whitney respecto al
control), asi como un aumento significativo de la expresidn en el grupo de Nx tras 20 semanas de la
nefrectomia (p<0.0001, mediante un t-test respecto al control). Letras diferentes indican
diferencias significativas (p<0.05). (C) Expresién de ANKH. ANOVA p < 0.0001. Se detect6 un
aumento significativo de la expresion en todos los grupos de Nx tras 12 semanas de la nefrectomia
respecto a la media de los controles(mediante un test de Tukey). Si bien a las 16 y a las 20 semanas
tras la nefrectomia, se ve una disminucién significativa y pregresiva de la expresiéon del mismo,
ANOVA p<0.05. Diferentes letras implican diferencias significativa p<0.05 (D) Expresion de Klotho
(KI2). ANOVA p < 0.001, se detecté un aumento significativo de la expresién en todos los grupos de
Nx tras 12 semanas de la nefrectomia respecto a la media de los controles(mediante un test de

Tukey).

Tras 16 semanas, la osteodiferenciacion siguié avanzando, duplicandose la
expresion de Runx2 (Figura 25 A) en el grupo de las nefrectomizadas,
triplicAndose a las 20 semanas, y confirmando el avance de la diferenciacién
fenotipica. Asi mismo, se observé que las expresiones de los transportadores Na-
dependientes de fosfato Pitl y Pit2, se habian duplicado y que continuaria
duplicada también a las 20 semanas en el caso de Pit2(Figura 25 B, C), mientras
que en Pitl llegaria a triplicarse. Por otro lado, la citoquina TNF-a, también
comenzd a sobreexprarse en el grupo de las nefrectomizadas, alcanzando su punto
maximo tras 20 semanas (Figura 25 C). Si bien las funciones de TNF-a son muy
diversas, la principales son la de sefalizacion celular, activacion de la cascada
inflamatoria y la inducciéon de apoptosis; también ha sido descrito como activador
de la sefializaciéon Wnt y de la ruta osteogénica de BMP2-Runx2. En nuestro caso el
aumento de TNF-a fue posterior al inicio de los cambios de expresion y la
formacién de los primeros depositos de Ca/P, por lo que no parece que su papel
sea como iniciador, si bien es cierto que quiza podria ser el responsable del

descenso de Dkk1 para el rescate de la ruta de sefializacion Wnt.
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Figura 25: Expresion de ARN en aorta de animales control y nefrectomizados tras 11, 12 16
y 20 semanas tras la nefrectomia. (A) Expresion de Runx2. ANOVA p < 0.0001, se detect6 un
aumento significativo de la expresion en todos los grupos de Nx tras 16 semanas de la nefrectomia
respecto a la media de los controles (mediante un test de Tukey). (B) Expresion de Pit2. Kruskal-
Wallis p < 0.0001, se detecté6 un aumento significativo de la expresién en todos los grupos de Nx
tras 16 semanas de la nefrectomia respecto a la media de los controles (mediante un test de Dunn).
(C) Expresion de Pitl Kruskal-Wallis p < 0.0001, se detecté un aumento significativo de la
expresion en todos los grupos de Nx tras 16 semanas de la nefrectomia respecto a la media de los
controles (mediante un test de Dunn). (D) Expresiéon de TNF-a ANOVA p < 0.0001, se detecté un
aumento significativo de la expresion en todos los grupos de Nx tras 16 semanas de la nefrectomia
respecto a la media de los controles (mediante un test de Tukey). Letras diferentes indican

diferencias significativas (p<0.05).
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Finalmente, a las 20 semanas desde la nefrectomia, se observd una amplia
gama de genes alterados, como el aumento de la expresion de PHOSPHO1
comentada anteriormente (Figura 24 C). En este punto se detecto el avance de la
osteodiferenciacion, produciéndose un aumento de la proteina biomineralizante
OPN (Figura 26 A), la cual une con gran afinidad moléculas de Ca/P, Ca/CO3?-... De
la misma manera, se encontr6 aumentada ENPP1 (Figura 26 B), implicada en el
aumento de la produccion del inhibidor de la calcificacion PPi, indicando también
un cambio generalizado hacia un fenotipo osteocondrocitico. Por otro lado, debido
a que en ambientes con pH acido la formacion de precipitados y cristales de Ca/P
se ve ralentizada o incluso abolida, decidimos estudiar posibles cambios de
expresion en la familia de las anhidrasas carbdnicas. En primer lugar, no
observamos expresion de las ACs [, Va, VI, VII, X, XII, XIV y XV. En las que si se
observo expresidn, no hubo cambios en ninguna de las semanas estudiadas (Figura
27), excepto en la AC 11, la cual apareci6 sobreexpresada a las 20 semanas (Figura
26 C). Finalmente, también estudiamos la expresion de Homeobox A10, es un
factor de transcripcion de la embriogénesis y el desarrollo que participa, por
ejemplo, en la osteogénesis, ya que es activado por BMP2, y a su vez activa la
expresion de Runx2. Si bien su expresion fue casi inexistente en los grupos control,
a las 20 semanas se observa una gran sobreexpresion del mismo (Figura 26 D),
pudiendo confirmar su participacion en la calcificacion. A pesar de esto, no parece
que su papel en la ruta BMP2-Runx2 sea basico o al menos inicial, dado que su

expresion aparece una vez que ambos genes estan ya sobreexpresados.

Hasta ahora se han comentado los genes en los que se observo un cambio en
la expresion durante el experimento, pero no fueron los Unicos estudiados. En la
figura 27 se muestran las graficas de los genes en los que no se encontraron
cambios en la expresion. Curiosamente, no se observé aumentada la expresion del
osteogen Msx2 a pesar de que esta ha sido descrita por otros grupos tan in vivo,
como in vitrol®’. Por otro lado, estos hallazgos fueron descritos en un modelo
animal de hiperlipidemia y DT2, no en condiciones urémicas (los hallazgos in vitro
se obvian debido al uso de concentraciones aberrantes de Pi). Otros de los genes
en los que no se detectaron cambios de expresion, fue el potente inhibidor de la

calcificacion MGP, la OPG (otro inhibidor de la calcificacion), las Anexinas 2y 5
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Figura 26: Expresion de ARN en aorta de animales control y nefrectomizados tras 11, 12 16
y 20 semanas tras la nefrectomia. (A) Expresion de OPN. ANOVA p < 0.01, (B) Expresion de
ENPP1. ANOVA p < 0.0001. (C) Expresion de CAIl. ANOVA p < 0.05. En los tres casos se detecté un
aumento significativo de la expresion en el grupo de Nx tras 20 semanas de la nefrectomia respecto
a la media de los controles (mediante un test de Tukey). (D) Expresién de CAIIl. Kruskal-Wallis p <
0.05, se detecto un aumento significativo de la expresion en el grupo de Nx tras 20 semanas de la

nefrectomia respecto a la media de los controles (mediante un test de Dunn).

(pudiendo indicar la ausencia de activacion de rutas apoptdticas), los receptores
de Activina [ y PTH (los cuales a pesar de no estar alterada su expresion, si que se
expresan en la aortas) y finalmente la ectonucleosidasa CD39, la cual hidroliza el
ATP en una molécula de AMP y dos Pi.

Esta establecido que en las VSMC no se produce Fetuina A, la cual es un

potente inhibidor de la calcificacion, sino que es sintetizada por el higado y
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transportada por la sangre hasta los tejidos'’?, y en concreto en las VSMC,
incorporada y reciclada por medio de exosomas!’!. En nuestro caso, hemos
encontrado expresion de Fetuina A en las arterias de las ratas nefrectomizadas
(excepto tras 11 semanas de la nefrectomia) (Figura 27), pero utilizando grandes
cantidades de cDNA (1.5 pg), y con 45 ciclos de PCR en tiempo real (apareciendo
en el ciclo 40 aproximadamente), lo que indica que a pesar de que probablemente
exista una pequeiia expresion de la misma, ésta es poco significativa frente a la que

llega a través del flujo sanguineo.
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Figura 27: Expresion de ARN en aorta de animales control y nefrectomizados tras 11, 12 16
y 20 semanas tras la nefrectomia. Ninglin cambio significativo fue detectado en la expresion de

ARN de estos genes, en ningtin punto temporal.
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2.4. DETECCION Y LOCALIZACION DE PROTEINAS POR
INMUNIHISTOQUIMICA.

Para confirmar que los cambios en la expresion de ARN conllevaban un
aumento en la expresion de proteinas, asi como para localizar su expresion en la
pared de la aorta, llevamos a cabo estudios de ITHC para proteinas de especial
interés. Para descartar una union inespecifica de los anticuerpos secundarios, se
llevaron a cabo varias IHC sin anticuerpo primario (Figura 28: GOAT y RAT)

En el caso de la TNAP, llevamos a cabo [HC de segmentos de aorta de
animales control y nefrectomizdos a las 11 semanas, dado que fue el primer
momento en ser detectada su sobreexpresion. Las imagenes de la Figura 28 A
muestran como el limite de la tinica adventicia y la media (asi como ciertas zonas
que se corresponden con VSMC), estd mucho mas tefiido en las Nx que en las ratas
control, si bien en éstas también se detecta presencia de TNAP, dado que las aortas
son un lugar habitual de expresion, sobre todo en el limite sefialado.

Por otro lado, la unién en el caso de BMP2 fue diferente como se puede
observar en la Figura 28 B, ya que no se observd casi en las aortas controles,
mientras que se apreciaron focos diseminados por toda la media en los cortes
tisulares procedentes de Nx tras semanas.

En el caso del Klotho se utilizaron tres anticuerpos diferentes, para
diferentes epitpopos de la proteina Klotho (KM2076 para Kl1 y KM2119 para Kl12)
y otro de la casa SantaCruz hecho frente a una parte recombinante de klotho pero
de la que la casa comercial no comenta su localizacion. Con el anticuerpo KM2076
no se observd ninguna tincién, mientras que con los otros dos si. Asi mismo, los
cebadores de PCR en tiempo real utilizados para detectar Klotho habian sido
disefiados en la zona del gen donde se codifica KI2, por lo que los resultados
obtenidos con KM2119 estarian de acuerdo con los resultados de expresion del
ARN. También estudiamos las expresiones en cortes de aortas de ratas NX de 20
semanas y de sus controles, confirmandose también los resultados de
cuantificacion de ARN al observarse la expresion proteica por toda la media

(Figura 28 C1Y C2).
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Finalmente, se llevé a cabo la confirmacién de los interesantes resultados
obtenidos en la expresion de PHOSPHO1, desapareciendo las zonas de tincion en

los cortes procedentes de ratas tras 12 semanas de la nefrectomia, mientras que si

que se observaban algunas zonas de marcaje en las control (Figura 28 D).
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Figura 28: IHC adrtica. De la (A) a la (D), a la izquierda se encuentra el contro y a la derecha la
nefrectomizada. (A) TNAP tras 11 semanas de la nefrectomia, se observa una mayor tincién en el
limite entre la adventicia y la media, asi como en la zona celular de la media. (B) BMP2 tras 12
semanas de la nefrectomia, se observa un aumento muy marcado de la coloracién tanto en la media
como en la adventicia. (C1) Klotho (anticuerpo SC-22220) tras 20 semanas de la nefrectomia, se
observa una mayor coloracién en la zona celular de la media. (C2) Klotho (K12, anticuerpo KM2119)

tras 20 semanas de la nefrectomia, se observa una mayor coloracién tanto de la intima como de la
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media. (D) PHOSPHO1 tras 12 semanas de la nefrectomia, la leve coloracién encontrada en el
control, no aparece en la nefrectomizada, cofirmando la disminucién de su expresién. GOAT y RAT:
Imagenes obtenidas al utilizar solo el anticuerpo secundario de cabra (GOAT) y el de rata (RAT), sin
anticuerpo primario. En el caso del secundario de cabra existe un minimo de unién inespecifica,
mientras que en el de rata no seobserva nada de ruido de fondo significativo. . Las barras de se

corresponden con 50 um.

2.5. TINCIONES AORTICAS

2.5.1. ACTIVIDAD DE FOSFATASA ALCALINA

Con el fin de confirmar no s6lo la presencia de la TNAP, si no su actividad, se
realizaron dos tinciones diferentes para la deteccion de la misma en cortes
histolégicos de las aortas: la tincion rapida con azul rapido RR (Figura 29 A) y el
protocolo NBT/BCIP (Figura 29 B). Para comprobar los cambios a lo largo de todas
las semanas, se realizaron tinciones del grupo control y el grupo nefrectomizado
en todos los puntos temporales. Si bien la tincién con azul rapido no fue tan
sensible como la de NBT/BCIP, ambas marcaron una actividad masiva en el limite
entre la adventicia y la media, asi como focos de color en la media, siendo mas
prevalentes en las capas mas externas (Figura 29), y siguiendo el mismo patrén de
aparicion que el de la expresion de ARN (Figura 22 A) y proteina de TNAP (Figura
28 A).
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Figura 29: Tinciones para la deteccion de la actividad de TNAP. Tanto en (A) como en (B) la
columna de la izquierda son los controles y la de la derecha las nefrectomizadas. Las filas se han
ordenado por orden temporal siendo los de mas arriba los cortes 11 semanas tras la nefrectomia y
la dltima los cortes tras 20 semanas desde la misma. (A) Azul rapido RR. (B) NBT/BCIP. Las barras

de se corresponden con 50 um.
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2.5.2. TINCIONES DE LOS DEPOSITOS DE CALCIO Y FOSFATO

Por otro lado, tanto la tincién de rojo de alizarina (la cual tifie el calcio)
como la de von Kossa (que tifie fosfato), se hicieron en todos los puntos
temporales, con el fin de confirmar la ausencia de cristales de Ca/P masivos en la
aorta hasta las 20 semanas . Segin lo esperado, ninguna de las dos tinciones
mostrod tincion positiva en ningiin segmento adrtico hasta 20 semanas tras de la
nefrectomia, cuando se observd wuna tincion masiva en algunas ratas
nefrectomizadas, confirmandose lo observado por nuestro grupo y otros, y
utilizando por lo tanto este punto como referencia de la calcificacion mas avanzada
con la que generalmente se trabaja (Figura 30). Con estos resultados queda
confirmada la idea de que los primeros depdsitos que aparecen en la calcificacion
vascular (detectados primero por cuantificacion de calcio adrtico y encontrados
por microscopia electrénica después) lo hacen mucho antes de que puedan ser

detectados por las tinciones tradicionales.

Figura 30: Tinciéon de rojo de alizarina (A) y von Kossa(B) aodrticas. Aortas control a la
izquierda y aortas de Nx tras 20 semanas de la nefretomia a la derecha. Estas imagenes muestran el
caso mas extremo de formacion de cristales en la tinica media, alterando su extructura

macroscopica completamente. Las barras de se corresponden con 50 um.
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2.6. BIOQUIMICA SANGUINEA

Para evaluar el estado de factores circulantes sanguineos de interés en la aparicion
y desarrollo de la CV, en los estadios mas tempranos de la misma, llevamos a cabo
varias cuantificaciones colorimétricas (Ca?*, Pi, urea y ureatinina) de los plasmas
sanguineos y determinaciones inmunolégicas mediante ELISA (TNF-o, PTH y
FGF23) en plasmas sanguineos, procedentes de animales controles vy
nefrectomizados de todos los puntos temporales estudiados.

Tanto la urea como la creatinina plasmaticas se encontraron aumentadas en
todos los puntos temporales en el grupo de las nefrectomizadas respecto al
control. Asi mismo tanto los niveles de urea como los de creatinina presentaron
una tendencia ascendente con el paso del tiempo en el plasma de los animales
nefrectomizados (Figura 31), confirmando el avance de la ERC.

La colorimetria de Ca?* y Pi se realiz6 el mismo dia que se tomaron las muestras
para eliminar la posibilidad de precipitaciones. Con el kit colorimétrico de Ca?* no
se detect6 ningun cambio de la calcemia en el tiempo, ni entre grupo control y
nefrectomizadas (Figura 32 A). Por otro lado, en el caso del Pj, en el ultimo punto
(tras 20 semanas), se observo un aumento significativo de la fosfatemia en el
grupo de las ratas nefrectomizadas, coincidiendo este con el aumento que se
produce en la enfermedad renal crénica conforme la enfermedad avanza (Figura

32 B).
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Figura 31: Creatinina (A) y urea (B) en plasma sanguineo. ANOVA p< 0.0001, se detecto un
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aumento significativo de los niveles de ambos pardmetros en el plasma de los animales
nefrectomizados (en todos los casos) respecto a los control (mediante un test de Tukey). Diferentes
letras implican diferencias significativas (p<0.05). Tanto en la (A) como en (B) se observa ademas
un aumento progresivo de los niveles plamaticos de ambos parametros, correspondientes con el

avance de la ERC.

se observd un aumento significativo de la fosfatemia en el grupo de las
nefrectomizadas, coincidiendo este con el aumento que se produce en la

enfermedad renal crénica conforme la enfermedad avanza (Figura 32 B).

La deteccién de FGF23 por ELISA revel6 resultados muy interesantes, con
un aumento de esta fosfatonina en todas los grupos de ratas nefrectomizadas
respecto a su control y aumentando de forma significativa también entre grupos de
nefrectomizadas con el avance del experimento (Figura 33 A). Si bien el grupo de

las ratas nefrectomizadas estuvo alimentado con una dieta alta en fosfato,
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Figura 32: (A) Concentraciéon de calcio i6nico en plasma sanguineo. No se observan cambios
significativos en un test Kruskal-Wallis. (B) Concentracién de Pi en plasma sanguineo, Kruskal-
Wallis p < 0.05. En el grupo de Nx tras 20 semanas de la nefrectomia se observa un aumento

significativo de los niveles de Pi plasmatico con un test de Dunn (p<0.05).

pudiendo existir un aumento del FGF23 como consecuencia de esto, el hecho de
que éste fuera aumentando con el tiempo, no hace mas que indicar que a medida
que avanza la enfermedad, los niveles de FGF23 también lo hacen, posiblemente

forzando a las nefronas funcionales a hiperfiltrar el Pi acumulado como
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consecuencia de la pérdida de funcionalidad renal. Por otro lado, los resultados de
ELISA de PTH plasmatica no revel6 cambios en los primeros puntos temporales,
apareciendo un aumento de la concentracién de esta hormona sdélo tras 20
semanas tras la nefrectomia (Figura 33 B). Este aumento coincide con la deteccion
del aumento de Pi en sangre, estando ambos resultados probablemente
relacionados.

Finalmente, la deteccidn por ELISA de los niveles circulantes de la citoquina
TNF-o no mostré ningiin cambio en ninguno de los puntos temporales (Figura 34
A) ni en ninguna de las condiciones, por lo que aparentemente ésta no tiene un
papel desencadenante en la CVM, dado que ni su produccién en la aorta (Figura 24
D) ni los niveles circulantes, se encontraron aumentados antes o al mismo tiempo
que los primeros cambios procalcificantes. Tampoco se observaron cambios del
potente inhibidor de la formacién de hidroxiapatita PPi, en el plasma sanguineo
Figura 34 B), lo cual es comprensible, dado las drasticas consecuencias que

implicarian un aumento o disminucion de los mismos.
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Figura 33: (A) Concentracién de FGF23 en plasma sanguineo, Kruskal-Wallis p < 0.0001. Los
niveles de FGF23 circulante presentan un aumento significativo en todos los casos en los animales
nefrectomizados respecto al control con un test de Dunn (p<0.05), ademads, este aumento progresa
ascendentemente en el tiempo. (B) PTH circulante, Kruskal-Wallis p < 0.01. En el grupo de Nx tras

20 semanas desde la nefrectomia se observa un aumento significativo con un test de Dunn (p <

0.05).
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Figura 34: TNF-o y PPi plasmaticos. No se observaron diferencias significativas con un test
ANOVA.

A continuacién se afiade un cuadro con los resultados obtenidos en los diferentes

puntos temporales analizados.
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Tinciones
aorticas

PCR Real Time

[HC

Plasma

SEM/
FSEM

Ca 2+
aortico

11 semanas

-Azul rapido
RR
-NBT/ BCIP

-Dkk1
-TNAP

-TNAP

-Urea, crea
-FGF23

12 semanas

-Azul rapido RR
-NBT/ BCIP

-Dkk1
-TNAP
-BMP2
-PHOSPHOll
-ANKH
-KLOTHO (K12)

-TNAP
-BMP2
-PHOSPHO1
-KLOTHO

-Urea, crea
-FGF23

16 semanas

-Azul rapido RR
-NBT/ BCIP

-Dkk1

-TNAP5

-BMP2
-PHOSPHO1
-ANKH
-KLOTHO (KI2)
-Runx2

-Pil1

-Pit2

-TNF-a

-TNAP
-BMP2
-KLOTHO

-Urea, crea
-FGF23

20 semanas

-Azul rapido RR
-NBT/ BCIP
-Rojo de
alizarina

-von Kossa

-Dkk1
-TNAP
-BMP2
-PHOSPHO1
-ANKH
-KLOTHO (KI2)
-Runx2

-Pil

-Pit2
-TNF-a
-OPN
-ENPP1
-CAIl
-HOXA10

-TNAP
-BMP2
-KLOTHO

-Urea, crea
- FGF23
-Pi

-PTH

Sin cambios

-CD39
-PTHR1
-ACIIR
-Anexina2y5
-OPG
-MGP
-Msx2
-CA 111,
VIII, IX, XI, XIII

IV, Vb,

-TNF-a
-Caz+
-PPi

-PPi
aortico
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3. SOBRE LOS ESTUDIOS DE TRANSPORTE DE 32P EN VSMC.

La existencia de un componente Na-independiente en el transporte de Pi de las
VSMC fue descrito hace unos anos!®®, si bien poco se ha avanzado en la
caracterizacion del mismo, faltando aun por identificar él o los transportadores
responsables de dicho componente. Por ello, decidimos llevar a cabo una
caracterizacion exhaustiva del transporte Na-independiente, referenciandolo
siempre al transporte total, y calculando la parte Na-dependiente por la resta del

Na-independiente respecto al total.

3.1. CINETICA DEL TRANSPORTE Na-DEPENDIENTE y Na-INDEPENDIENTE de
Pi EN VSMC.

En primer lugar como control, se llevaron a cabo cinéticas de saturacion de
transporte para confirmar los resultados de la literatural>¢.Para ello, medimos el
transporte de fosfato de las VSMC en presencia de 8 concentraciones diferentes de
fosfato en el medio de transporte (0.001, 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1, 2 y 5 mM ). Estas
cinéticas se llevaron a cabo en presencia de sodio (Na-dependiente) y de colina
(Na-independiente). Los resultados obtenidos de Vimax y K fueron similares a los
previamente publicados, con una Ky de 0.15 mM en el Na-dependiente y de 0.16
para el Na-independiente. Asi mismo la Vimax fue 440 pmol/mg prot min en el Na-
dependiente y Vmax: 85 pmol/mg prot min en el Na-independiente (Figura 35),
confirmandose asi las caracteristicas cinéticas del transporte Na-independiente de

las VSMC.
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Figura 35: (A) Cinética de Michaelis-Menten para el transporte de Pi en presencia de sodio
(complete, Vimax: 440 pmol/mg prot min; Kn de 0.15 mM) y en ausencia del mismo (coline, Vmax: 85
pmol/mg prot min; K, de 0.16 mM). (B) Cinéticas tedricas calculadas a partir de la ecuaciéon V=
[Vimax* S / (Km+ S)] + (Ka+ S) con la Vimax ¥ K obtenidas previamente y para cada concentracion.
Para el calculo del componente Na-dependiente se resté el Na-independiente (transporte con

colina) al transporte total en presencia de sodio.

3.2. ESTUDIOS DE INHIBICION DEL TRANSPORTE DE Pi en VSMC

Con el fin de determinar si el transportador/es responsable/s del
componente Na-independiente del transporte de Pi en las VSMC, se inhibia con
alguna moléculas similar al fosfato, se cuantifico el transporte en presencia y
ausencia de Na, con varios posibles inhibidores, sobre el transporte de 50 uM de Pj,
utilizando ademas 5mM de Pi como inhibidor que muestre el nivel maximo de
inhibicion. Las concentraciones utilizadas fueron de 10 mM para el bicarbonato,
sulfato, oxalato y arseniato, todos de potasio para no introducir moléculas de sodio
en el transporte Na-independiente, asi como PFA (inhibidor de los transportadores
NaPill), si bien en este caso se tuvo que utilizar el PFA de sodio, dado que no se
comercializa como ningun otro catién como sal ni como acido. Asi mismo, se
probaron los inhibidores del cotransporte de cloro/bicarbonato SITS y DIDS con
una concentracion de 100 uM. En el caso del transporte Na-dependiente, se
confirmo la escasa capacidad inhibidora del PFA sobre los transportadores NaPi
tipo III (teniendo mayor capacidad de inhibicion en NaPi II), que son los
principales encargados del transporte de Pi en presencia de sodio, al no mostrar en
este caso inhibicion significativa. Por otro lado, si que se detectd una inhibicion
drastica del componente Na-dependiente en presencia de arseniato de potasio.
Como hallazgo novedoso referente al transporte Na-dependiente (y por lo tanto de
Pitl y/o Pit2), se observé que al utilizar tanto SIDS como DITS, este componente se
inhibié de forma significativa. Hasta la fecha nadie habia probado estas moléculas
como inhibidores de la familia SLC20, por lo que este dato se suma a la
caracterizacion ya realizada hasta la fecha del transporte de Pi llevado a cabo por
Pitl y Pit2 (Figura 36 A).

Por otro lado, en el caso del transporte de Pi independiente a la presencia

de sodio, se encontraron inhibiciones significativas con todas las moléculas
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estudiadas excepto con oxalato, existiendo una fuerte inhibicién con sulfato,
bicarbonato, arseniato y PFA, y una inhibicién leve por parte de SITS y DIDS
(Figura 36 B). Los datos de la concentracion inhibidora media (ICso) y las
constantes de inhibicion (Ki), obtenidas a partir de las curvas de inhibicién

generadas por regresion no lineal, se encuentran en la figura 36.
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Figura 36: Transporte de Pi con sodio (A) y con colina (B) en presencia de moléculas de
caracteristicas similares, ANOVA p<0.0001. Las diferentes letras implican diferencias significativas

p<0.05. Curvas de inhibicién realizadas por regresién no lineal de tipo sigmoideo.

3.3. EFECTO DEL pH SOBRE EL TRANSPORTE DE Pi EN VSMC

Para evaluar un posible co-transporte de protones y/o un posible
transporte especifico de alguna especie de fosfato en el componente Na-
independiente del transporte de Pi en las VSMC, se evalu¢ el efecto del pH en dicho
transporte, utilizdndose los siguientes pHs: 6, 6.5, 7, 7.5, 8 y 8.5. Como se esperaba,
el componente Na-dependiente se observd fuertemente inhibido a medida que el
pH fue aumentado, debido a la desaparicion de fosfato monovalente para dar lugar
a fosfato divalente (tanto Pitl como Pit2 transportan fosfato monovalente) (Figura
37 A). En cuanto al transporte Na-independiente de Pi, fue también independiente

de Pi, ya que no se modificd en ninguno en el rango de pH utilizado (Figura 37 B).
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Figura 37: Influencia del pH (de 6 a 8.5) en el transporte de Pi en VSMC. (A) Transporte Na-
dependiente.,, ANOVA p<0.0001. El transporte desciende a medida que aumenta el pH. Diferentes
letras implican diferencias significativas, p<0.05 con un test de Tukey. (B)Transporte Na-

independiente. No se observan diferencias en el transporte con los diferentes pH estudiados.

3.4. EXPRESION DE DIFERENTES = TRANSPORTADORES  Na-
INDEPENDIENTES EN VSMC

Ademas de caracterizar el componente Na-independiente, nuestro objetivo
en un primer momento fue la identificacién del transportador responsable de
dicho transporte, por lo que se creé una lista de proteinas transportadoras que
intercambiaran cloro, bicarbonato y/o sulfato en ausencia de sodio. Para ello,
primeramente disefiamos primers para amplificar el ARN mediante PCR tradicional
de cada uno de ellos, y descartar de este modo los que no estuviesen expresados en
las VSMC. La lista de las proteinas de transporte cuya expresion fue estudiada
(todas de las familias SLC4 y SLC26), esta en la secciéon 10.3. de material y métodos
(pagina 47). Los miembros de esas familias que se amplificaron fueron el SLC26A2,
6,8,10y 11 (variantes [, Il y IV) asi como de la familia SLC4 el A2, A3 y A4 (Figura
38).

107



Figura 38: Electroforesis en gel de agarosa al 1% para comprobar la presencia de los genes de

interés. Se observan bandas del tamafio del amplicon deseado en el caso de SLC4A2, A3, A7 y de
SLC26A2, A6, A8, A10 y All (variantes 1,2 y 4). La linea roja indica el peso molecular donde

aproximadamente deberian aparecer las bandas de cada gen.

Tras esto, se llevo a cabo una comparativa de expresion de los
transportadores que habian sido detectados en las VSMC, pero esta vez con un 50 y
un 100% de confluencia de las VSMC. Este experimento, se plante6 a raiz de la
observacion de un menor transporte Na-dependiente antes de alcanzar la
confluencia (hecho profundizado en el punto 3.6. de esta subseccion de
resultados), por lo que se consider6 que quiza, si el transportador Na-
independiente era alguno de los estudiados, se encontraria sobreexpresado, o
como minimo, no menos expresado antes de llegar a la confluencia, que una vez se
hubiera alcanzado el 100% de la misma. Como se observa en la figura 39, los
unicos transportadores que no vieron disminuida su expresidn antes de llegar a la
confluencia fueron SLC26A10 y 11 (variantes I, Il y IV) y SLC4A2, y A7. Los SLC4
son transportadores que cotransportan cloro y bicarbonato sin gradiente
electroquimicol’?, mientras que del SLC26A10 se considera un pseudogenl!’3, pero
SLC26A11 transporta sulfato, y en menor manera carbonato y cloro, siendo

también electroneutro.
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Figura 39: Expresiéon de RNA los miembros de la familia SLC26 expresados en VSMC, asi como de
SLC4A2, A3 y A7, antes (histograma de la derecha) y después de la confluencia(histograma de la
izquierda) en cultivo celular. Antes de llegar a la confluencia se aprecia una expresion
significativamente menor de SLC26A2, A6, A8 y de SLC4A2, por un test t de student (p<0.05) entre

la expresion del mismo gen en las dos condiciones.

3.5. TRANSPORTE DE Pi EN AUSENCIA DE CLORO EN VSMC

Asi como para el estudio Na-independiente de Pi habiamos sustituido el Na*
por colina, gracias al uso de cloruro de colina en lugar de cloruro de sodio, para
estudiar el efecto del ion Cl- tuvimos que usar una sal diferente, ya que no se
comercializan colinas con aniones diferentes. Por ello utilizamos la sal usada
muchas veces como alternativa a la colina, la N-metil-D-glucamina como cation,
pero neutralizada con acido gluconico en lugar del habitual acido clorhidrico. Sin
embargo, también estudiamos el efecto de la N-metil-D-glucamina neutralizada
con HCI para aislar el posible efecto de la N-metil-D-glucamina (Figura 40 A). Los
resultados obtenidos fueron totalmente inesperados, produciéndose un aumento
del 32P detectado al usarse el gluconato de N-metil-D-glucamina en lugar del
cloruro de colina, pero no con cloruro de N-metil-D-glucamina. Por lo tanto, en
ausencia de Cl- ocurre una acumulacidon celular de Pi. Ante este hallazgo, se
procedié al estudio del transporte Na-dependiente en ausencia de cloro,
eliminandose el cloruro sddico, y afiadiéndose al sistema NaOH neutralizado con
acido gluconico. Los resultados obtenidos fueron en la misma linea de lo
observado en el componente Na-independiente, aumentando la acumulacion de Pi
en ausencia de cloro (Figura 40 B). De estos hallazgos surgié la hipotesis de la

existencia de un sistema cloro-dependiente de salida de Pi, de tal modo que al
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eliminar experimentalmente el cloro extracelular, las VSMC acumularian el Pi

transportado normalmente al interior celular sin poder expulsarlo.

Pi transport in abscence of CI
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Figura 40:. Transporte en ausencia de cloro, ANOVA p<0.0001. Se observa un aumento de la
detecci6 de 32P tanto en el transporte total, como en el desglose de sus componentes por medio de

un test de Tukey (p<0.0001).

3.6. VARIACION DEL TRANSPORTE DE Pi EN VSMC ASOCIADA AL
PORCENTAJE DE CONFLUENCIA

Como consecuencia de la plasticidad fenotipica que presentan las VSMC
(comentada ya a lo largo de esta tesis), se consideré de interés estudiar el
transporte de Pi en diferentes porcentajes de confluencia de las células (estando
estos porcentajes asociados a un fenotipos contractil en el caso del cultivo 100%
confluente y a un fenotipo de tipo proliferativo antes de llegar a la confluencia
total), intentando establecer posibles cambios del componente Na-dependiente e
independiente. Para esto se midi6 el transporte en presencia de sodio o de colina
en VSMC con 50% o 100% de confluencia. En ausencia de sodio no se aprecid
cambio alguno, pero al calcular el componente Na-dependiente, se observdé como
ambos componentes transportaban 32P a partes iguales antes de llegar a la
confluencia, pasando a ser un aproximadamente un 70% asociado al componente

Na-dependiente y un 30% el Na-independiente, una vez alcanzado el 100% de
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confluencia y a una concentracion de sustrato de 50 uM (Figura 41).
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Figura 41: Variacién del transporte de Pi con la confluencia, ANOVA doble p<0.0001. En el andlisis
intragrupal del componente Na-dependiente (colina) y el Na-indpendiente (neto), se observa una
disminucién del transporte asociado al componente Na-independiente, creciendo el asociado al Na-

dependiente, cuando se alcanza el 100% de confluencia, por un test de Tukey (p<0.05).

3.7. EXPRESION DE TRANSPORTADORES Na-DEPENDIENTES DE Pi SEGUN
LA EL PORCENTAJE DE CONFLUENCIA DE VSMC

Debido a las diferencias observadas en el transporte Na-dependiente en
funcion del grado de confluencia celular, decidimos estudiar la expresién de ARN y
de proteina de los principales transportadres de Pi en presencia de Na en VSMC.
Como se ha comentado a lo largo de este trabajo, las VSMC presentan una gran
plasticidad fenotipica como consecuencia de multiples factores externos, entre
ellos el grado de confluencia. Durante su divisién estas células presentan menor
cantidad de proteinas contractiles como calponina, SM22a, a-actina, ... Es decir,
presentan el denominado fenotipo proliferativo, en el que se ha encontrado
sobreexpresada por ejemplo la MGP. Por ello, estudiamos también la expresion de

estas proteinas a fin de confirmar que los hallazgos encontrados estaban
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relacionados con los tipos fenotipicos previamente descritos”.14.

Para estudiar los cambios de expresion del ARN, llevamos a cabo una
retrotranscripcion del ARN total purificado a partir de cultivos de VSMC en 100% y
50% de confluencia. Con el ADNc obtenido llevamos a cabo PCR en tiempo real de
Pit1, Pit2, calponina, SM22q, a-actina y MGP. Los resultados muestran un aumento
significativo de las proteinas contractiles (calponina, SM22a, a-actina) y de los
transportadores de Pi (Pitl y Pit2), en los lisados de 100% de confluencia en
comparacion a los de 50% de conflencia. Por el contrario MGP se encuentra
aumentada significativamente en los cultivos de VSMC con un 50% de confluencia
(Figura 42 A).

Por otro lado, los WB obtenidos de cultivos con condiciones iguales a las
que se habian utilizado para obtener el ARN y para estudiar el transporte segtin la
confluencia, mostraron cambios similares a los obtenidos en la expresion de
ARN(Figura 42 A), con la excepcidn de la calponina, que no mostré cambios de
expresion (Figura 42 B). Todo esto demostr6 que para el estudio del transporte de
Pi en VSMC, hay que poner especial atencidon en la confluencia utilizada, puesto que

ésta afecta directamente al transporte de Pi, de Pit1 y Pit2.
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Figura 42: (A) Diferencias en la expresién de ARN. En 100% de confluencia se observa una mayor
expresion de todos los casos, excepto en el de Pit2, que no varia, y en el de MGP, que se encuentra
menos expresada, por medio de un test t de student para cada gen. (B) Diferencias en la expresion
de proteina estudiada por WB. En 100% de confluencia se observa una mayor expresion de todos
los casos, excepto en el de Pit2y calponina, que no varian, y en el de MGP, que se encuentra menos

expresada, por medio de un test t de student para cada gen.
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V. DISCUSION






PARTE 1. SOBRE EL ANALISIS DEL METODO DE
CALCIFICACION VASCULAR IN VITRO

En esta primera parte de la tesis, se estudiaron los sucesos que tienen lugar
durante la calcificacion de VSMC in vitro con altas concentraciones de Pi (es decir,
el modelo de CV in vitro propuesto por la doctora Giachelli'*? y cuyo uso se
encuentra tan extendido en el estudio de esta enfermedad), para intentar aunar los
resultados obtenidos por medio de este método y compararlos con los datos que se
conocen de los sucesos in vivo. Los resultados de estos estudios mostraron una
gran correlacion entre la concentracion de Pi y la precipitacion de Ca/P, la
formaciéon de depositos de calcio y la muerte celular (Figura 3); que el aumento
significativo de la muerte celular empieza tras la nucleacién del calcio y la
formacién de depésitos (Figura 7 y 14), que la muerte celular es proporcional a la
cantidad de estos depositos (Figura 5A), y que la muerte celular se evita mediante
el inhibidor de la calcificaciéon PPi (bajo cualquier concentracién de fosfato de las
utilizadas en este estudio) (Figura 15 A). Del conjunto de estos hallazgos, se
desprende que la muerte celular observada en cultivo no esta causada por la
citotoxicidad del Pi, sino por la precipitacion de Ca/P. Para confirmar esta idea,
otras posibles causas de la muerte celular durante la calcificacion, como podrian
ser un déficit de Pi o de Ca?* (por secuestro durante la precipitacion y formacion de
cristales, por ejemplo), fueron descartadas (Figura 17), puesto que, aunque se
observo una bajada importante del calcio del medio (no asi del Pi), y esta generd
un aumento de la muerte celular, dicho aumento fue muy inferior al que detectado
en el método de calcificacion de VSMC con alto Pi.

Asi mismo, para que se produjera el aumento de expresion de osteogenes
(en las célula supervivientes) previamente descrito en este método in vitrol40.174,
fue necesaria la formacion de precipitados en el medio (Figura 2 y 14), puesto que
la aparicion de éstos es muy anterior al comienzo de los cambios de expresion. Los
mecanismos por los que esta transdiferenciacion tiene lugar pueden ser, o bien por
endocitosis de los nanoprecipitados, o bien por dafio mecanico de los depdsitos, o
por ambos. A pesar de que es posible que los cambios sean provocados por los
precipitados depositados, parece mas probable que los causantes (al menos

inicialmente) sean los nanoprecipitados en suspension, dado que éstos comienzan
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a producirse antes de las 48 horas en todos los casos (incluida la condicién de 2
mM de Pi en MEM), mientras que los depdsitos aparecen en MEM tras 10 dias de
incubacion (Figura 3B). Si bien la expresion de ARN de los osteogenes Runx2 y
Msx2 aparece aumentada también a los 10 dias, el aumento de esta expresion en el
caso de TNAP se produce a los 8 dias de incubacién (aunque su actividad se ve
aumentada ya a los 4 dias como se observa en la figura 15 B). Debido a la
diversidad de parametros envueltos en esta calcificacién in vitro, para mayor
claridad se comentara el papel de cada uno por separado, para acabar citando las

conclusiones globales extraidas de este estudio.

PAPEL DE LA SOBRESATURACION

La nucleacién de particulas de Ca/P como particulas en suspensién (Figura
14) parece ser un suceso clave durante la calcificacion de VSMC in vitro. En
nuestros estudios, hemos observado que la formacion de depositos de Ca/P es una
consecuencia de la precipitacion homogénea de estas nanoparticulas de Ca/P
(dado que cuando las condiciones termodinamicas no son propicias para la
precipitacién, no se observa formacion de depdsitos en ningun caso, véase la figura
9), quedando pendiente el estudio de la participacion, y en su caso, importancia de
posibles precipitados heterogéneos en los que estén envueltos restos celulares. Por
lo tanto, y dada la importancia de estos precipitados, consideramos conveniente un
analisis de los eventos desde un punto de vista termodindamico, para esclarecer las
especies moleculares implicadas, y si existe alguna similitud con lo sucedido in
vivo.

Un parametro importante para la precipitacion es la sobresaturacion. Esta
consiste en la concentracion de especies precipitantes que se encuentran por
encima del punto de saturacién en una solucién (o en nuestro caso, en un medio de
cultivo), como se ha definido en la tabla 1. La sobresaturacion se calcula
normalmente respecto a ciertas especies cristalinas!’>, en el caso del Ca y el Pi, ésta
es normalmente fosfato dicalcico dihidratado (DCPD; CaHP042H20). Sin embargo,
los resultados previos de microscopia electronica de transmision en otros
estudios!#8, dejan claro que la primera fase en precipitar es el fosfato calcico

amorfo (ACP). Por lo tanto, el valor mas relevante de sobresaturacion en nuestro
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caso deberia ser el de ACP, no el de la hidroxipatita (HAP) como se ha comentado
en los estudios in vivol’6. Mientras el HPO4?- es la Unica especie de fosfato en el
DCPD, varias técnicas de caracterizacion como Resonancia Magnética Nuclear de
31pil77 y difraccion de rayos X, han mostrado que ACP esta compuesto
mayormente, si no uUnicamente, por PO43;, resultado que concuerda con una
publicacion reciente basada en el método de CV in vitro estudiado, en la que se
utilizaron condiciones muy exageradas de calcificacion!’8. Este dato es crucial para
predecir la precipitacion con diferentes condiciones de pH, puesto que la
concentracion de HPO42 apenas varia en las condiciones de pH de interés en
nuestro estudio (7.4-8.7), por lo que la sobresaturacién de DCPD no se encuentra
modificada; pero por otro lado, la concentracion de las especies de PO43- se ve 10
veces incrementada, y por lo tanto la sobresaturacion y por ello la precipitacién de
ACP se vera asi mismo incrementada de forma dramatica en estas condiciones no
fisiologicas de pH. El producto de solubilidad de ACP no ha sido establecido
claramente, pero si que podemos utilizar para calcularlo el producto de actividad
ionica, asi como un producto de solubilidad (Ksp), como ha sido propuesto!’® para
T2= 372C y pH = 7.4 . Los valores de sobresaturacion en los medios utilizados en
este trabajo (MEM, DMEM y DMEM-F12), han sido estimados para ACP y otras
especies precipitantes de Ca/P (Tabla 1) con respecto a los valores de pH que se
midieron en la campana y en la estufa de CO; de cultivos. Estos medios fueron
utilizados con diferentes concentraciones de Pi (1-3 mM) asi como de bicarbonato
(MEM, 26.19 mM; DMEM, 44.05 mM;DMEM-F12, 14.29 mM). Tanto en MEM como
DMEM, no se observa sobresaturacion respecto a ACP en el pH de equilibrio (pH®),
en la estufa de CO; con el bicarbonato correspondiente a cada medio (Tabla 1). Sin
embargo, durante el tiempo que transcurre hasta que se alcanza este pH de
equilibrio, el pH alcalino previo induce valores de sobresaturacion elevados a 2 y 3
mM de Pi con respecto a ACP. En DMEM, los valores de sobresaturacion son
considerablemente mayores que para MEM. Es importante remarcar que los
valores de sobresaturacion para DCPD tanto en MEM como en DMEM son similares
y mayores que 1 (es decir que esta supersaturado) en presencia de 2 mM de Pij,
incluso con en el pH de equilibrio. Ademas de esto, se ha observado con TEM que
los precipitados amorfos estan continuamente transformandose por reacciones en

fase solida (es decir, cristalizando). Estos cristales van haciéndose cada vez mas
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densos y mas ricos en Ca?* hasta que, con el paso del tiempo se convierten en HAP
cristalina. De forma paralela a este proceso de densificacion, la solubilidad de los
precipitados va disminuyendo, y consecuentemente la sobresaturacion se
incrementa hasta que alcanza los valores correspondientes a HAP. En a tabla 1 se
observa que todas los medios se encuentran altamente supersaturados con
respecto a HAP. Por lo tanto, a medida que la estructura del precipitado se
aproxima a la de la HAP, la precipitacion sera dificilmente revertida por cambios
moderados de pH (como los que observamos en nuestro caso), y continuara hasta
que los valores de Ca?* y Pi del medio alcancen valores muy bajos. En resumen, la
precipitacion espontanea de Ca/P encontrada en los depdsitos de los experimentos
de calcificacion, generados en MEM, y especialmente en DMEM, pueden ser
debidos a un aumento en el pH, incluso si este aumento es transitorio, dado que la
sobresaturacion de ACP se incrementa rapidamente cuando el pH se encuentra
alrededor de 8.0. Por lo tanto , el uso de medios (MEM y sobre todo DMEM) con
altas concentraciones de bicarbonato no es adecuado para los estudios de
calcificacion. Por otro lado, medios con bajas concentraciones de bicarbonato, pero
que utilizan HEPES como tampdn, como es el caso del DMEM F12, no presentan

estos problemas.

PAPEL DEL pH

Durante la preparacion de los medios de cultivo celular altos en Pi, a partir
de medios comerciales en la campana de flujo laminar, estos experimentan un
aumento drastico del pH. Esto es debido a que el pH de las soluciones que
contienen bicarbonato, es muy dependiente de la presién de COz, como puede ser

deducido del siguiente equilibrio:

CO2(g)<> COz2(aq)+H20<>H2C03<> HCOz +H*
El H2CO3 se descompone en H20 y COz (aq), y la cocentracion de CO; (aq) depende
de la presion de CO; gas. Cuando la presion de COz es baja (por ejemplo en el

ambiente, donde es de 0.04% aproximadamente), el CO: soluble se libera

gradualmente en la atmosfera, y el equilibrio se ve desplazado hacia la izquierda,
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con el consecuente consumo de H* y la basificacion del medio. Por lo tanto, en los
medios tamponados con bicarbonato, como son el MEM y el DMEM, el pH final
dependera del contenido de bicarbonato inicial y la presidn parcial de CO,
adicionalmente a otros agentes como la humedad ambiental (del 100% en la estufa
de CO2), la temperatura, la presencia de otros tampones y/o de suero y la actividad
metabolica de las células. Esto demuestra que MEM y DMEM no pueden alcanzar el
mismo equilibrio, puesto que DMEM practicamente dobla la concentracién de
bicarbonato a MEM. Esta es la razén por la que se recomienda utilizar MEM con
una presion parcial de COzde un 5% y DMEM con un 10%. A pesar de todo, incluso
usando MEM con 5% de CO2, hemos observado ligera alcalinidad durante los
cambios de medio (Figuras 11y 12).

Debido a los resultados comentados hasta ahora, se decidié medir la
evolucion del pH en el medio durante las maniobras habituales en el laboratorio,
por ejemplo, la preparacién de los medios (MEM, DMEM y DMEM F-12) a 379C en
la campana de flujo laminar, tras lo que se introdujeron en el incubador de CO>
(5% COg, 372C), donde se midi6 de forma continua el pH anotandose los resultados
de forma periodica, y se obtuvieron los resultados de la figura 11. Fuera del
incubador, el pH de DMEM-F12 fue de 7.56m cercano al 7,4 esperado, mientras que
el de MEM fue de 8.41 y el de DMEM 8.67. En el incubador de CO, el pH bajo
lentamente, alcanzandose el deseado (7.4) tras 1 hora, sélo en el caso de DMEM F-
12. Sin embargo, el pH de MEM tras una hora fue todavia de 8.41 y el de DMEM
8.67. Los calculos de sobresaturacion indicaron que DMEM F-12 estaba infra-
saturado desde el comienzo con cualquiera de las concentraciones de Pi utilizadas.
Las soluciones de MEM, por otro lado, estaban infra-saturadas inicialmente s6lo en
el caso de 1 mM de Pi, descendiendo por debajo de la sobresaturacion tras
21minutos con 2mM de Pi o tras 40 minutos con 3mM. En el caso de DMEM, se
lleg6 a un punto de no saturacién con 1 mM de Pi tras 12 minutos, mientras que
esta cifra ascendié a 52 minutos con 2 mM, practicamente no llegando a estar en
ningiin momento por debajo de la sobresaturacion con 3 mM de Pi (puesto que el
pH en equilibrio es de 7.95, coincidiendo con el de la saturacidn).

En conclusion, la variacién de la presion de CO2 en medios con bicarbonato
podria ser la causa de los incrementos del pH observados durante los estudios de

calcificacion, y que ademas pueden llevar a la precipitacion espontanea de Ca/P
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tanto en MEM, como en DMEM. Por otro lado, las variaciones de pH en DMEM F-12

son mas pequeiias, y el pH se mantiene cercano al deseado (7.4).

PRECIPITACION HOMOGENEA

En primer lugar, queremos enfatizar que la existencia de sobresaturacion
no implica en todos los casos la precipitacidn, porque hay siempre un periodo de
induccién y una barrera de nucleacion, los cuales pueden verse disminuidos en la
nucleacion heterogénea, asi como en presencia de promotres de dicha nucleacion,
como células muertas, proteinas estructurales, etc. Del mismo modo, la
sobresaturacion necesaria para el crecimiento de las particulas es bastante baja,
por lo que la precipitacion continuara en presencia de precipitados iniciales
incluso con supersaturaciones muy bajas. Si bien nosotros no hemos estudiado
esta posibilidad, el carbonato de calcio podria tener este papel, puesto que la
disociacion del ion HCO3- produce iones CO3?- que en presencia de Ca?*, podrian
causar la precipitacion de CaCOs. Por lo tanto, utilizamos datos termodindmicos
previamente publicados!’® y calculamos la concentracion de CO3%* y la
sobresaturacion de CaCOs en los 3 medios estudiados. Los resultados mostraron
que la concentracion del ion carbonato aumenta exponencialmente con el pH, que
la sobresaturacion de CaCO3 también se ve aumentada sustancialmente con el pH y
que la sobresaturacién es mas alta para DMEM que para MEM. En el caso de MEM,
por ejemplo, la sobresaturacién de CaCOzes 2.86 a pH 8,y de 1.44 (1.89 en DMEM)
a pH 7.4. Por lo tanto, en MEM, y en mayor grado DMEM, estan ya supersaturados
para CaCO3 con un contenido de Ca?* de 1.8 mM, y tal como sucede con el Pj, la
sobresaturacion se incrementa rapidamente con el pH. A pesar de esto, el CaCO3
solo precipitara cuando la superaturacion traspase la barrera de la nucleacion, y
cuando esto suceda, servira como nido para la precipitacion heterogénea de Ca/P.
Los bajos indices de Ca/P encontrados en los precipitados iniciales son una
muestra indirecta de que la concentracion de CaCOs es baja, pero aun asi esto no
elimina la posibilidad del carbonato calcico como base para la precipitacion de
CaCOs3. De todos modos, el riesgo de precipitacion del CaCO3z no hace mas que

contraindicar de nuevo el uso de medios con altas concentraciones de bicarbonato.
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Los resultados experimentales de nucleacion y precipitacion in vitro (Figura
14) coinciden cualitativamente con nuestros analisis termodinamicos. La
precipitacion esta claramente aumentada en DMEM con respecto a MEM, y como
se predijo, los medios con 1 mM de Pi no precipitaron durante los tiempos en los
que se desarroll6 el experimento. En presencia de 2 mM de Pi en MEM, los calculos
indicaron que ACP no se encuentra saturado en el pH de equilibrio en la
incubadora de COq, pero a pesar de esto, desde su preparacion en la campana de
flujo laminar, pasan 21 minutos hasta que se alcanza este equilibrio, y durante este
tiempo, existe sobresaturaciéon para ACP. Ademads, se observaron nucleaciones
detectables tras un “largo” periodo de incubacién (tras 24 horas o mas sin células,
o de las 48 horas en adelante en presencia de células), permaneciendo estables en
suspension tras 6 dias en MEM sin células. En MEM con 3 mM de Pj, los valores de
sobresaturacion eran mayores y al menos durante 40 minutos desde su
produccion en la campana de flujo laminar, comenzando a detectarse las
nucleaciones a las 6 horas en la incubadora y visibles al ojo humano en el fondo del
pocillo a las 48 horas. El caso de DMEM con 2 mM de Pi es similar al de 3 mM de Pi
en MEM, pero la sobresaturacién de CaCO3 es mayor, lo que se ve reflejado en los
experimentos por medio de una reduccion del tiempo de induccidn, apareciendo
precipitados tras 24 horas (en lugar de las 48 de MEM). El efecto del tipo de medio,
como se ha mostrado y la concentracidn de Pi en él, también se ve reflejada en la
cristalinidad de los depositos, como muestra el patrén de difraccion de electrones
(Figura 18 B). El analisis detallado de la ultraestructura revel6 el tipico proceso de
precipitaciéon de Ca/P, comenzando con la formacion de un precipitado laminar de
baja densidad y con bajo ratio Ca/P, continuando con la formacién de
nanoparticulas de Ca/P, que no son aun cristalinas (sino amorfas), y acabando
(tras pasar cierto tiempo y con el elevado pH) en particulas poco desarrolladas en
forma de varilla, que se organizarn radialmente en forma de “esferolitos” con un
ratio de Ca/P de 1.7 (similar al de la hidroxiapatita). Estas varillas parecen estar
formadas por acumulacion de nanoparticulas redondeadas, en un proceso que
requiere tiempo y condiciones propicias para la precipitacion. De hecho, las
particulas de hidroxiapatita se forman soélo tras pasar cierto tiempo, por

densificacion y reorganizacion de las particulas en planos cristalinos.
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PARTICIPACION CELULAR

Dado que la aparente nucleacion espontanea en el medio de cultivo
(insistimos, precipitacion homogénea) es iniciada por ligeros cambios en el pH y
depende de la disponibilidad de iones Pi (con la posible colaboracion de la
sobresaturacion de CaC03z), el papel de las células en este modelo experimental
debe ser aclarado. Tradicionalmente se ha aceptado la necesidad de una matriz
extracelular que actie como promotora de la calcificacidn, pero ésta no es la causa
de la nucleacion de Ca/P in vitro siendo esta un proceso independiente a la
presencia de células. El modelo de calcificacion in vitro crea un ambiente muy
hostil para las células, las cuales no consiguen manejar el pH y la precipitacion de
forma efectiva, como se observa al comparar los resultados obtenidos en medios
con y sin VSMC (o con células muertas). La mayor formacién de precipitados fue
inicialmente interpretada como la consecuencia de la pérdida de capacidad de
sintesis de inhibidores de la calcificacion por parte de las VSMC!®l, pero los
resultados que hemos obtenido en este trabajo demuestran que un incremento en
el pH del medio en presencia de células muertas juega un papel principal (figura
10 B). El pH del medio crece también con la calcificacion, probablemente asociado
a una mayor muerte celular (figura 13 A) y la consecuente pérdida progresiva del
control del pH. Los resultados de este trabajo muestran que presumiblemente las
primeras etapas de la calcificacién in vitro son eventos espontaneos de nucleacion
y crecimiento cristalino debido a periodos de alcalinizacion del medio en el que se
induce sobresaturacion. Estas precipitaciones inducen transdiferenciacion y/o
muerte celular, dependiendo de la cantidad de los mismos. Los cambios fenotipicos
podrian participar en la calcificacion heterogénea, y por lo tanto, explicar la
formacién de precipitados de Ca/P tras 12 dias en medio MEM, en presencia de
VSMC. La nucleacion del calcio en estas condiciones es escasa, y en este estudio fue
detectada unicamente justo cuando se suele cambiar el medio (a las 48 horas). Sin
embargo, es posible que las recién formadas nucleaciones de 100 nm sean
internalizadas por las células y que tras cierto tiempo, induzcan
transdiferenciacion y expresion de proteinas relacionados con la osificacion. Por
ejemplo, la actividad de TNAP esta aumentada a los 4 dias, pudiendo esto favorecer

la nucleacién y formacion de depositos de Ca/P induciendo la hidrolisis del
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inhibidor de la calcificacion, PPi. De hecho, la inhibicién por medio de farmacos de
TNAP, previene parcialmente la calcificacion de VSMC in vitro provocada por 3 mM
de Pi en MEM180,

A pesar de la participacion celular en las etapas finales de la calcificacion in
vitro, la formaciéon de nucleaciones en medios alcalinos es necesaria en esta
“calcificacion”, como se extrae de que la calcificacion jamas tiene lugar en medios
con bajo bicarbonato como DMEM F12. Este medio mantiene como hemos
comentado el pH en un rango fisiol6gico, manteniendo el ACP por debajo de la
saturacion incluso en presencia de 3 mM de Pi, y, consecuentemente evita la

calcificacion in vitro tras 3 semanas de inubacion con 2 y 3 mM de Pi.

RELEVANCIIA RESPECTO A LOS SUCESOS IN VIVO

La nucleacion espontanea, y por lo tanto la precipitacion homgénea no es
posible en la sangre, incluso en condiciones hiperfosfatémicas. Para empezar, el
calcio libre total (Ca%*) que contiene la sangre se encuentra enormemente
controlado y apenas pasa de 1.25 mM, mientras que MEM y DMEM contienen 1.8
mM. En segundo lugar, el pH esta asi mismo controlado y jamas alcanza las
condiciones de alcalinidad presentes en los medios al ser preparados. También, el
contenido de Pi en las hiperfosfatemias mas graves rara vez alcanza la
concentracion de 2.5 mM e incluso bajo esas condiciones extremas, la sangre no se
encuentra supersaturada con respecto al ACP (Siacpy = 0.53). Entonces ;cual es la
relacion entre la CV y la formacion de precipitados de forma espontanea in vitro?
Existen diferentes tipos y causas de calcificaciones ectopicas, y cuando esta
relacionada con la ERC, la calificaciéon va en muchas ocasiones relacionada con la
hiperfosfatemia. Sin embargo, la patogéneis de la ERC es muy compleja y
adicionalmente al Pi, existe una acumulacién de productos de desecho (las
conocidas como “toxinas urémicas”), las cuales pueden inducir la
transdiferenciacion y calcificacion de VSMC in vitro!8l. La composicion del plasma
sanguineo es mucho mas compleja que la de los medios de cultivo, presentando
otras proteinas, solutos e inhibidores de la calcificacidn, los cuales participan en el
proceso de calcificacion, ademas de como deciamos, un pH mucho mas controlado,

siendo todo suficiente para prevenir la precipitacion. Finalmente, la presencia de
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otros tipos celulares (ademas de las VSMC), otras estructuras criticas para la
nucleacion (véase las fibras de elastina), y los mayores periodos de exposicion a las
alteraciones (el desarrollo de la enfermedad en humanos dura muchos afios), todo
ello constituye un conjunto de condiciones en las que se produce la CV in vivo muy
diferentes a las que se existen en este modelo in vitro.

En consecuencia, si la precipitacion homogénea no tiene lugar in vivo, la
calcificacion que tiene lugar en las arterias tiene que producirse como
precipitacion heterogénea mediada por células, por lo que la utilidad y relevancia
de este modelo debe ser aclarada y definida y la utilizaciéon de las condiciones
(como la concentracidn de bicarbonato o Pi), adecuadas a los sucedido in vivo. Por
ejemplo, las condiciones de pH deben ser similares a las que se encuentran en los
pacientes urémicos, es decir condiciones similares a la acidosis metabdlica. Como
hemos indicado previamente, el ACP no esta saturado a pH 7.4, por lo que a menos
que se produzca un cambio masivo del pH local en la media de las arterias, seria
imposible la precipitacion de esa especie en condiciones ain mas acidas. Con
respecto a las concentraciones de calcio y al fosfato, el calcio ionizado (el 50% del
calcio total) en humanos sanos, presenta una concentracion de 1.05 a 1.25 mM en
la sangre (mientras que MEM y DMEM contienen 1.8 mM de CaClz), y esta no se ve
aumentada (sino que en ocasiones desciende) en la ERC. El rango normal de Pi en
la sangre va de 0.9 a 1.45 mM pero en los pacientes con ERC, 1.13 mM se encuentra
ya asociado con un incremento del riesgo de muerte!82; asi mismo, 2 mM es comtn
en pacientes en grado 4 y 5 de ERC y 3mM (9.29 mg/dL) es bastante excepcional.
Ademas, la fuerza idnica de calcio y fosfato asi como la formacion de CaHPO4
soluble, se ve drasticamente reducida, disminuyendo aun mas las probabilidades
de precipitacionl’é. Sin embargo, podemos asumir que las fuerzas ionicas (y los
coeficientes de actividad) en los medios de cultivo y en la sangre son similares,
basados en la concentracion de NaCl y KCl. Como conclusion, para intentar imitar
las condiciones in vivo, las VSMC deben ser incubadas en medios calcificantes que
contengan una fuerza ionica de 1=0.15 M, aproximadamente 1.25 mM de calcio y
aproximadamente 2 mM de Pi, condiciones de quiescencia (SFB<0.5%), ademas de
un pH a 37 2C que se mantenga de forma apropiada a 7.4, y agentes inductores de

la transdiferneciacion celular y la calcificacion especificos como el suero urémico.

124



En resumen, hay que admitir que a pesar de una intensa investigacion en el
campo de la CV en los ultimos 15 afios, no se ha avanzado todo lo que se esperaria
y actualmente no existen terapias eficaces para prevenir o tratar esta enfermedad.
Creemos que el uso inadecuado del modelo de calcificacion in vitro, ha podido
poner freno a estos avances, creando incongruencias y artefactos que no se
corresponden con lo sucedido in vivo. De los resultados de este trabajo, podemos
concluir que la hiperfosfatemia acelera considerablemente la calcificaciéon pero no
la genera, y por lo tanto creemos que la investigacion se deberia enfocar hacia la

busqueda del verdadero causante de la patologia.
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PARTE 2. SOBRE LOS SUCESOS TEMPRANOS EN LA
CALCIFICACION VASCULAR EN RATAS CON NEFRECTOMIA 5/6.

Ademas de los problemas del método de calcificacion in vitro comentados
en la parte 1 de la discusion, otro de los factores que ha ralentizado los avances en
la comprensién y busqueda de un tratamiento efectivo para la CVM, es el hecho de
que gran parte de los trabajos publicados in vivo se han centrado en el estudio de la
enfermedad en un punto muy avanzado de la misma, cuando ya se observan
grandes formaciones cristalinas de Ca/P en la tinica media de las aortas (es decir,
cuando las tinciones de rojo de alizarina y von Kossa son positivas). Estos estudios
han propuesto una gran cantidad de sucesos y cambios patolégicos en las aortas
durante la CVM (cambios osteogénicos, formacion y calcificacion de vesiculas de
membrana,...), proponiendo asi mismo diferentes rutas patogénicas y moléculas de
interés, tanto en modelos animales (knok-out, induccién quimica de ERC,
nefrectomia parcial...), como en pacientes humanos. Pero a pesar de esto, aiin no
se ha identificado dianas farmacologicas utiles de tratamiento y mucho menos para
revertir la calcificacion (con la excepcidon quiza de los prometedores hallazgos
realizados por dos equipos diferentes en el que, utilizando modelos alternativos se
revirtio la CV por medio del diurético e inhibidor de la anhidrasa carbonica,
acetazolamida, por medio de la induccién de acidosis83184). Todo esto, sumado a
los hallazgos del profesor Hruska, el cual demostr6 que en los primeros estadios de
la ERC la concentracion de calcio comienza a aumentar en las arterias mucho antes
de que la calcificacion sea detectable por medio de tinciones tradicionales!85, hizo
que nos plantearamos un estudio descriptivo de los cambios mas tempranos que

tienen lugar en la CVM de la aorta.

Para este estudio elegimos el modelo animal que a nuestro juicio, sin ser
una réplica exacta de los sucesos en la ERC, es mas realista. Este modelo animal, se
basa en ratas a las que se les practica una nefrectomia 5/6 (simulando la pérdida
del 83% de las unidades funcionales renales) y que ademas son alimentadas con
pienso que contiene un 1.2% de Pi (mas alto de la ingesta diaria recomendada,
como el de la dieta occidental humana). Si bien en este modelo el animal se pierde

de forma radical un 83 % de las nefronas, las que quedan disponibles son unidades
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funcionales sanas que se van degradando progresivamente con el paso del tiempo
y simulan el avance de la ERC, como se ha comprobado con el aumento progresivo

de la creatinina y la urea en la Figura 31.

Uno de los propositos de este estudio fue aclarar el orden de los eventos en
el comienzo de la CVM, es decir ;Se produce antes la transdiferenciacion de las
VSMC, o la formaciéon de depositos de Ca/P en la aorta3s? Ya en el estudio centinela
realizado para establecer los puntos temporales de interés detectamos un aumento
de la TNAP previo al aumento del calcio cuantificado en las aortas. Estos resultados
quedaron confirmados en el experimento principal, cuando en el primer punto
temporal (11 semanas tras la nefrectomia), a pesar de no detectarse un aumento
en la concentracion de calcio (Figura 21A), ni localizarse ningin depésito de Ca/P
por FSEM, en las aortas de los animales nefrectomizados, se observé un aumento
en la expresion de TNAP, tanto por PCR en tiempo real (Figura 22 A) como por IHC
(Figura 28 A). Ademas, se realizaron dos tinciones (Azul rapido RR y NBT/BCIP)
para la deteccion de la actividad de TNAP con propoésito confirmativo,
observandose un aumento de la actividad que coincide con el aumento observado
en la expresion (Figura 29). Todo ello corroboro6 la idea de que los cambios en la
expresion génica y proteica preceden a la formacion de depdsitos de Ca/P en las
arterias.

Ademas de la TNAP, a las 11 semanas se observé un aumento de la
expresion de ARN de Dkk1l (decimos aumento pero bien se podria considerar
aparicion, dado que los controles presentan una expresion minima). El Dkk1 es un
inhibidor de la ruta de sefializacibn Wnt-f3-cateninas, cuya expresion se habia
descrito en valvulas cardiacas calcificadas y en VSMC calcificadas in vitro, pero no
en arterias!8¢187. Los estudios sobre el papel de Dkk1l en la CV son confusos y
presentan algunas contradicciones. Por ejemplo, la sefializacion positiva de Wnt-f3-
cateninas aumenta la densidad dsea (activando la osteoblastogenesis, aumentando
la proliferacién osteoblastica...) y su inhibicién por parte de Dkk1, esclerostina, etc,
disminuye dicha masa 6seal88189 por lo que en parte Dkk1l es considerado un
inhibidor de la osificacion e inductor de osteoditrofial®®. Volviendo a la CV,
también existen estudios de calcificacion in vitro'®® con VSMC en los que la

incorporacion de Dkk1 frena el avance de la “calcificacion”, asi como algunos in
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vivo, basados en el modelo murino de diabetes LDLR-/- en los que al administrarle
Dkk1 exdgeno se inhibian los cambios osteogénicos en la aortal®’. Si bien este
papel inhibidor de la CV es probablemente cierto, los métodos de estudio,
utilizados con cantidades excesivas de Pi en el medio in vitro (generando artefactos
experimentales como se ha comentado en el primer punto de la discusion) y con
un modelo knock-out de T2D in vivo (el cual se encuentra en un contexto diferente
ala ERC), hacen que otros estudios pongan estos hallazgos en duda.

Entre ellos se encuentra también un estudio del profesor Hruska®l, en el
que se utilizo el mismo modelo de raton diabético LDLR-/- pero con nefrectomia
5/6 para inducir ERC. En este modelo, al administrar un anticuerpo especifico anti-
Dkk1 a estos animales, se previno la ERC-MBD. En otro articulo publicado por Su-
Li et al.125, Dkk1 inducia (por medio del bloqueo de Wnt7) la activacion de la
transicion endotelio-mesenquimal, la cual desdiferencia las células adrticas, para
que éstas posteriormente se diferenciaran hacia un fenotipo osteoblastico. Si bien
el estudio de Su-Li presenta posibles problemas en relacién a lo comentado en el
punto 1 de la discusién, al usar 5mM de p-glicerofosfato para inducir la
calcificacion celular in vitro, este autor aporta una idea muy interesante en la que
aparecerian dos etapas en la aparicién de la diferenciacidon osteoblastica: en un
primer momento Wnt estaria bloqueando la transicién endotelio-mesenquimal,
mientras que al aumentar Dkk1, y por lo tanto verse inhibida la ruta Wnt-§3-
cateninas, esta transicion se veria favorecida, produciéndose una
desdiferenciacion celular en las aortas. A continuacidn, y a medida que las células
se van desdiferenciando, se activaria la ruta BMP2-Runx2 comenzando los cambios
osteogéncos, y por lo tanto Wnt cambiaria su efecto pasando a ser un factor
favorecedor de la osificacion, mientras que Dkk1l pasaria a ser inhibidor de la

calcificacion (como se muestra en la siguiente imagen):
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Si bien esta hipdtesis requiere todavia ser confirmada con mas estudios,
segin nuestras observaciones se produce un aumento muy importante en la
expresion de ARN de Dkk1 en los animales nefrectomizados, durante las primeras
etapas de la CVM, para posteriormente descender (aunque esta expresion siga
aumentada con respecto a los controles), existiendo una gran correlacion de estos
cambios con los observados en TNAP (Figura 23 A). Una interpretacion de estos
resultados podria ser que, o bien Dkkl se ve aumentado como mecanismo
defensivo frente a una mayor expresion de TNAP, para bloquear la diferenciacion
hacia un tipo ostoblastico; o bien un agente desconocido induce un aumento de
Dkk1 que desdiferencia las VSMC arteriales y como consecuencia estas comienzan
a sobreexpresar la TNAP (las células mesenquimales producen gran cantidad de
fosfatasa alcalinal®l), activandose a continuacién los cambios hacia una
osteodiferenciacion (por la ruta BMP2-Runx2), tras lo que a medida que se
diferencian de nuevo, vuelven a descender su expresion de TNAP y Dkk1l
(recuperandose parte de la actividad Wnt, esta vez proosificante).
Independientemente del mecanismo por el que TNAP y Dkk1 participen en la CVM,
los cambios de expresion observados en las primeras etapas podrian indicar una
funciéon muy relevante CVM. Antes de continuar con la discusion, es importante
comentar que el Unico de los receptores de Dkk1l cuya expresion fue estudiada
durante esta tesis, el LPR6, no mostrd expresion en las arterias, a pesar de que se
ha descrito su presencia en ellas. Este hecho lo achacamos a una muy baja
expresion del receptor en los vasos sanguineos y en general en el organismo

(siendo su forma circulante la mas expresada), puesto que lo determinamos en
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varios tejidos de rata y sélo se logrd detectar, con grandes cantidades de ADNcy a
ciclos muy avanzados de PCR en tiempo real en higado y duodeno (sin expresion
en otros tejidos como yeyuno, testiculo, pulmén y rifiidn). Asi pues se asumié su
presencia en los vasos sanguineos a pesar de que no hayamos sido capaces de
amplificarlo. Por otro lado, el receptor de Activina tipo II (ActRII) si que fue, como
se esperaba, amplificado (Figura 27). Este receptor forma parte de la familia de
receptores para el TGF-f192, los cuales participan en la activacion de los factores de
transcripcion Smad, los cuales se encargan de la sefializacion en la ruta de
transformaciéon endotelio-mesenquimal.

Tras estos primeros cambios de expresion, se produjeron nuevos hallazgos,
como el aumento del calcio aértico (Figura 19 A) confirmado por la localizacion
por SEM y FSEM de los primeros depdsitos de Ca/P en las arterias (Figura 20). Este
hallazgo confirmo los resultados obtenidos por el profesor Hruskal8>, demosrando
que el comienzo de la calcificacién sucede previamente a la deteccidon de la misma
con las tinciones de rojo de alizarina y von Kossa. Las nanoparticulas de Ca/P se
encontraron en la zona celular de la media (correspondiente a las VSMC), pero
para su localizacion exacta en las células o fuera de ellas, se requiere un analisis
mas exhaustivo por TEM.

Asi mismo, los cambios celulares continuaron, con la sobreexpresion de
BMP2 (detectada tanto por PCR en tiempo real (Figura 24 A) como por IHC (Figura
28 B)) en las ratas nefrectomizadas, tras 12 semanas desde la nefrectomia, y por lo
tanto con la activacion de la ruta BMP2-Runx2 (este ultimo se encontraria
sobreexpresado a las 16 semanas, como se muestra en la figura 25 A), lo que
confirmaba lo observado por otros grupos!®3, aunque continda sin estar claro el
activador de esta ruta. HOXA10 ha sido descrito como un factor inducido por
BMP2, y que activa la expresion de Runx2!%4. En nuestro caso, si embargo,
HOXA10 aparecié expresado tanto en los controles como en la mayoria de los
grupos de nefrectomizadas pero su expresion fue minima y posterior a la Runx2
(Figura 26 D), Esto podria deberse a la existencia de otro factor inductor de la
expresion de Runx2, como por ejemplo ciertos factores de transcripcion Smad, o
las B-cateninal®® (pudiendo ser inducida por Wnt con actividad ligeramente
rescatada a las 16 semanas tras la nefrectomia por la disminucién de la produccion

de Dkk1 respecto a las 12 semanas), quedando HOXA10 en un lugar secundario en
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los primeros momentos de la transdiferenciacion en la CVM y adquiriendo un

papel activador adicional de esta diferenciacion.
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Asi mismo, tras la sobreexpresion de Dkk1 y TNAP, en el siguiente punto
temporal (12 semanas tras la nefrectomia), observamos un aumento de la
expresion de ARN que codifica la proteina reguladora del transporte de PPi, ANKH
(Figura 24 C). La proteina y su implicaciéon en la artritis fueron descritas por
primera vez en el afno 20001%, y desde entonces su implicacién en diversas
enfermedades generadas tanto por exceso como por defecto de PPi ha sido
ampliamente estudiada. A dia de hoy esta establecido que ANKH participa en la
salida de PPi intracelular, si bien otras funciones con relacion al PPi estan bajo
estudio. A pesar de que la forma en la que la producciéon de ANKH es sefializada no
estd en todos los casos clara (de hecho un articulo defiende que la expresion de
ANKH est3 disminuida en la CV, si bien de nuevo se trata de un articulo in vitro con
condiciones excesivas de Pil°7), un detalle muy interesante es su posible activacion
por TGF-p1°8, siendo éste un activador asi mismo de la ruta endotelio-
mesenquimal (como se ha comentado previamente). De nuevo, en este caso se
pueden proponer diferentes hipdtesis sobre la ruta de activaciéon de ANKH, pero el
origen de esta sefial creemos que puede estar relacionado con el aumento de TNAP
en las arterias, de forma que las células que conservan el fenotipo contractil

fisiol6gico, aumentan la salida de PPi al exterior como mecanismo defensivo frente
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a este aumento de TNAP y el desencadenamiento de la calcificacién que este podria
generar. De hecho, tras el primer pico de expresion de ANKH, 12 semanas tras la
nefrectomia, éste va disminuyendo de forma significativa, lo que podria estar
asociado con una pérdida progresiva del fenotipo contractil.

Otro gen relacionado con el metabolismo del PPi, es ENPP1 (Figura 26B), el
cual codifica la proteina ectonucleotido pirofosfatasa/fosfodiesterasa (eNPP1), que
genera PPi a partir de ATP. En nuestro caso, s6lo observamos aumento de la
expresion de ARN de ENPP1 a las 20 semanas, posiblemente asociado a que las
cada vez menos VSMC que van quedando con el fenotipo original, intentan frenar
la calcificacion produciendo mayor cantidad de PPi, dado que en ese momento sélo
con la translocacién del mismo no es suficiente. Tanto los resultados de ANKH
como los de ENPP1 parecen corroborar la ausencia de cambios detectados en el
PPi detectado en las aortas (Figura 21B), puesto que se intenta mantener la
concentracion de PPi en el ambiente celular, para frenar la formaciéon de
hidroxiapatita. La importancia del control de las concentraciones de PPi, podria
extrapolarse al PPi circulante (Figura 34B), en el que tampoco se observaron
cambios, puesto que dichos cambios podria tener consecuencias drasticas tanto de
calcificacion ectdpica masiva por defecto de PPi, como de osteodistrofia por exceso
del mismo.

Existe otra teoria, propuesta por el Dr. Millan!??, en la que tanto TNAP,
como ENPP1 y PHOSPHO1 (la tercera fosfatasa cuyo posible papel en la CV ha sido
estudiado), son los encargados principales de desencadenar las calcificaciones
ectopicas por un sistema en el que las tres proteinas participan de forma
organizada. En el sistema propuesto, el PPi generado por ENPP1, no seria mas que
“mas lefia al fuego” para TNAP, que lo degradaria, aumentando la cantidad de Pi
disponible en el ambiente para ser incorporado a las vesiculas de matriz, donde en
teoria se estarian generando los primeros cristales. Esta teoria tiene logica pero
presenta varios detalles a comentar. En primer lugar, la concentracién de PPi ya
hemos observado que se mantiene invariable en el tiempo, pero aunque para
mantener esta concentracion se generara mas PPi en la célula como consecuencia
de una destruccion masiva por parte de la TNAP, las concentraciones de PPi se
sitian en el rango de micromolar, generandose un aumento despreciable de la

concentracion de Pi al ser destruido. Ademdas, al menos en nuestro caso la
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distribucién temporal de los cambios no sigue el patréon propuesto por el Dr.
Millan, puesto que, si bien la TNAP se sobreexpresa en gran medida al principio, el
aumento de ENPP1 es mas tardio (a las 20 semanas tras la nefrectomia), y ademas,
a pesar de que en su articulo se considera que PHOSPHO1 y TNAP no tienen un rol
redundante, si que es cierto que segun lo observado en nuestro laboratorio,
PHOSPHO1 parece que podria correlacién negativa respecto a TNAP (Figura 23B),
casi desapareciendo en el momento de maxima expresion de la misma, y
sobreexpresandose al final (20 semanas tras la nefrectomia) cuando el aumento de
TNAP en el grupo de las nefrectomizadas es minimo respecto al grupo control
(Figura 24B). Por otro lado, PHOSPHO1 es considerada como una fosfatasa
colaboradora en la calcificacion fisioldgica (aunque no imprescindible, puesto que
su ausencia no implica desaparicion de la calcificacion), por lo que puede que las
VSMC transdiferenciadas a fenotipo osteoblastico comiencen a producirlas como
los osteoblastos verdaderos'®® aumentando la deteccion de PHOSPHO1 a medida
que se diferencian mayor numero de VSMC.

Por otro lado, las células mas diferenciadas hacia un fenotipo osteoblastico,
también fueron expresando otros genes propios de su linaje2%°, como puede ser la
osteopontina (OPN), la cual se encontr6 a las 20 semanas (Figura 26),
posiblemente asociado al aumento de la poblacién celular con fenotipo tipo
osteoblastico.

Otra pareja de genes sobreexpresados en los animales nefrectomizados, en
este caso 16 semanas tras la nefrectomia, fueron los transportadores Na-
dependientes de Pi Pitl y Pit2 (Figura 25B y C). Mucho se ha hablado del papel
estos transportadores en los experimentos de calcificacion vascular in vitro,
considerandose durante un largo tiempo los responsables de la calcificacion
vascular por aumento de la incorporaciéon de Pi a las VSMC, lo que en teoria
acababa desencadenando estrés oxidativo y apoptosis14%201. Como actualmente ya
sabemos, y se ha comentado previamente, estos experimentos in vitro han de ser
tomados con cautela, dados los graves errores experimentales analizados al
principio de esta discusién.. Ademas, como nuestro propio equipo publicé hace
afios, tanto Pitl como Pit2 se encuentran saturados en condiciones fisiologicas?>®,
y tras exponer a VSMC a varios factores considerados como procalcificantes, la

expresion de los mismos en la membrana celular in vitro, no cambiabal®®, y
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tampoco lo hacia la incorporacién de Pi a las VSMC (dado que para que existiera un
aumento de la incorporacién de Pi a la células haria falta una mayor nimero de
transportadores). En este caso, hemos detectado un aumento de la expresion de
ARN de ambos transportadores (no se pudo realizar el analisis por [HC debido a
que los anticuerpos no funcionaron bien para esta técnica, y tampoco para la de
inmunofluorescencia) en las aortas de animales urémicos, en los que se esta
produciendo una transicion hacia un fenotipo osteoblastico. Al ser un estudio
descriptivo, no se puede inferir ningun papel concreto para estas proteinas, si bien
con los datos conocidos hasta la fecha sobre ambos transportadores, podemos
especular varias posibles funciones. Por ejemplo, estos podrian estar aumentando
la incorporacién de Pi en las células de tipo osteoblastico para la formacién de
vesiculas calcificantes por mayor incorporacion de Pi, o bien podrian estar
frenando la cascada apoptotica inducida por TNFa157 (de hecho la sobreexpresion
de TNFa autocrino se detectd tras 16 semanas, como la de Pit 1 y 2 (Figura 25D),
aunque el TNFa circulante no se encontr6 alterado en los estadios de la ERC
estudiados (Figura 34A)), o bien podrian tener un papel sefializador desconocido.
Para confirmar cualquiera de estos papeles de Pitl y 2, estudios se requieren
estudios futuros funcionales, si bien es cierto que su sobreexpresion aparece
cuando la CV ya esta en marcha, por lo que su papel presumiblemente colaborador
pero no desencadenante de la misma, como podria desprenderse también del
aumento del Pi plasmatico tan solo en estadios avanzados de la ERC (Figura 32B).

Otra incégnita que deberia resolverse en el futuro es el papel de citoquina
TNFa durante la CVM. Si bien es posible que esté induciendo ciertas rutas
apoptdticas, en el hueso se considera que junto con NF-kf, presenta un efecto
anticalcificante, aunque insistimos que no esta claro su efecto en arterias (si bien
su importancia se ha estudiado mas en la CV de la intima), e incluso se ha
observado que en diferentes tipos celulares su presencia genera cambios
diferentes202,

Finalmente, de todos los resultados obtenidos, quedan por comentar los
cambios especificos de la ERC-MBD, es decir Klotho, FGF23, PTH, Ca y Pi.
Recientemente (hace unos pocos meses) se ha incluido a Dkk1, esclerostina,
ActRI],..., dentro de la ERC-MBD®198122  pero hemos preferido separarlo por el

momento dentro de su propia seccion, debido a la descripciéon tan novel de su

134



papel en la CVM asociada a ERC123. De todos modos, para futuras investigaciones
son factores que han de tenerse muy presentes en el estudio de la ERC-MBD (y de
la CVM), dado que ademas de haberse demostrado su rol en la parte de patologia
vascular, su trabajo en la regeneracion renal y su efecto en huesol19122.189 estan
descritos y han sido implicados también en la CV de origen diabético?03204,
Volviendo a los factores tradicionalmente implicados en la ERC-MBD (y por lo
tanto el la CVM), en nuestro caso observamos un aumento significativo del FGF23
circulante en el plasma de ratas nefrectomizadas, en todos los tiempos
experimentales, con respecto al grupo control (Figura 33 A), asi como un aumento
del PTH (Figura 33 B) y Pi (Figura 32 B) plasmaticos a las 20 semanas en el grupo
de las ratas nefrectomizadas. En el Ca?* circulante no se observd, sin embargo,
ningun cambio (Figura 32A). La interpretacion de estos resultados ha de ser
cuidadosa, dado que nuestro grupo de animales nefrectomizados, fue alimentado
con el doble de Pi que el grupo control, y dado el papel fosfaturico de FGF23, la
diferencia entre ambos grupos experimentales podria ser (al menos en parte)
sobreestimada debido a ese artefacto experimental, aunque si bien existen
articulos que describen los cambios de FGF23 en plasma con cambios de Pi en la
dieta, también existen articulos que niegan el efecto de la ingesta de Pi sobre el
FGF23 circulante!l’. Aun en el caso de que FGF23 se vea afectado por la ingesta de
Pi (que es lo mas aceptado), también hay que tener en cuenta que la subida de los
niveles de FGF23 en el plasma es creciente, por lo que estos cambios tienen
caracter progresivo, y por lo tanto no pueden ser Unicamente asociados a una
diferente concentracién de Pi en la dieta. La explicacion a este aumento de la
FGF23 viene asociada, como comentibamos en la introduccién, a una disminucion
de la eliminacién de Pi en los tibulos renales, debido a una creciente falta de
unidades funcionales, que genera una acumulacion de Pi en la sangre, y una mayor
liberacion de FGF23 desde el hueso, que fuerza a las nefronas sanas a hiperfiltrar
el Pi del plasma, manteniendo su eliminacién, y por lo tanto su homeostasis. Asi
mismo, se puede interpretar, que FGF23 se encarga de mantener en un principio
los niveles circulantes de Pi, pero llega un momento de la ERC en el que no es
suficiente, y la concentracién de PTH aumentan para forzar ain mas esta
eliminacidon2%5, alcanzando un punto en el que nada es suficiente y se produce la

hiperfosfatemia.
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A cascade of factors contributing to CKD-MBD
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A pesar de que en un principio se consideré como condicidn necesaria la
subida de PTH para generar un aumento de la liberacién de FGF232%6, en nuestro
caso hemos visto lo contrario, habiéndose descrito este aumento de FGF23 previo
al de PTH en varios articulos, como por ejemplo, el estudio poblacional humano en
enfermos de ERC en grado 2 a 4 llevado a cabo por Isakova y cols®. Si bien el papel
de FGF23 en el desarrollo de hipertrofia cardiaca ha sido previamente descritol3,
su influencia en el desarrollo de CV parece incierta, existiendo varios estudios en
los que el FGF23 parece no tener ninguna implicacién®4°¢ en el desarrollo de la CV.
Por un lado puede que FGF23 no tenga un efecto directo sobre la calcificacion
vascular, si bien es cierto que por otro lado la hiperfosfatemia lo tiene, acelerando
el desarrollo de la misma, por lo que, en cierto modo, papel fosfatirico de FGF23
como minimo deberia ser considerado como protector frente al avance de la CV e
incluso utilizarse como biomarcador de ERC y CV.

Existe una gran controversia con otra molécula relacionada con el FGF23, el
factor antienvejecimiento Klotho, puesto que esta proteina activa al receptor de
FGF23, favoreciendo su sefalizacion especifica en los tejidos?%7, y durante la ERC
su expresion renal estd disminuida. Hasta tal punto llega el desconocimiento del
verdadero papel de Klotho, que aliin no existe un acuerdo sobre su presencia o no

en los vasos sanguineos. Existen articulos que la niegan por diversos métodos de
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deteccion®4%, si bien muchos otros lo han localizado en diferentes modelos

9397208 'En nuestro caso, como se observa en la figura 24 D,

animales y en humanos
las arterias de los animales sanos (control), presentan expresion de ARN de klotho,
la cual incluso se observa aumentada significativamente en todos los grupos de
animales nefrectomiados después de 12 semanas de la nefrectomia. Para
corroborar que este ARN se tradujera a proteina, también llevamos a cabo [HC con
diferentes anticuerpos anti-klotho para diferentes epitopos del mismo. Como se
observa en la figura 28 C1 y C2, los resultados obtenidos para ARN fueron
confirmados también para proteina por medio de esta técnica. Es necesario
comentar que los cebadores disefiados para klotho, fueron localizados zona del
RNA codificante de la parte KI2 de la proteina, correspondiente con el Klotho
completo, asi mismo el anticuerpo K2119, mostrado en la figura C2, corresponde a
este mismo epitopo, (no se conoce la localizacion de destino del anticuerpo C1,
puesto que la casa comercial, Santa Cruz, no lo indica). Por otro lado, al utilizar el
anticuerpo K2076, el cual se supone que se une a la parte Kl1 de la proteina (la
circulante), no obtuvimos tincién positiva ni en las control ni en las
nefrectomizadas. Debido a que el lugar Kl1 parece estar presente en todas las
formas de Klotho, y tanto en la forma circulante de klotho como en el completo,
podriamos deducir que estos experimentos no funcionaron debido a la gran
variabilidad de eficacia de los anticuerpos?%?. Dado que en nuestro caso se
confirmo la presencia de Klotho tanto por cuantificacion de ADNc como por [HC, y
que esa presencia se observo alterada en la ERC, podriamos sumar estos
resultados a la evidencia de que Klotho si qué participa en la ERC-MBD.
Determinar cudl es el papel de Klotho en la CVM no fue el propésito de nuestro
estudio, pero cabe decir, que todavia queda mucho por investigar sobre el tema,
con una gran variedad de teorias patogénicas existentes en este momento,
incluyendo la intervencion en la sefializacion de Wnt y TGF-p, Pit1 y Pit29, lo cual
tras todo lo comentado en esta discusion, resulta mas que interesante y

prometedor.
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THE VASCULAR SECRETS OF KLOTHO
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En resumen, en esta descripcién de los primeros eventos que tienen lugar en la
CVM asociada a ERC, hemos detectado numerosos en la aorta y plasma sanguineo.
Los cambios de expresion de proteinas implicadas en el cambio fenotipico de las
VSMC previos a la aparicion de los primeros depdsitos de calcio, estan
acompafados ademas de una mayor concentracion de urea, creatinina y FGF23 en
el plasma. Tras estos primeros cambios moleculares, los primeros acumulos de
calcio fueron localizados por SEM y FSEM, asi como un aumento en la
concentracion total de Ca?* adrtico, sin aparecer todavia tinciones positivas de rojo
de alizarina y von Kossa. En este estudio también se aclara el orden en el que se
van produciendo ciertos cambios celulares hacia un fenotipo osteoblastico
(posiblemente previo paso por uno menos diferenciado como es el de las células
mesenquimales debido a una desdiferenciacion). Estos cambios no son absolutos y
lo que observamos como aumentos significativos esta probablemente asociado a
un incremento progresivo del numero células que presentan las proteinas
estudiadas y que desarrollan vesiculas de membrana calcificantes, si bien éstas

siguen conviviendo con VSMC sanas, con fenotipo contractil hasta que finalmente
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la calcificacion afecta a la la tinica media en toda su extension de las zonas
caldificadas, en los casos terminales de la enfermedad. Asi mismo todos estos
cambios se producen antes o al mismo tiempo que Pi y PTH aumentan en el
plasma, por lo que el papel de ambos parece ser mas tardio, contribuyendo a una
mas rapida calcificacion en el caso de la hiperfosfatemia, e intentando aumentar la
eliminacion de Pi en el caso de la PTH. Finalmente, en nuestro caso hemos
detectado la presencia de KI2 tanto en aortas sanas como en aortas de animales

enfermos, encontrandose esta expresion aumentada en los animales urémicos.
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PARTE 3. SOBRE LOS ESTUDIOS DE TRANSPORTE DE 32P EN VSMC.

Una de los interrogantes sobre los que se ha especulado mucho una vez que
se instaur6 el método de calcificacion de VSMC in vitro mediante elevadas
concentraciones de Pi, y que ha sido revisado en esta tesis, fue el de la
incorporacion celular de fosfato por medio de Pitl y Pit2 (transportadores
NaPilll), asi como su relacion con la calcificacion vascular. Inicialmente se propuso
que las células vasculares transportarian mas Pi cuando la concentracion de éste
aumentase, como ocurre en la hiperfosfatemial4?. Esa propuesta, basada en
modelos in vitro, fue posteriormente fue desmentida por nuestro laboratorio®>¢,
demostrando que el transporte de Pi se encuentra ya saturado en las VSMC en
condiciones fisioldgicas de Pi (es decir, cercanas al 1 mM). También se ha repetido
muy frecuentemente la afirmacion de que en las VSMC el transporte de Pi aumenta
durante la calcificacién (en casi cualquier revision de la calcificacion vascular lo ha
citado desde el afio 2000 hasta hoy en dia se puede encontrar esta referencia),
incluso afirmando que este hecho es el desencadenante de la patologia. Para que
esta afirmacion fuera cierta, seria necesario un aumento de la Vmax del sistema
(implicando una mayor cantidad de transportadores activos en la membrana
celular), o bien una menor salida del Pi transportado a la célula. En nuestro
laboratorio se probd el efecto de varios agentes supuestamente calcificantes!>?, sin
obtener ningin cambio en el transporte o en la expresion de Pit 1 y Pit2 en la
membrana celular (si que se observé aumentada, por otro lado, la expresidon total
de los mismos). Esto parece indicar, que el papel de Pitl y Pit2 pudiera ser mas de
sefalizaciéon intracelular como se ha descrito en otros articulos!>’, que como
transportadores de Pi.

Si bien ya se establecid en los articulos de nuestro laboratorio comentados
previamente la existencia de dos componentes en el transporte de Pi en VSMC
(uno sodio dependiente y otro sodio independiente) y se llevaron a cabo sus
curvas de inhibicidn, no se ha seguido investigando mucho mas al respecto, y si
bien Pitl y Pit2 (los responsables del transporte Na-dependiente en este tipo
celular) estan ampliamente descritos, poco se sabe de los transportadores de Pi
Na-independientes?10 y en concreto del o de los transportadores responsables en

VSMC. En esta ultima parte de la tesis doctoral, nos hemos centrado en una

140



caracterizacion mas profunda del transporte Na-independiente de Pi en VSMC, un
analisis de expresidn de posibles transportadores encargados de ese componente,
determinando finalmente nuevos datos noveles sobre el cotransporte de Pitl y
Pit2, asi como cambios de su expresién durante los cambios de fenotipo en las
VSMC in vitro. Finalmente, durante estos estudios revelamos la existencia de un
sistema de salida de Pi Cl- dependiente en las VSMC. Debido a la variedad de
resultados obtenidos, de nuevo segmentaremos la discusion en varios apartados

para llevar a cabo una conclusidn global al final.

CARACTERIZACION DEL TRANSPORTE Na-INDEPENDIENTE EN VSMC

Para confirmar los resultados previamente obtenidos, y a partir de ahi,
continuar la caracterizacion en profundidad del componente Na-independiente de
Pi en VSMC, en primer lugar repetimos las cinéticas de inhibiciéon con Pi que
tiempo atras se habian realizado en el laboratorio, tanto en presencia como en
ausencia de sodio. Los resultados obtenidos, y que se muestran en la figura 35, son
similares a los obtenidos previamentel%6, por lo que procedimos con la
caracterizacion del componente del transporte Na-independiente, utilizando como
control el Na-dependiente. En primer lugar, estudiamos la influencia del pH sobre
este transporte, observando que el componente Na-dependiente se comportaba
como se esperaba (Figura 37 A), es decir, disminuyendo a medida que subia el pH
(esto es debido a que tanto Pitl como Pit2 transportan fosfato monovalente, y a
medida que el pH asciende el fosfato pierde un segundo protén, pasando a ser
divalente). Sin embargo, el transporte Na-independiente no varié de forma
significativa en ningiin caso desde pH 6 hasta pH 8.5 (Figura 37 B), asumiéndose
que el transporte de Pi es independiente de la especie, y que ademas no parece
exisitr un cotransporte de H*, a diferencia del transporte Na-independiente en
células CaCo2 (modelo in vitro de transporte de Pi en intestino)?10.

Por otro lado, hemos llevado a cabo estudios de inhibicion con aniones que
podrian compartir rutas de transporte con el fosfato. En el caso del transporte Na-
dependiente, simplemente se confirmaron los resultados ya conocidos (Figura 36
A), no viéndose inhibido por sulfato, bicarbonato u oxalato de potasio, y en este

caso tampoco por acido fosfonoférmico (ya que, como es conocido, s6lo inhiben
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competitivamente los transportadores de tipo II, no expresados en las VSM(C). Si
que se observod una potente inhibicion con el arseniato de potasio, siendo ésta casi
de la magnitud de la obtenida como control positivo, consistente en Pi como
inhibidor (5 mM). Un hallazgo novel fue la observacion de SITS y DIDS como
inhibidores moderados (50% de inhibiciéon aproximadamente) del componente
Na-dependiente del transporte de Pi en VSMC, y por ende, inhibidor de los
transportadores de Pi de tipo IIl. Si bien estos transportadores han sido
ampliamente caracterizados, ésta es la primera vez que se ha observado este tipo
de inhibicién. Aunque no lo hemos incorporado a esta tesis, en la actualidad
estamos caracterizando esa inhibicion, y se va a continuar con la expresion de PiT1
y PiT2 en ovocitos de Xenopus laevis.

En cuanto a las pruebas de inhibicion realizadas en el componente Na-
independiente, se determinaron como inhibidores significativos el sulfato,
bicarbonato y arseniato, que inhibieron hasta el mismo nivel que el propio Pi, asi
como el acido fosfonoférmico, con una inhibicién parcial, similar a la de SITS o
DITS. El oxalato, por otra parte, no actu6 como inhibidor, segin muestra la figura
42. Con estos resultados, el paso siguiente consistiria en definir el tipo de
inhibiciéon que cada molécula esta llevando a cabo sobre el o los transportadores
Na-independientes, a fin de definir definitivamente si se trata de un
cotransportador de otros compuestos como paso previo a su identificacon

molecular.

ESTUDIOS DE EXPRESION DE TRANSPORTADORES Na-INDEPENDIENTES

Dada la potente capacidad inhibidora del sulfato y el bicarbonato, decidimos
comprobar la expresion en las VSMC de proteinas que transportaran uno, dos o
ambos, en ausencia de sodio. Por PCR amplificamos los SLC4A2, A3 y A4, asi como
los SLC26A2, 6, 8,10y 11 (variantes [, Il y IV). Tras su deteccion, se llevaron a cabo
estudios por PCR en tiempo real de los cambios que se generaban con la
confluencia (puesto que llegados a este punto ya habiamos localizado dichos
cambios en los diferentes componentes del transporte de Pi en las VSMC). Los
resultados mostraron que todos excepto SLC4A2 y A4 y SLC26A10 y Al1l

(variantes I, Il y IV), veian disminuida su expresion antes de llegar a la confluencia,
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mientras que los 4 transportadores citados la mantenian. Dado que se observa un
mayor porcentaje del transporte de Pi asociado al componente Na-independiente
antes de llegar a la confluencia, la expresién de estos transportadores se supuso
que debia ser igual o mayor (si bien esto no es del todo cierto puesto que no se
tiene nocidn de si su supuesto transporte de Pi se encuentra saturado en las
condiciones utilizadas en estos experimentos, es decir 1 mM Pi) durante este
periodo que al alcanzar la confluencia. Otra opcidn posible en este caso seria un
menor transporte por parte del componente Na-dependiente, para lo que seria
necesaria una menor expresion de Pit1, Pit2 o ambos (como veremos mas adelante
en esta discusion, este fue el caso). Con toda esta informacidn, realmente no se
puede asegurar nada, por lo que si bien existe una ligera posibilidad de que el o los
transportadores responsables del transporte Na-independiente fueran SLC4A2, A4
o SLC26A11 (SLC26A10 es un pseudogen), ninguno de los anteriormente citados
puede ser descartado. Para salir de dudas a este respecto, seria necesarios estudios
posteriores, comenzando por la inhibicibn de la expresion de estos
transportadores, y observando las consecuencias en el componente Na-
independiente del transporte de Pi en VSMC. Igualmente, estos transpertadores
potenciales pueden ser expresados en sistemas heterélogos, como ovocitos de
Xenopus laevis, o en otras células eucariotas. Si bien tanto SLC4A2 como el A7
cotransportan HCO3 y Clz, es interesante el hecho de que el A7 no se vea afectado
demasiado por DIDS72, aunque por otro lado se ha descrito su presencia sobre
todo en la membrana basolateral. De la familia SLC26, el transportador A11 esta
caracterizado por transportador SO4°, pero también HCO3- y Clz;, aunque de forma
mucho menos efectiva, asi mismo, presenta cierta resistencia a la inhibicién DIDS,
y su transporte es electroneutro?!l. Dadas todas estas caracteristicas,
posiblemente el SLC26A11 seria un buen candidato por el que empezar los
estudios de inhibiciéon de la expresién y su correlacion con el transporte Na-
independiente en VSMC. Los experimentos de siRNA o expresion heterdloga no se

han llevado a cabo todavia debido a la falta de presupuesto para ello.
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TRANSPORTE DE FOSFATO EN AUSENCIA DE CLORO

Dada la posibilidad de que el sistema de transporte de Pi Na-independiente,
estuviera mediado por alguno de los transportadores citados en el punto anterior,
y dado que todos cotransportan cloro, decidimos estudiar los cambios en el
transporte en privacion de este ion. Para ello, se sustituy6 equimolarmente el
cloruro de colina por gluconato de N-metil-D-glucamina, utilizdndose como control
la base N-metil-D-glucamina neutralizada con con acido clorhidrico para aislar el
efecto del gluconato. En el caso del transporte Na-dependiente se utiliz6 NaOH
neutralizado con gluconato. Para nuestra sorpresa, la ausencia de cloro no inhibié
el transporte de Pi Na-independiente, sino que lo aumenté (Figura 40 A). La
explicacion mas logica fue que el 32P se estaba acumulando en las células debido a
que su incorporaciéon estaba siendo correcta, pero su salida se encontraba
disminuida, o ambas posibilidades. Esto supondria la existencia de un sistema de
salida de Pi dependiente de ion cloruro, y para corroborarlo, se realiz6é el mismo
experimento pero en presencia de sodio. Como se observa en la figura 40 B, los
resultados obtenidos siguieron la misma linea que los del componente Na-
independiente, dando mas peso a nuestra teoria sobre la existencia de una salida
Cl-dependiente de Pi de las VSMC. Queda pendiente para futuros trabajos la
identificacion de la proteina o proteinas responsables de este fendmeno, si bien
por el momento, en la literatura sélo se ha propuesto un transportador de Pi de
salida, el XPR1212 pero que en las VSMC no se encuentra expresado (informacion
obtenida en www.GenCards.org, y corroborada con experimentos de expresion

por PCR real time en nuestro laboratorio).

PLASTICIDAD FENOTIPICA DE LAS VSMC Y SU RELACION CON EL
TRANSPORTE DE FOSFATO

Debido a la variabilidad fenotipica previamente descrita en las VSMC(C14, se
decidié estudiar un posible cambio de expresion en los transportadores de Pi
conocidos en VSMC, Pitl y Pit2, segiin las condiciones de cultivo. En efecto, se
detect6 una disminucion de la expresion (tanto de RNA, como de proteina por WB)

de Pitl antes de alcanzar la confluencia respecto a las células que ya la habian
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alcanzado (Figura ). Estudiamos asi mismo las expresiones de proteinas
caracteristicas del fenotipo contractili (SM22a, calponina y a-actina),
encontrandose éstas aumentadas (Figura 42 A) en las VSMC en confluencia
(aunque en el caso de la calponina no se observé dicha diferencia en la proteina
cuantificada por WB como se muestra en la figura 42 B), por lo que estas proteinas
coinciden con el patron de expresion de los transportadores de Pi. En cuanto a
MGP, como proteina sobreexpresada en el fenotipo proliferativo, obtuvimos los
resultados tal y como se habian descrito previamente, aumentados en las células
no confluentes!4. A raiz de este novel hallazgo, llevamos a cabo experimentos de
transporte de Pi en presencia de sodio en células antes de la confluencia y en
células confluentes, obteniendo un menor porcentaje de dicho transporte asociado
al componente Na-dependiente en las células antes de llegar a la confluencia
(Figura 41), y confirmandose que en el estudio de las VSMC hay que controlar de
forma muy precisa el fenotipo que presentan para no generar resultados no

relacionados con el fenotipo estudiado.

Todos estos hallazgos nos indican que aunque cada dia se sabe mas de la
regulacion y funcionamiento de la homeostasis del Pi, todavia queda mucho por
aclarar. Sobre el hallazgo de la inhibicion de Pitl y/o Pit2 por SITS y DIDS,
inhibidores del transporte de cloro?13-215, 3 pesar de que han sido descritos efectos
secundarios en otros tipos de transporte, por el momento no se puede especular
nada mas, siendo necesario establecer, como minimo, el tipo de inhibicion que
llevan a cabo. Asi mismo, de nuevo la plasticidad fenotipica de las VSMC aparece
en escena, pudiendo inducir a errores experimentales en el estudio del transporte
de Pj, si no se tienen en cuenta las variaciones de expresion que hemos encontrado
en este trabajo, y que se suman a los cambios previamente descritos. Asi mismo, se
ha estudiado los cambios de expresion de las proteinas de las familias SLC26 y 4
encontradas en las VSMC de rata, asociados a los cambios fenotipicos que
experimentan estas células en cultivo. Esto aporta también un poco mas de
informacion sobre posibles candidatos a cotransportar Pi de forma Na-
independiente, presentandose el SCL26A11 como principal candidato para ser
estudiado debido a su transporte electroneutro de HCO3- y SO4" y su resistencia a

SITS y DIDS. Finalmente, para apuntar hacia estas familias de transportadores y al

145



SLC26A11 en concreto, se ha caracterizado de forma mas extensa el transporte Na-
independiente en VSMC, obteniéndose inhibiciones con acido fosfonoférmico,
arseniato, HCO3  y SO4, asi como resistencia a alteraciones del transporte en
funcion del pH, de lo cual se puede intuir que es un transporte indiferente a la
especie de fosfato y no H*-dependiente. Si bien no se ha localizado todavia el o los
transportadores responsables de este transporte de Pi en ausencia de sodio,

creemos que con la informacion aportada prono esto sera posible.
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VI. CONCLUSIONES






1. SOBRE LA CALFICIACION VASCULAR IN VITRO

* Los cambios de pH y la concentracion de bicarbonato inducen la
precipitaciéon homogénea de ACP en MEM y DMEM con concentraciones de

2y 3 mM de Pi.

* Las nanoparticulas de ACP acaban formando depdsitos en los cultivos de
VSMC, que con el paso del tiempo incorporan mas calcio y crecen,
termodinamicamente mas facilmente y se organizan en forma de cristales

de HAP.

* Los nanoprecipitados generados en los medios con alto fosfato inducen

muerte celular u osteodiferenciacion en las células supervivientes.

* No se puede descartar que una precipitacion heterogénea (organica o
inorganica), colabore en el desarrollo de los eventos que tienen lugar in

vitro, si bien no es necesaria para que estos tengan lugar.

* En DMEM con 2 y 3 mM de Pi, y en MEM con 3 mM de Pj, la precipitacion
homogénea tiene lugar incluso dentro de la estufa de 5% COz a 372C y con

una humedad relativa del 100%.

* Para evitar la aparicion de este artefacto experimental, un hipotético
modelo in vitro deberia basarse en condiciones fisiolégicas (o
fisiopatofisioldgicas), es decir: Fuerza idnica (I)=0.15 M, aproximadamente
1.25 mM de calcio y aproximadamente 2 mM de Pi, condiciones de
quiesncencia (SFB<0.5%), ademas de un pH a 37 2C que se mantenga de
forma apropiada a 7.4, y agentes inductores de la transdiferenciacion

celular y la calcificacion especificos como el suero urémico.
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2. SOBRE LAS PRIMERAS ETAPAS DE LA CALCIFICACION
VASCULAR EN RATAS CON NEFRECTOMIA 5/6

e La transdiferenciacion en las aortas de ratas nefrectomizadas comienza con
el aumento de la expresion de TNAP y Dkk1 y tiene lugar antes que la

formacion de los primeros depoésitos de la media.

* La concentracion de FGF23 en el plasma sanguineo de las ratas urémicas es
creciente en el tiempo y aparece aumentada desde el primer momento

temporal estudiado.

* El aumento de la cantidad de calcio adrtico y la visualizacién de los
primeros depodsitos de Ca/P detectados por FSEM/SEM se producen de
forma temprana y antes de poder ser detectados por las tinciones
tradicionales de calcio y fosfato (por lo que estas técnicas no son adecuadas

para detectar fases iniciales de la CV).

* Tras los primeros cambios de expresion localizados en aortas, muchos otros
son detectados por PCR e IHC, indicando un proceso activo de
transformaciéon progresiva de las VSMC hacia un fenotipo osteoblastico,
posiblemente  previa desdiferenciacion  hacia  células = “madre”
mesenquimales, si bien faltan estudios que confirmen la relacion entre los

cambios observados.

e Tanto la concentracion de Pi como la de PTH se ven aumentadas cuando los
cambios celulares de la CV ya se han establecido, por lo que contribuyen al

desarrollo de la calcificacion, pero no la desencadenarian.
* Klotho se encuentra expresado en las aortas de las ratas, y su expresion en

las mismas aumenta de forma bastante temprana durante la ERC, quedando

pendiente establecer el papel que desempena en la CV.
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3. SOBRE EL TRANSPORTE DE Pi EN VSMC

* El transporte Na-independiente de Pi en VSMC no varia con cambios de pH
entre 6 y 8.5, por lo que parece transportar indistintamente las dos especies

de mas comunes de Pi, de forma independiente de protones.

* En ausencia de sodio, el transporte en las VSMC se ve fuertemente inhibido
por sulfato, bicarbonato y arseniato, intuyéndose que la proteina o
proteinas responsables de este transporte puedan cotransportar estas
moléculas. No se inhibe sin embargo por oxalato, y de forma parcial por

SITS, DIDS y acido fosfonoférmico.

* Los miembros de las familias de transportadore SLC26 y SLC4 expresados
en VSMC de rata son: SLC4A2,3y 7 y SLC26A2, 6,8, 10 y 11. La expresion de
SLC4A3 y SLC26A2, 6 y 8 se ve disminuida en las VSMC en estadio
proliferativo respecto a la observada con el fenotipo contractil. Por sus
caracteristicas, SLC26A11 podria ser un buen candidato a estudio como

responsable del transporte Na-independiente de Pi en VSMC.

* Pitl y/o Pit2 se ven inhibidos (hasta un 50%) por los inhibidores del
transporte de cloro, SITS y DIDS,.

* Las VSMC, en ausencia de cloro, acumulan mas 32P que en presencia de él,
tanto en sodio dependencia como en sodio independencia. Esto hace pensar
que existe un sistema de salida de 3?P en estas células que trabajaria
incorporando cloro, y que por lo tanto, en ausencia de este i6n, no funciona

el intercambio, acumulandose mas 32P en el interior de las células.
* Tanto el transporte Na-dependiente, como la expresion de Pitl se

encuentran disminuidos en las VSMC en estado proliferativo cuando se

comparan con las VSMC expresando el fenotipo contractil.
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