UNIVERSIDAD
P
P~ CORDOBA

IMIBIC

TESIS DOCTORAL

Programa de Doctorado en Biomedicina

Efectos de elevados niveles de FGF23 sobre la pared
vascular y el fenotipo de las células de musculo liso
vascular. Estudios basicos y clinicos

Effects of elevated levels of FGF23 on vascular wall and vascular smooth muscle cell
phenotype. Basic and clinical studies

Memoria presentada para optar al grado de Doctor en Biomedicina por

Noemi Vergara Segura

Director
Juan Rafael Munoz Castafieda
Co-Directora y tutora

Maria Sagrario Soriano Cabrera

Mayo 2021

Cérdoba



TITULO: EFECTOS DE ELEVADQOS NIVELES DE FGF23 SOBRE LA PARED
VASCULAR Y EL FENOTIPO DE LAS CELULAS DE MUSCULO LISO
VASCULAR. ESTUDIOS BASICOS Y CLINICOS

AUTOR: Noemi Vergara Sequra

© Edita: UCOPress. 2021
Campus de Rabanales

Ctra. Nacional IV, Km. 396 A
14071 Cérdoba

https://lwww.uco.es/ucopress/index.php/es/
ucopress@uco.es




TITULO DE LA TESIS: Efectos de elevados niveles de FGF23 sobre la pared vascular
y el fenotipo de las células de musculo liso vascular. Estudios basicos y clinicos

DOCTORANDO/A: Noemi Vergara Segura

INFORME RAZONADO DEL/DE LOS DIRECTOR/ES DE LA TESIS

(se hara mencion a la evolucién y desarrollo de la tesis, asi como a trabajos y publicaciones derivados de la misma).

La doctoranda Noemi Vergara Segura, se incorpord al grupo de investigacion de
Nefrologia en 2014 (Metabolismo del Calcio y Calcificacion Vascular en IMIBIC)
cuando inicid sus estudios de doctorado. Desde su incorporacion ha participado
activamente en todas las actividades del grupo mostrando gran resoluciéon en las
tareas en las que ha participado. Fruto de su vinculacion al grupo y de su trabajo ha
publicado 9 articulos cientificos en revistas internacionales de prestigio. Hay que
resaltar que estos trabajos son de contrastada calidad cientifica al estar publicados en
revistas de primer decil y primer cuartil.

Derivados exclusivamente de su tesis y con posicion de liderazgo se ha publicado ya
un articulo en una revista de primer cuartil (Nutrients, Q1, IF: 4, 546) y hay otro ya
sometido y en proceso de revision en una revista de primer decil (HYPERTENSSION,
D1, IF: 7,713).

Del mismo modo, derivado de su labor investigadora es miembro de la Sociedad
Espafiola de Nefrologia y de la Sociedad Espafiola de Investigacion Osea y de
Metabolismo Mineral participando activamente en los congresos nacionales e

internacionales derivados de ambas especialidades.

Por todo ello, se autoriza la presentacion de la tesis doctoral.

Coérdoba, 23 de Junio de 2021

Firma de los director/es

MUNOZ Firmado digitalmente por
- MUNOZ CASTANEDA
CASTAN EDA JUAN RAFAEL - SORIANO CABRERA Firmado digitalmente por SORIANO
JUAN RAFAEL -  30821424K MARIA SAGRARIO - CABRERA MARIA SAGRARIO -
Fecha: 2021.06.24 30522'922J . .
30821424K 10:09:27 +02'00" 30522922)J Fecha: 2021.06.24 16:00:38 +02'00
Fdo.: Juan R. Mufioz Castaneda Fdo.: Sagrario Soriano Cabrera

Director Co-directora






TITULO DE LA TESIS: Efectos de elevados niveles de FGF23 sobre la pared vascular
y el fenotipo de las células de musculo liso vascular. Estudios basicos y clinicos

DOCTORANDO/A: Noemi Vergara Segura

INFORME RAZONADO DEL TUTOR

(Ratificando el informe favorable del director. S6lo cuando el director no pertenezca a la Universidad de Cérdoba).

La Dra. Sagrario Soriano Cabrera, profesora asociada de la Universidad de Cérdoba,
es co-directora y tutora de esta tesis.

A través de este documento, ratifica de forma favorable el informe realizado por el Dr.
Juan Rafael Mufioz Castafieda, director de la tesis.

La doctorando Noemi Vergara Segura ha realizado un excelente trabajo de
investigacion que le ha permitido formarse tanto en aspectos basicos de bioquimica y
biologia molecular como en aquellos clinicos derivados del estudio de los cambios en
los niveles de FGF23 en pacientes con enfermedad renal crénica. Su formacion ha
sido alcanzada de forma muy satisfactoria y todos los objetivos han sido completados
cumpliendo con los indicios de calidad requeridos por la Universidad.

Por todo ello, se autoriza la presentacion de la tesis doctoral.

Coérdoba, 23 de Junio de 2021

CONARO Firmado digtaiments por
ALEIANDRO - /\odetoaiS e CABRERA MARIA ~ ¢ craRi0 - 30522922,
136955960 SAGRARIO - Fecha: 2021.06.24 16:01:40
30522922) +02'00
Firma del responsable de linea de investigacion Firma de la tutora

Fdo.: Alejandro Martin Malo Fdo.: Sagrario Soriano Cabrera






El aspecto mads triste de la vida actual es que la ciencia gana en
conocimiento mds rapidamente que la sociedad en sabiduria

Isaac Asimov






Agradecimientos






Y después de tanto tiempo... hoy me toca escribir estas lineas de
agradecimiento de mi tesis doctoral. Una etapa de mi vida que parecia
no terminar nunca y que ya esta llegando a su fin.

Me acuerdo cuando el primer dia, con los bolsillos llenos de
nervios a lavez que de ilusién, me incorporé al grupo donde tuve la gran
oportunidad de empezar un nuevo camino en el mundo de Ia
investigacion y no en un sitio cualquiera, sino en el GC13 del
IMIBIC. Gracias por hacerme participe en vuestros proyectos.

No ha sido un camino facil ni tampoco un camino lleno de
felicidad pero me siento afortunada de haber tenido la suerte de
coincidir y poder conocer a personas que hacen que las adversidades
de esta trayectoria no se noten tanto.

Ill

Carmen Herencia, practicamente, todo el “sota, caballo y rey”
como tu lo llamas... me lo has ensefiado tu. Gracias por dejarme ser tu
sombra y confiar en mi desde el minuto 1. Ofreciéndome, ademas,
seguridad y muy buenos momentos en mis primeros pasitos del
camino.

Julio, gracias por ser como eres. Por haber estado cuando lo he
necesitado y por buscar siempre una excusa para reir.

Erena, gracias por la gran compaiiia que me has brindado en
todo este tiempo. Ha sido un placer trabajar contigo hasta el dltimo dia.
Sin tu presencia todo hubiese sido mucho mas dificil.

Rafa Suanes, gracias por hacer tu trabajo fin de master con
nosotros y por compartir asi la parte final de mi camino. Ha sido una

muy buena experiencia poder transmitirte todo lo que yo habia

aprendido. Ademas, has sido una gran ayuda para mi.



Gracias también al resto de mis companferos por haber formado
parte del camino y contribuir para que se haga realidad, entre ellos
Marien, Yoli y Rodri y en especial a Victoria.

Gracias aJuany Sagrario, mis directores de tesis, porque sin ellos
todo esto no hubiese tenido lugar. Mencionar también a Mariano por
su participacion como si de un director se tratara.

Belén y Sonia, gracias por permitir que nos conozcamos a través
de los pasillos. Ha sido una suerte coincidir y gracias a ello hemos
podido disfrutar de muchos momentos fuera del IMIBIC.

Susana, gracias por haber sido mi dia a dia durante todo este
camino y brindarme siempre la confianza como si fuera parte de tu
familia. Sin ti todo esto hubiese sido completamente diferente.

Cardeosilla, que decir de ti... la que nunca falla desde hace ya
mas de una década que nos conocemos, la que sabe que para ser hay
gue estar y tu siempre estas ahi al pie del caindn a pesar de la distancia.

Mario, gracias a ti empecé este camino. Gracias por no dejarme
caer y por proporcionarme la fuerza suficiente para llegar hasta la meta
y poder escribir a dia de hoy estas palabras.

Por ultimo, y no por eso menos importante, gracias a mi familia.
A mis padres, mi hermano y mi cuiiada, gracias a vosotros me he sentido
respaldada en las grandes adversidades del camino. Gracias por todo

vuestro apoyo.






Abreviaturas






ACTA2: a actina 2 (del inglés, alpha-actina-2)

Arg: Arginina

AGO1: Argonauta 1

AGO2: Argonauta 2

BSA: Albumina sérica bovina (del inglés, bovine serum albumin)

Ca: Calcio

cDNA: ADN copia (del inglés, complementary DNA)

CMLV: Células de musculo liso vascular

CTR: Calcitriol

CV: Calcificaciones vasculares

DAPI: 46" diamidino 2 fenilindol

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle,s Medium

DNA: Acido desoxirribonucleico (del inglés, deoxyribonucleic acid)
ELISA: Enzyme linked immunosorbent assay

ERC: Enfermedad renal crénica

FBS: Suero bovino fetal (del inglés, fetal bovine serum)

FeP: fraccidn de excrecion de fésforo

FG: Filtrado glomerular

FGF: Facto de crecimiento fibroblastico (del inglés, fibroblast growth
factor)

FGF23: Factor de crecimiento fibroblastico 23 (del inglés, fibroblast
growth factor 23)

FGFR: Receptor de factor de crecimiento fibroblastico (del inglés,
fibroblast growth factor receptor)

FRS2 (del inglés, fibroblast growth factor receptor substrate 2)
GALNT3: UDP-N-acetil-a-galactosamina-transferasa 3

Grb2 (del inglés, growth factor receptor-bound protein 2)



HD: Hemodialisis

HDL: Lipoproteina de alta densidad (del inglés, high density lipoprotein)
hEGF: factor de crecimiento epidérmico recombinante humano (del
inglés, human epidermal growth factor recombinant)

hFGF-b: factor de crecimiento fibroblastico b humano (del inglés,
human fibroblast growth factor b)

HSPG: Heparina o proteoglicano heparan-sulfato

K/DOQI: Kidney/Disease Outcomes Quality Initiative

KDIGO: Kidney Disease: Improving Global Outcomes

LDL: Lipoproteina de baja densidad

microRNA: micro ARN (del inglés, micro ribonucleic acid)

mRNA: mARN (del inglés, messenger ribonucleic acid)

NA: Noradrenalina

NO: Oxido nitrico

P: Fosforo

PACT: (del inglés, protein kinase RNA activator)

PAD: Presion arterial diastdlica

PAM: Presion arterial media

PAS: Presion arterial sistdlica

PBS: Solucion salina tamponada de fosfato (del inglés, phosphate
buffered saline)

pri-microRNA: pri-micro ARN (Del inglés, primary-microRNA)

PCR: Proteina C reactiva

PTH: Hormona paratiroidea

RISC: Complejo de silenciamiento inducido por ARN (del inglés, RNA-
induced silencing complex)

RNA: Acido ribonucleico (del inglés, ribonucleic acid)



ROS: Especies reactivas del oxigeno
RT-PCR: Retrotranscripcién-reaccion en cadena de la polimerasa (del

inglés, reverse transcription-polymerase chain reaction)

Ser: Serina

SmBm: Medio SmBm (del inglés, Smooth Muscle Basal Medium)
SM-MHC: Cadena pesada de miosina de musculo liso (del inglés,
smooth muscle-myosin heavy chain)

SOS: Factor de intercambio de nucleétidos de guanina

SPC: Enzimas tipo convertasas (del inglés, subtilisin-like proprotein
covertases)

TAE: Tris-base, 4cido acético y EDTA

TFG: Tasa de filtracién glomerular

TIM: Triosa fosfato isomerasa (del inglés, triosephosphate isomerase)
TRBP: (del inglés, transactivation responsive element RNA-binding)
TTBS: Tris tampdn salino con Tween-20 TTBS (del inglés, Tween Tris
Buffered Saline)

UUN: Nitrégeno en la urea urinaria (del inglés, urinary urea nitrogen)
VDR: Receptor de vitamina D (del inglés, vitamin D receptor)

XLH: Hipofosfatemia ligada al cromosoma X (del inglés, X-linked
hypophosphatemia)

a-SM22: a-musculo liso 22 (del inglés, a-smooth muscle 22)
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Resumen

En los pacientes con enfermedad renal crénica (ERC), los niveles
elevados del factor de crecimiento de fibroblastos 23 (FGF23) se asocian
con la enfermedad cardiovascular y la mortalidad.

Las células de musculo liso vascular (CMLV) presentan dos
fenotipos funcionales diferenciados, contractil y sintético. La
abundancia del fenotipo sintético se asocia con la disfuncién vascular, y
se desconoce si el FGF23 puede promover el cambio fenotipico
ocasionando complicaciones fisiopatoldgicas vasculares, como por
ejemplo la rigidez vascular.

El presente estudio evalud si el FGF23 afecta al fenotipo de las
CMLV y en consecuencia a larigidez arterial. Ademads, en este se explord
un posible biomarcador clinico relacionado con la ingesta de P y su
excrecion. Dicho marcador permite predecir la existencia de altos
niveles de FGF23 a nivel clinico y por tanto identificar qué pacientes
tienen mayor riesgo de disfuncion vascular.

Nuestros resultados indicaron que altos niveles de FGF23
promovieron la transicidn de las CMLV de un fenotipo contractil hacia
un fenotipo sintético, asi como una down-regulacién de los genes
responsables de la biogénesis de microRNAs que conducen a un
descenso de la expresidon de microRNAs relacionados con rigidez
arterial, como microRNA 221 y microRNA222. Los efectos de FGF23
fueron mediados a través de FGFR1 y la posterior activacién de la
sefializacion Ras-MAPK-Erk1/2. La inhibicién de ambas vias promovié el
fenotipo contractil de las CMLV. La inhibicion de FGFR1 aumenté la
expresion de microRNA 221 mientras que la inhibiciéon de ERK 1/2 no
modificd la expresion de microRNA. La proteina MAP3K2 es un gen
diana de los microRNA 221 y microRNA 222 y su expresion resulté estar
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incrementada con el tratamiento de FGF23. Por este motivo, la
sobreexpresion de microRNA 221 y microRNA 222 igualmente
disminuyd MAP3K2 y ERK 1/2 al mismo tiempo que recuperd el fenotipo
contractil de CMLV disminuido por FGF23.

En ratas Wistar, la infusion exdgena de FGF23 recombinante
produjo un aumento del grosor de la pared vascular en CMLV que
presentaron fenotipo sintético y una reducciéon de los niveles de
microRNA 221 en plasma y aorta. Los estudios funcionales realizados en
anillos arteriales adrticos revelaron que las fuerzas pasivas y activas
estaban alteradas en las ratas tratadas con FGF23 mostrando una
mayor rigidez arterial y un incremento en el grosor de la tunica media
del vaso.

Finalmente, en un grupo de pacientes en estadio 2-3 de ERC con
niveles elevados de FGF23, se observd un aumento de la presion del
pulso y de la velocidad de onda de pulso que reflejaba la rigidez
vascular, junto con niveles plasmaticos bajos de microRNA 221 vy
microRNA 222. En estos mismos pacientes se observé que altos niveles
de FGF23 correlacionaron no con el fésforo en orina ni el ratio de
fosforo/creatinina sino con la tasa de filtracién glomerular y la fraccién
de excrecion de fésforo. En este estudio descubrimos que el ratio
fosforo/urea en orina es indicador de la absorcion de fosforo. EI mayor
consumo de fdsforo en la dieta, especialmente fdsforo inorganico
procedente de alimentos procesados, promueve el dafio renal e
incrementa la carga de fésforo y la necesidad de elevar los niveles de
FGF23. Estos paramteros podrian ser utilizados en la practica clinica de
la consulta de nefrologia para conocer qué pacientes son esperados a
tener mayores niveles de FGF23 y por tanto un mayor dafio vascular. La

4



Resumen

intervencién dietética reducciendo la ingesta de fdsforo inorganico
sobre todo podria ser una alternativa para disminuir los niveles de
FGF23 durante los estadios tempranos de la ERC.

En conclusion, el FGF23 promueve el cambio de fenotipo de las
CMLV de contractiles hacia sintéticas aumentando la rigidez arterial;
este puede ser un mecanismo por el cual el FGF23 contribuye
directamente al desarrollo de la enfermedad vascular en pacientes con
ERC. Por lo que es muy interesante controlar los niveles de FGF23 en
aquellos pacientes con una alta ingesta de P mediante el control
riguroso de la ingesta de fésforo, la tasa de filtracion glomerular y la

fracciéon de excrecion de fosforo.
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Abstract

In patients with chronic kidney disease (CKD), high levels of
fibroblast growth factor 23 (FGF23) are associated with cardiovascular
disease and mortality.

Vascular smooth muscle cells (VSMC) exhibit two differentiated
functional phenotypes, contractile and synthetic. The abundance of the
synthetic phenotype is associated with vascular dysfunction, and it is
unknown whether FGF23 may promote phenotypic switching leading to
vascular pathophysiological complications, such as vascular stiffness.

The present study was conducted to evaluate whether FGF23
affects VSMC phenotype and arterial stiffness consequently. In
addition, this study evaluated a potential clinical biomarker related to P
intake and excretion. Such a marker allows us to predict the existence
of high levels of FGF23 at the clinical level and thus identify which
patients are at increased risk of vascular dysfunction.

Our results indicated that high levels of FGF23 promoted VSMC
transition from a contractile phenotype to a synthetic phenotype as
well as down-regulation of genes involved in the microRNAs biogenesis
and microRNAs related to arterial stiffness, such as microRNA 221 and
microRNA222. The effects of FGF23 were mediated through FGFR1 and
the subsequent activation of Ras-MAPK-ERK 1/2 signalling. Inhibition of
both pathways enhanced the contractile phenotype of VSMCs.
Inhibition of FGFR1 increased microRNA 221 expression while inhibition
of ERK 1/2 did not modify microRNA expression. MAP3K2 protein is a
target gene of microRNA 221 and microRNA 222 and resulted be up-
regulated after FGF23 treatment. For this reason, overexpression of

microRNA 221 and microRNA 222 decreased MAP3K2 and ERK 1/2 while
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at the same time that recovered the contractile phenotype of VSMC
decreased by FGF23.

In Wistar rats, the recombinant FGF23 exogenous infusion
produced an increase in vascular wall thickness in VSMC with a
synthetic phenotype and a reduction of microRNA 221 in plasma and
aortic levels. Functional studies performed on aortic arterial rings
revealed that both passive and active forces were altered in FGF23-
treated rats showing increased arterial stiffness and increased vessel
tunica media thickness.

Finally, in a group of stage 2-3 CKD patients with high FGF23
levels, we observed an increase in pulse pressure and pulse wave
velocity reflecting vascular stiffness together with both microRNA 221
and microRNA 222 low plasma level. In these same patients, high levels
of FGF23 correlated not with urine phosphorus and
phosphorus/creatinine ratio but with glomerular filtration rate and
phosphorus excretion fraction. In this study we found that the urine
phosphorus/urea ratio is an indicator of phosphorus absorption.
Increased dietary phosphorus intake, especially inorganic phosphorus
from processed foods, promotes renal damage and increases
phosphorus load and the need for elevated FGF23 levels. These
parameters could be used in clinical practice in the nephrology clinic to
determine which patients are expected to have higher levels of FGF23
and thus greater vascular damage. Dietary intervention by reducing
inorganic phosphorus intake above all could be an alternative to reduce
FGF23 levels during the early stages of CKD.

In conclusion, FGF23 promotes the VSMC phenotype switching
from contractile to synthetic increasing arterial stiffness; this may could
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be one mechanism by which FGF23 directly contributes to the
development of vascular disease in CKD patients. It is therefore very
interest to monitor FGF23 levels in patients with high P intake by closely
monitoring phosphorus intake, glomerular filtration rate and fractional

phosphorus excretion.
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1. Enfermedad Renal Crdnica

Enfermedad Renal Crénica (ERC) es un término general para
definir un conjunto de enfermedades que presentan anomalias en la
estructura o funciones de los riflones con implicaciones en la salud.

En el afio 2002, se fundé la organizacion KDIGO (Kidney Disease:
Improving Global Outcomes). Se trata de wuna organizacion
independiente dirigida por un consejo internacional de expertos en
nefrologia. Su misién es aunar criterios para mejorar la atencioén vy la
evolucion de los pacientes con nefropatias en todo el mundo
promoviendo la coordinacién, colaboracion e integracién de iniciativas
para desarrollar e implementar directrices a través de la elaboracién de
las guias de practica clinica K/DOQI (Kidney/Disease Outcomes Quality
Initiative). Seglin estas guias ?, se define a la ERC como:

-Daio renal durante al menos tres meses, definido como alteraciones
renales funcionales o estructurales, con o sin descenso del filtrado
glomerular (FG), manifestado por: la presencia de marcadores de dano
renal, que incluyen alteraciones en la composicidon de la sangre o la
orina y/o alteraciones detectadas por estudios de imagen.
-Disminucién de la funcién renal, expresada mediante el descenso del
FG o por un aclaramiento de creatinina inferior a 60 ml/min/1,73 m?
durante al menos tres meses, con o sin dafio renal aparente.
De acuerdo a las guias K/DOAQJ, la ERC se puede clasificar en 5 estadios
diferentes atendiendo principalmente a la tasa de FG:

- Estadio 1 (FG = 90 mL/min/1,73 m?): Microalbuminuria, dafio

renal con FG normal o elevado.
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- Estadio 2 (FG entre 60 y 89 mL/min/1,73 m?): Microalbuminuria,

dafio renal con FG ligeramente disminuido.

- Estadio 3 (FG entre 30 y 59 mL/min/1,73 m?): Albuminuria con

FG moderadamente disminuido.

- Estadio 4 (FG entre 15 y 29 mL/min/1,73 m?): Albuminuria con

FG gravemente disminuido.

- Estadio 5 (FG<15 mL/min/1,73 m?): Fallo renal. Didlisis.

Categorias de Filtrado
glomerular

(mL/min/1,73 m?)

Categorias de Albuminuria

(mg/g?)
Al A2 A3
Normal a Moderadamente | Gravemente
ligeramente elevada elevada
elevada
(< 30) (30-300) (>300)

G1 Normal o elevado

(290)

G2 Ligeramente disminuido

(60-89)

G3a Ligeraa
moderadamente disminuido

(45-59)

G3b Moderada a
gravemente disminuido

(30-44)

G4 Gravemente disminuido

(15-29)

G5 Fallo renal

(<15)

Tabla 1. Prondstico de la ERC segun las categorias de filtrado glomerular y de
albuminuria. Verde, riesgo de referencia, no hay enfermedad renal si no existen otros
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marcadores definitorios; amarillo, riesgo moderado; naranja, riesgo alto y rojo, riesgo
muy alto. La albuminuria se expresa como cociente albumina/creatinina. (Tabla
modificada de KDIGO 2012 ?).

La ERC implica una pérdida progresiva e irreversible de las
funciones renales. Como consecuencia, los rifilones pierden su
capacidad para eliminar desechos, concentrar la orina y conservar los
electrolitos de la sangre. Las causas mdas comunes de la ERC son la
nefropatia diabética, la hipertension arterial y la glomerulonefritis 3.
Juntas, constituyen el 75% de las causas de ERC en adultos.

Es por otro lado, de sobra conocido que las alteraciones del
metabolismo mineral asociadas a la ERC promueven la aparicion de
complicaciones que incrementan la morbimortalidad por causas
cardiovasculares. Por ello, el enfoque actual del enfermo urémico debe
abordarse en conjunto, teniendo en cuenta y ponderando, tanto las

alteraciones del metabolismo mineral como las del hueso asi como la

enfermedad cardiovascular asociada.

1.1 Alteraciones del metabolismo mineral en la enfermedad
renal cronica

Los riflones, junto con otros dérganos como la glandula
paratiroides, el intestino y el hueso, juegan un papel fundamental en el
mantenimiento de la homeostasis del metabolismo mineral,
especialmente del calcio (Ca) y el fésforo (P). La progresion de la ERCy
las alteraciones del metabolismo mineral promueven la aparicién de
calcificaciones extraesqueléticas, dando como resultado
complicaciones cardiovasculares y un aumento de la mortalidad

cardiovascular .
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En la génesis de las alteraciones del metabolismo mineral se
detecta una pérdida o reduccién de masa renal que conduce a una
menor produccion de calcitriol (CTR). El déficit de CTR provoca, a su vez,
un descenso de Ca sérico lo cual lleva aparejado a un aumento en la
secreciéon de la hormona paratiroidea (PTH) ©. La PTH es una hormona
gque tiene como objetivo, entre otros, regular los niveles de Ca en
sangre. Para ello, la PTH estimula la liberacién de Ca y P procedente de
la matriz ésea, la reabsorcién de Ca por el rifién y la produccion renal
de CTR, el cual aumenta la absorcién de Ca y P a través del intestino. La
PTH también tiene un efecto fosfaturico inhibiendo la reabsorcién de P
y evitando con ello la hiperfosfatemia. A menudo, por tanto, la ERC lleva
asociada la generacion de un hiperparatiroidismo secundario
responsable del disbalance mineral y de las alteraciones sobre el hueso
7.

El factor de crecimiento fibroblastico (FGF23, del inglés
Fibroblast Growth Factor) objeto de estudio en esta tesis doctoral y que
se describira con mas detalle posteriormente es un elemento que juega
un papel importante en esta homeostasis mineral. Se trata de una
hormona fosfaturica sintetizada por los osteoblastos maduros y los
osteocitos & °. Para ejercer su accién fosfaturica en el rifién requiere de
la proteina klotho como co-receptor. Ademas actua sobre el rindn como
o6rgano diana inhibiendo la actividad 1-a-hidroxilasa en el tubulo
proximal, reduciendo los niveles de CTR y con ello indirectamente la
absorcién intestinal de P y Ca. La produccion ésea de FGF23 se ve
estimulada por CTR %y sobre todo por el contenido de P en la dieta '
2. No sabemos que tipo de fosforo es responsabe en mayor o menor
medida de la estimulacion de FGF23. Este aspecto pretende ser
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estudiado en esta tesis doctoral. El incremento de FGF23 tiene como
principal fin promover la fosfaturia y mantener los niveles séricos de P
dentro de la normalidad. Estos cambios del metabolismo mineral

durante la ERC se pueden ver resumidos a continuacién en la Figura 1.

t Reabsorcién Ca

 Reabsorcién P

P sérico

m—»

7\ Liberacién de

(& ca yP
‘ Absorcmn .\\ «
S CayP \\\/

FGF23 t

Figura 1. Alteraciones del metabolismo mineral en la ERC. La pérdida de masa renal
esta asociada con un aumento del P sérico y un descenso del CTR, el cual disminuye
por un lado la absorcién intestinal de Ca y P y por otro lado disminuye el Ca sérico
provocando un incremento de la PTH, denominado hiperparatiroidismo secundario.
El aumento de PTH promueve la liberacion ésea de Cay Py la secrecién de FGF23. A
su vez, el FGF23 actua sobre el rifidn inhibiendo la enzima 1a-hidroxilasa, provocando
asi, alin mas, la bajada del CTR y la subida de la PTH. Ademas, un incremento de FGF23
promueve un incremento de P sérico. Finalmente, para contrarrestar este desajuste
la PTH aumenta la reabsorcién de Ca y disminuye la de P.

1.2 Homeostasis del fésforo en la enfermedad renal crénica

El P, tanto en forma de fosfato inorgdnico (Pi) como organico, es
un elemento clave para la homeostasis celular y sistémica participando
de forma decisiva en procesos vitales como la respiracion celular, la

obtencidén de energia en forma de ATP, la sefializacioén intracelular o el

19



Introduccién

mantenimiento del pH. Asimismo, es uno de los principales
componentes de macromoléculas como fosfolipidos o dcidos nucleicos.
Cuando los niveles séricos de fosfato exceden valores de 2,5-4,5 mg/dl
se produce lo que se denomina hiperfosfatemia. Esta hiperfosfatemia
suele estar unida a un incremento del producto calcio x fésforo (Ca x P).

En pacientes con insuficiencia renal, tanto la hiperfosfatemia
como el aumento del producto Ca x P estan directamente relacionados
con la calcificacion de arterias coronarias, arterias periféricas y valvulas
cardiacas'®'®. Todas estas complicaciones estdn también
significativamente asociadas a una elevada mortalidad en pacientes en
hemodidlisis 1°. Ademds, se ha identificado a la hiperfosfatemia como el
principal factor de riesgo de mortalidad cardiovascular en pacientes con
ERC ¢, 7 e incluso en poblacién general 18,

En humanos, la mayoria del P (85%) se encuentra en el hueso en
forma de matriz mineralizada. También hay un 14% distribuido de
manera intracelular mientras que el 1% restante permanece en el fluido
extracelular. Durante periodos de baja disponibilidad de P ingerido, la
mayoria de este es absorbido por el tracto gastrointestinal, por
transporte pasivo a través de los enterocitos o mediante un
cotransportador de P dependiente de sodio denominado NaPi-2b *°. En
condiciones normales, el 80-90% del P filtrado es reabsorbido en el
tubulo proximal renal, principalmente a través de NaPi-2a %° y NaPi-2c
21 Aunque el rifién es el principal regulador de la homeostasis del P, se
sabe que el hueso contribuye también decisivamente al control del P,
dado que participa tanto como un importante reservorio de P, a través
de los procesos de formacién ésea, como fuente del mismo, derivado
de los procesos de resorcidn dsea 2.
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Algunos de los elementos conocidos mds importantes en la
regulacion del P son la PTH, el FGF23 y el CTR 23. La disminucién de los
niveles de Klotho que se observa en la insuficiencia renal también
influye sobre los niveles de P sérico 24,

Al inicio de la ERC los niveles de P sérico se mantienen en el
rango normal gracias a una regulaciéon al alza de FGF23 y PTH %>,
Desafortunadamente, este mecanismo compensador se ve desbordado
a medida que la funcidn renal va declinando. Asi, a medida que avanza
la ERC, el filtrado glomerular disminuye y el FGF23 incrementa de forma
exponencial encontrando concentraciones hasta 50 é 100 veces mas
altas de lo normal. Ademéas de la reducida excrecion de P, el
hiperparatiroidismo secundario aumenta la PTH, la cual aumenta el
remodelado éseo. Este hecho junto con la dieta acaba provocando una
marcada hiperfosfatemia que promueve en gran medida la aparicién de
calcificaciones vasculares 2°.

En los enfermos renales, la hiperfosfatemia inhibe la actividad
de la enzima la-hidroxilasa en el rifién, disminuyendo la producciéon de
1,25(0OH)2D3 (CTR) a partir de 25(0OH)D3 (calcidiol) ?”. Por otra parte, el
aumento de P plasmatico determina un incremento de los niveles de
FGF23, que inhibe la actividad 1a-hidroxilasa, contribuyendo al déficit
de CTR. Los bajos niveles de CTR conducen a una situacion de
hipocalcemia (en seres humanos nivel sérico de Ca total menor de 8,5
mg/dL). La hipocalcemia junto con la hiperfosfatemia estimula la
secrecidn de PTH contribuyendo a la progresion del hiperparatiroidismo

secundario frecuentemente asociado a la ERC.
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1.3 Ingesta de fosforo en la enfermedad renal cronica

La hiperfosfatemia generada en los pacientes con ERC debe
corregirse debido a la asociacién que existe entre el P sérico y el
aumento de la mortalidad tanto en pacientes con ERC como en la

poblacion general 28 29 30,

En previos estudios, nuestro grupo de investigacion ha sugerido
que en las primeras fases de la ERC la ingesta elevada de P, reflejada en
una sobrecarga de P y por tanto en una elevada excrecidon de P en la
orina, induce una lesion renal y acelera la progresiéon de la enfermedad
renal, desencadenandose aun mas, la alteracion del metabolismo

mineral que conlleva esta enfermedad 3.

Ademas, otros autores sugieren que la ingesta de fésforo estd
asociada con morbilidad y mortalidad cardiovascular, incluso cuando el
nivel de P sérico esta dentro de la normalidad 3% 33. Por lo tanto, incluso
con un P sérico normal, podria ser esencial reducir la carga renal de P
durante la ERC ya que disminuiria la demanda de las hormonas
fosfaturicas PTH y FGF23. Ademas, cada vez hay mas evidencias que
demuestran como la elevacion de FGF23, necesario para mantener el P

sérico, se asocia con un resultado cardiovascular negativo 34,

Una posible solucidn para intentar evitar los altos niveles séricos
de P en los pacientes con ERC seria reducir la reabsorcién intestinal de
P. Para ello, seria conveniente reducir la ingesta de P, ya que éste se
encuentra principalmente en la dieta. Debido a que in vivo el P organico
se une en gran medida a las proteinas y a otras moléculas intracelulares

gue contienen carbono, el P se encuentra de forma natural en los
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alimentos ricos en proteinas 3, tanto de origen animal como vegetal. El
P orgdnico procedente de las proteinas de origen animal se hidroliza en
el tracto intestinal y luego se absorbe en la circulacién como P
inorganico 3°, La digestibilidad del P de los alimentos de origen animal
es mayor que el de las proteinas vegetales. Ademas, los productos
carnicos suelen estar procesados mediante la adicidon de aditivos de P,

lo que puede aumentar notablemente el contenido total de P ’.

Existe una estrecha correlacidn positiva entre la ingesta de
proteinas de la dieta y la ingesta de P y en consecuencia con el
incremento de los niveles de P en plasma sobre todo en pacientes con
ERC 3. Por lo tanto, una mayor ingesta de proteinas en la dieta en los
pacientes con ERC no sélo predispone a una mayor ingesta de P sino

que también puede conducir a promover hiperfosfatemia 3’.

Alimentos como frutas y verduras contienen solo pequefiias
cantidades de P. Hay que sefialar que de forma natural hay un aporte
abundante de P en algunas semillas vegetales, frutos secos y legumbres.
A diferencia del P de la carne, que estd presente como P organico en los
compartimentos intracelulares y que es facilmente hidrolizado y
absorbido, el P en las plantas, especialmente en las judias, los guisantes,
los cereales y los frutos secos, se encuentra principalmente en forma de
acido fitico o fitato 3% 3°. Dado que los seres humanos no expresan la
enzima fitasa que lo degrada, la biodisponibilidad del P de los alimentos

de origen vegetal es relativamente baja “°.

Por lo tanto, a pesar del aparente mayor contenido de P de

algunas plantas, el resultado real puede ser una menor tasa de
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absorcion intestinal de P por gramo de proteina vegetal que de proteina
de origen animal #!. Por esta razén, una ingesta similar en cuanto a la
cantidad de P pero con distinta procedencia en cuanto a la fuente de P
(alimentos animales vs vegetales) se traduce en una diferente absorcidon
de P, lo cual se refleja en la excrecidn urinaria de P que sera mayor en
individuos con mayor consumo de alimentos de origen animal ya que
los alimentos vegetales son algo menos probable que aumenten la

carga de P.

Sin embargo hay que sefialar que la ingesta de fésforo que mas
afecta a los pacientes con ERC es el P inorgdnico ya que éste se absorbe
con mayor facilidad que el fésforo unido a proteinas. La absorcidn
intestinal de P procedente de proteinas de origen animal es del 50-70%,
la de origen vegetal del 30-50% mientras que la absorcién del P
inorgénico es de aproximadamente 100% %243, Por lo tanto, lo ideal para
evitar la hiperfosfatemia seria, por un lado preservar y mantener la
ingesta de proteinas, las cuales son necesarias para tener una buena
nutricién y prevenir el desgaste muscular, y por otro lado, restringir el

consumo de P inorgdnico facilmente absorbible.

Absorcion intestinal de P
P Organico
P Inorganico
De origen animal De origen vegetal
50-70% 30-50% 100%

Tabla 2. Absorcion intestinal de P en funcion de su procedencia. P orgdnico (de origen
animal o de origen vegetal) y P inorgénico.
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El P inorgdnico, el cual no estd unido a las proteinas y es
altamente absorbible, se encuentra fundamentalmente en bebidas
carbonatadas (refrescos, sodas) y en los aditivos alimenticios sobre
todo presentes en alimentos procesados 37 44 4> En relacion a este P
inorgdnico, algunos autores han demostrado que la restriccion de
aditivos que contienen P contribuye en gran medida al control del P

sérico 441,

Por lo tanto, se puede suponer que la absorcidn neta de P 4 estd
influenciada por varios factores, como la ingesta total de P, la fuente de
alimentacion y los efectos de hormonas como por ejemplo el CTR que
aumenta la absorcion intestinal del P 47 4849 Teniendo en cuenta todos
estos factores que afectan a la absorcién de P, no es sorprendente
encontrar informes que muestran que la excrecidn urinaria de P no se
correlaciona con la ingesta total de P °°. Por lo que se crea la necesidad
de encontrar un marcador que permita evaluar la cantidad y el tipo de

P ingerido que estime el riesgo de contener elevados niveles de FGF23.

La excrecidn urinaria de P debe reflejar la absorcion intestinal de
P, que incluye tanto el P inorgdnico como el organico (procedente de
las proteinas). Esta bien establecido que el contenido de nitrégeno en
la urea urinaria (UUN, del inglés urinary urea nitrogen) es una medida
de la cantidad de proteina que ha sido absorbida y metabolizada °!. De
tal manera que una ingesta excesiva de P inorganico en relacion con la
ingesta de P orgdnico deberia reflejarse en un aumento de la relacién
P/UUN en la orina. Debido a que el P se puede encontrar tanto en su
fomra organica como inorgdnica, y en consecuencia ser mas o menos

absorbido por el intestino, se crea la necesidad de estudiar un marcador
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que permita evaluar qué cantidad aproximada de P estdn ingiriendo los
pacientes con ERC, ya que esta ingesta podria estar ligada a un
incremento de los niveles de FGF23 y por lo tanto de un potencial

desarrollo de disfuncién cardiovascular.

2. Factor de crecimiento fibroblastico 23

Como se ha comentado anteriormente el FGF23 resulta
particularmente relevante en esta tesis. A las acciones fosfaturicas y
fisiolégicas mencionadas anteriormente se han unido una serie de
efectos fisiopatoldgicos que lo sitian como una citoquina de especial
interés para su estudio en el contexto de la nefrologia y de las
complicaciones cardiovasculares asociadas a ella. De hecho, hoy dia
disponemos de numerosos estudios que muestran la asociacion entre
FGF23 y mortalidad cardiovascular, tanto en poblacién con ERC °? como
en poblacién general °3.

A continuacidn se detallan las principales caracteristicas de la

proteina de FGF23.

2.1 Origen de FGF23

En el afo 1994, se identific6 una proteina de bajo peso
molecular, liberada por un hemangioma esclerosante que inducia
osteomalacia. Esta proteina causaba una disminucién de los niveles
séricos de fésforo y vitamina D y un aumento de la fosfaturia °*. Aunque
no se propuso al FGF23 como responsable, se comenzd a tener la idea

de la existencia de fosfatoninas.
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En el afio 2000 se identificd a FGF23 como un gen de la familia
de factores de crecimiento fibroblasticos identificando su produccion
inicialmente en el nicleo ventrolateral del tdlamo del cerebro *°.

Poco mas tarde, el grupo de investigacién de Kenneth E. White
establecié por primera vez una asociacién entre la presencia de varias
mutaciones sin sentido en este gen de FGF23 y la causa del raquitismo
hipofosfatémico autosdmico dominante. En este trabajo ya se especula
con la existencia de un factor fosfaturico de naturaleza dsea °°.

FGF23 se produce principalmente en el hueso, concretamente en
osteoblastos maduros y osteocitos >’. Los osteocitos son las células mas
abundantes del esqueleto adulto, comprenden mas del 90-95% de
todas las células dseas en comparacion con los osteoblastos (<5%) y
osteoclastos (<1%) >’. También, se documentd una produccién residual
en otros tipos celulares como glandulas salivales, estdmago, higado y

corazdn 8.

2.2 Familia FGF

El FGF23 pertenece a la familia génica de factores de
crecimiento fibroblastico (FGF, del inglés Fibroblast Growth Factor
Receptor) la cual estd formada por 22 miembros desde Fgfl hasta el
Fgf23 (Fgf15 no existe en humanos) *°.

La familia FGF esta dividida en siete subfamilias filogenéticas, las
cuales estan clasificadas en tres grupos distintos en funcién de su
mecanismo de accién ©°:

Intracelular: Subfamilia Fgf 11/12/13/14: Estos factores de crecimiento

actuan como moléculas de sefnalizacion intracelular de una manera
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independiente a los receptores de factor de crecimiento fibroblastico
(FGFR, del inglés Fibroblast Growth Factor Receptor).

Candnica: Subfamilias Fgf1/2/5, Fgf3/4/6, Fgf7/10/22, Fgf8/17/18 y
Fgf9/16/20. Estos factores de crecimiento tienen una funcion paracrina
mediante la unién y activacién de receptores de superficie celular
tirosina quinasa que usan moléculas de heparan sulfato como cofactor.

FGF endocrino o similar a hormonas: Subfamilia 19/21/23. Este tipo de

factores de crecimiento actuan de forma extracelular y endocrina.
Median sus respuestas a través de mecanismos dependientes de
receptores FGFR. FGF15, el cual no existe en la especie humana y si en
ratones requiere de B-klotho, al igual que el FGF19 existente en
humanos y no en ratones. FGF21 también requiere de B-klotho para su
actividad metabdlica. Mientras que FGF23 requiere de a-Klotho como

cofactor para el desarrollo dptimo de su sefializacion 2.

Grupo Subfamilia Miembro
FGF23 11, FGF12,
Intracelular Fgf 11/12/13/14
FGF13, FGF14

Fgf1/2/5 FGF1, FGF2, FGF5

Fgf3/4/6 FGF3, FGF4, FGF6
Canonica Fgf7/10/22 FGF7, FGF10, FGF22
Fgf8/17/18 FGF8, FGF17, FGF18
Fgf9/16/20 FGF9, FGF16, FGF20
Endocrina Fgf19/21/23 FGF19, FGF21, FGF23

Tabla 3. Subfamilias de la familia de factores de crecimiento fibroblastico
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2.3 Estructura de FGF23

En humanos, el gen Fgf23, NM_020638.2, esta localizado en el
brazo pequefio del cromosoma 12 (12p13). Estd formado por tres
exones intercalados con dos intrones. Codifica una glicoproteina de 32

KDa, la cual contiene un total de 251 residuos de aminodcidos.

Motivo
176RXXR172

1 25 180 251
N Cc

Péptido sefial Fragmento N-terminal Fragmento C-terminal

Proteina activa_— N’roteina inactiva
180 251 180 251
FGF23 intacto Fragmento N-terminal  Fragmento C-terminal

Figura 2. Regulacion de la secrecion de FGF23. FGF23 se produce como un péptido de
251 aminodcidos. Hay un péptido sefial con 24 aminodacidos y la proteina secretada de
FGF23 consta de 227 aminoacidos. Una parte de la proteina de FGF23 es
proteoliticamente dividida entre Y°Arg y *¥%Ser en fragmentos inactivos por enzimas
que reconocen el motivo 176RXXR179 justo antes del sitio del procesamiento.

Como puede observarse en la Figura 2, la proteina comprende una
secuencia seinal hidrofébica de 24 aminoacidos, un extremo amino-
terminal de 154 aminodcidos que contiene la region de homologia
central con el resto de FGFs y un dominio carboxi-terminal de 73
aminodcidos. Después de la escision de la secuencia sefial de 24
aminodcidos y una O-glicosilacion por la enzima UDP-N-acetil-a-
galactosamina-transferasa 3 (GALNT3), la proteina madura

correspondiente al fragmento 2>’FGF23-%°! es secretada a la circulacion.
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Por tanto, en el torrente sanguineo, FGF23 puede circular de dos formas
distintas: como molécula madura intacta (*FGF232°!) o como

molécula fragmentada y por tanto mds corta (*>"FGF2317%) 62 83 |4

179 180

forma mas corta surge de una escisién proteolitica entre Arg'’? y Ser
por enzimas tipo convertasas (SPC, del inglés Subtilisin-like proprotein
covertases) ® que reconocen el motivo °RXXR!’°. Se trata de dos
aminodacidos localizados en el residuo 176 y 179, respectivamente, los
cuales forman un sitio consenso para la escisidon proteolitica, la cual
inactiva y degrada la proteina FGF23 activa ®> . Hasta el momento
conocemos que soélo la forma madura y completa de FGF23 es activa y
tiene actividad fosfaturica. Se conoce que el dominio COOH-terminal es
esencial para la interaccion con el cofactor a-Klotho y la activaciéon de
la sefializacion de FGFR 7.

La O-glicosilacion de FGF23 se produce precisamente en la
region 162-228 8 solapandose con el sitio de escision 7°RXXRY’°. Esta
modificacidon postraduccional protege a FGF23 de la escisidon causada
por proteinas SPC 4. GALNT3 codifica una enzima que es responsable
de la glicosilacién de FGF23. Mutaciones inactivantes de la proteina
GALNT3 previenen la O-glicosilacion de FGF23, resultando en una
degradacion rapida de la proteina y por tanto una reducida fosfaturia
69, Pacientes con la mutacidn en GALNT3, presentan bajos niveles de
FGF23 intacto mientras que el fragmento C-terminal de FGF23 es
elevado 7°. También, mutaciones inactivantes en la propia molécula de
FGF23 como por ejemplo una mutacidn en regiones muy conservadas
de la proteina como la serina (Ser) situada en la posicidon 71, se han

relacionado con calcinosis tumoral 2. Esta mutacién provoca altas
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concentraciones de P y Ca que inducen calcificaciones de tejidos
blandos 7% 72,

Ademas de las enzimas comentadas en este apartado, también
es importante resaltar la importancia de otras que tienen accién similar
sobre FGF23, como la enzima FAM20C. FAM20C regula la fosforilaciéon
de la Ser'8 de FGF23, un residuo que estd junto al motivo 76 RXXR7?,
Esta fosforilacién podria inhibir la O-glicosilacién de GALNT3 en
176RXXR'”%, la cual permite la posterior protedlisis de FGF23 mediante
las enzimas SPC. Se ha comprobado que ratones knockout para la
enzima FAM20C presentan altos niveles de FGF23 biolégicamente
activo e intacto, excesiva fosfaturia y raquitismo hipofosfatémico 73.
Por otra parte, la hipofosfatemia ligada al cromosoma X (XLH, del inglés
X-linked hypophosphatemia) tiene el origen de la alteraciéon en una
mutacion en el gen PHEX. Este gen, el cual se expresa principalmente
en hueso, codifica para la convertasa que regula FGF23. En pacientes
con XLH, PHEX estd mutado y no puede degradar FGF23, por lo que este
sube su concentracidn provocando hipofosfatemia, excesiva fosfaturia

y problemas de mineralizacion dsea 7 7>,

2.4 Efectos de FGF23

Hoy dia conocemos que FGF23 interviene a nivel renal
promoviendo la fosfaturia, a nivel de la glandula paratiroides
disminuyendo la secrecion de PTH y también es responsable del
descenso de vitamina D. Para el desarrollo de estas acciones fisiolégicas
el FGF23 circulante debe unirse a su receptor de FGF y a su co-receptor
Klotho. A continuacién se detalla el proceso de traduccidn de la seiial
desencadenado por FGF23.
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2.4.1 Klotho como cofactor de FGF23

El gen klotho fue descubierto en 1997 como un gen supresor del
envejecimiento 76, Posteriormente se descubrieron otras isoformas
como el B-Klotho 7’ y el y-Kltoho 8. Por tanto, la primera forma conocida
de Klotho y de la cual hablaremos a continuacién se conoce como a-
Klotho.

a-Klotho es una proteina de 130 KDa de un solo dominio
transmembrana y con un dominio extracelular amino terminal
compuesto por dos subunidades en tdndem denominadas KL1y KL2 7°,
Cada dominio extracelular tiene una notable homologia con proteinas
B-glucosidasas 881, Finalmente, también presenta un pequefio dominio

intracelular en el extremo carboxi-terminal.

Figura 3. Estructura de klotho transmembrana. En esta figura se puede apreciar dos
moléculas de klotho transmembrana con sus dominios KL1 y KL2. Ademas de la unién
con FGF23 y el receptor FGFR. Esquema modificado de Huang and Moe %2,

Los principales sitios de expresién de a-Klotho como proteina

transmembrana son el rifidn (tdbulos renales proximal y distal) &3, plexo
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coroideo del cerebro y glandula paratiroidea . En menor medida
también se expresa en otros sitios como musculo esquelético, placenta,
vejiga urinaria, colon, oido interno, nodo sinoauricular, pdncreas,
testiculo y ovario .

El rifdn es el principal 6rgano de produccién de a-Klotho donde
se desarrolla la accion fosfaturica 2.

Ademds de o-Klotho como receptor con dominio
transmembrana, Klotho puede presentarse como proteina circulante
en forma soluble. Existen varias formas de klotho soluble. Una de ellas
abarca el fragmento KL1, la cual se genera mediante splicing alternativo
durante la transcripcion y a la que se denomina klotho secretado 7® 8>,
Esta constituye la principal forma de klotho soluble en circulacién .
También se puede presentar otra forma soluble de klotho a partir de su
forma transmembrana. En este caso las secretasas de los tubulos
renales proximal y distal ejercen su funciéon cortando el dominio
extracelular al completo (KL1 y KL2) o cortando solo KL1. Estas dos
ultimas formas de klotho soluble también se encuentran en Ia

circulacion sanguinea. &7 8,
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Klotho soluble

Klotho secretado

O R () 12 ) 12 e

Transcripcién  Transcripcion
alternativa completa

Tubulo renal

Figura 4. Tipos de klotho soluble. Se distinguen tres tipos de klotho soluble, uno se
genera a partir de una transcripcion alternativa llamado klotho secretado, el cual lleva
solo el dominio KL1. Los otros dos tipos de klotho soluble se generan a partir de una
transcripcion completa y dependiendo de la zona donde actlen las secretasas se
forma un klotho soluble con un dominio KL1 o con los dos dominios KL1 y KL2.
Esquema modificado de Neyra JA and Hu MC #,

La proteina a-klotho transmembrana es requerida para la
transmision de la sefializacidn de FGF23 20, El FGF23, hormona
fosfaturica producida por osteocitos, se une con una afinidad moderada
a la familia de los receptores de FGF. Pero en presencia de klotho, este
complejo FGFR/FGF23 se une con una mayor afinidad °% °2. Por lo tanto,
FGF23 y klotho se complementan para regular la homeostasis del
fosforo 22 promoviendo la excrecion renal de fosforo mediante la
reduccion del nimero de co-transportadores de fosfato NaPi2a y

NaPi2c presentes en el tubulo proximal y la reduccién de la absorcion
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de fésforo intestinal, disminuyendo la sintesis renal de 1,25-dihidroxi
vitamina D3 (1,25(0H)2 D3).
Por tanto, parte de las funciones fisioldgicas de FGF23 resultan

ser dependientes de Klotho °% %3,

2.4.2 Receptores de factores de crecimiento fibroblastico

Existen cuatro receptores de FGF, que surgen de un gen comun
que dependiendo del tejido sufre un tipo de splicing alternativo u otro
gue determina su expresidn y su presencia o no en un tejido concreto.
Estos receptores son proteinas de membrana de un solo paso. El
dominio extracelular N-terminal de un FGFR consiste en tres dominios
tipo inmunoglobulina: D1, D2 y D3.

La porcion proximal de la membrana comprende D2 y D3. La
union D2-D3 es necesaria y suficiente para la union con el ligando FGF
9% 95 Esta unién se realiza mediante un residuo muy conservado
presente en la unién D2-D3 del receptor. Se trata de una arginina que
forma tres puentes de hidrégeno con el ligando %¢. Un splicing
alternativo especifico de tejido en el dominio D3 de FGFR1 y FGFR3
genera las isoformas “b” y “c” de estos receptores y cada uno tiene una
especificidad de unién al ligando distinta > 97. Siguiendo con la
estructura de un FGFR, se encuentra el dominio transmembrana que
consiste en una a-hélice sencilla. A continuacién, la regién intracelular
del receptor abarca un dominio con actividad tirosina quinasa (TK).

Los receptores FGFR, los cuales tienen funcién tirosina quinasa,
estan presentes en la membrana celular como mondmeros. La unién
del ligando induce la dimerizacion de estos receptores. Tras esta

dimerizacidon se produce un reclutamiento directo de proteinas de
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sefializacion intracelular que se unen a los sitios intracelulares de
autofosforilacién de tirosina del receptor para activarlo en respuesta a
la estimulacidn extracelular inducida por el ligando FGF y llevar a cabo
la sefializacion celular TK %8, Para que esta union FGF-FGFR sea mas
efectiva, se necesita una molécula accesoria como heparina o
proteoglicano heparan-sulfato (HSPG), la cual tiene baja afinidad por el
receptory por si sola no es capaz de transmitir una seial biolégica. Pero
su funcidon como molécula accesoria es necesaria tanto para regular la
union de los FGFs a sus receptores como para la activacidon de los

receptores FGFRs *°.

FGFR
\ @ FGF HSPG

Dominio 1 > 4 g Q

Dominio 2 ) L g
Dimerizacion FGF X FGF
Dominio 3 b/c _—
Membrana
Citosol
/

Fosforilacion
Dominio tirosina

quinasa @ﬁ &@

Figura 5. Estructura de FGFR. En esta figura se pueden apreciar los tres dominios
extracelulares del receptor FGFR y su dominio tirosina quinasa intracelular. Ademas,
tras la actuacion de la molécula accesoria HSPG, cuya funcién es necesaria tanto para
la union del FGF con su receptor como para la activacién del FGFR, se puede observar
la nueva conformacion del receptor tras su dimerizacion al unirse con un ligando para
formar el complejo FGF/FGFR 1%,

El complejo de unidn esta formado por dos moléculas de FGF y

dos moléculas de FGFR, en el cual una de las moléculas de FGF
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interacciona con el dominio D2, D3 y con el nexo que conecta estos dos
dominios dentro de uno de los receptores. A este sitio se le conoce
como sitio de unién primario. El dimero es establecido mediante un sitio
de unién secundario implicando interacciones entre la otra molécula de
FGF y el dominio D2 del segundo receptor del complejo.

También existen interacciones entre las dos moléculas FGFR del
complejo mediante sus dominios D2 9!, Cada molécula de FGFR
simultdneamente contacta tanto con FGF como con la molécula
accesoria HSPG %', Las dos moléculas de FGF en el complejo no
contactan entre si. Por esta razén las interacciones entre FGF-FGFR no
son suficientes para establecer los dimeros en la membrana celular.

La molécula accesoria HSPG contacta tanto con ambos ligandos
del complejo como con ambas moléculas FGFR a través del dominio D2
del receptor, permitiendo una dimerizacidén estable en el complejo FGF-
FGFR 192, Esta dimerizacién es un prerrequisito para la autofosforilacion
de tirosina y la estimulacidon de la actividad intrinseca TK de estos
receptores 103,

Una vez promovida la autofosforilacion de FGFR se produce la
fosforilacién de tirosina de FRS2 (del inglés, fibroblast growth factor
receptor substrate 2) que conduce al reclutamiento de cuatro
moléculas de Grb2 (del inglés, Growth factor receptor-bound protein 2)
directamente y dos moléculas de Grb2 indirectamente a través de la
fosforilaciéon de tirosina de la proteina tirosina fosfatasa Shp2. Las
moléculas de Grb2 unidas a FRS2 reclutan el factor de intercambio de
nucledtidos de guanina (SOS), lo que lleva a la activacion de la cascada
de sefializacion Ras-MAPK 193, Activdandose una serie de intermediarios
como Ras, Raf y ERK, ademas de p38. La proteina ERK y p38 activadas
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se traslocan al nucleo y desencadenan la activacion de los genes diana

que controlan proliferacidn y crecimiento celular.
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Figura 6. Ruta de sefializacion Ras-MAPK. Tras la dimerizacidn y activaciéon del
receptor FGFR, mediante la autofosforilaciéon y la estimulacién de la actividad
intrinseca TK, se produce la sefalizacion intracelular mediante la ruta Ras-MAPK,
activandose una serie de intermediarios, de los cuales ERK resulta particularmente
relevante en esta tesis.

2.4.3 Complejo proteico heterotrimero klotho/FGFR/FGF23

Los FGF con accién paracrina, subfamilia a la cual pertenece
FGF23, presentan baja afinidad con la molécula HSPG. Para compensar
esta pérdida de interaccidon y poder activar los FGFR, los miembros de
esta subfamilia utilizan en su lugar la molécula klotho, proteina
transmembrana de un solo paso, para facilitar su interacciéon con el
receptor °%. FGF23 requiere de forma selectiva a a-klotho como co-

receptor para unirse a FGFR %0, ®3, La proteina de klotho solo interactua
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con la isoforma “c” de los receptores FGFR, esto restringe la unién de
klotho a los receptores que pueden ser utilizados por FGF23104,
Recientes estudios han demostrado que klotho soluble también puede
tener su propio mecanismo de accion, actuando como una hormona
circulante. Sugiriendo que a-klotho soluble también es un buen co-
receptor de FGF23 junto con FGFRc1 .

En el complejo FGF23-FGFR1c-a-Klotho (1:1:1) aKlotho aumenta
la afinidad de unién entre FGF23 y FGFR1c. En el complejo binario
FGF23-FGFR1c, FGF23 se une con baja afinidad entre los dominios D2 y
D3 del receptor mediante un residuo de serina presente Unicamente en
las isoformas “c” de los FGFR ©.

Con respecto a a-klotho, de acuerdo con la secuencia de
homologia con proteinas B glucosidasas que presentan los dominios de
klotho (KL1 y KL2) podemos diferenciar una estructura denomina barril
TIM (del inglés, Triosephosphate isomerase) para cada uno de los
dominios, la cual estd formada por ocho cadenas a-hélice y ocho
[dminas B. Los dominios KL1 y KL2 difieren en la conformacidn del bucle
Blal. En KL2, este bucle sobresale de la estructura TIM y sirve como un
brazo de enlace para la unién con el dominio D3 del receptor. El dominio
KL1 y KL2 estan conectados por un enlazador corto rico en prolina.
También existen conexiones entre ambos KL a través de algunos
contactos interdominios. Uno de estos contactos estd mediado por un
i6n de Zn?* permitiendo la unién de FGF23 a a-klotho mediante su
motivo RXXR presente en su cola del extremo C-terminal 2.

La disposicion de este complejo es similiar tanto para a-Klotho

soluble como para aKlotho transmembrana teniendo una capacidad

39



Introduccién

similar para transmitir la sefializacién intracelular desencadenada por

FGF23 ©1,

Fragmento C-terminal
Motivo RXXR

Figura 7. Complejo proteico heterotrimero de klotho soluble, FGFR1c y FGF23.
Imagen modificada de Gaozhi, Cy colaboradores ©?.

2.5 Acciones fisioldgicas

2.5.1 Acciones fisioldgicas de FGF23 en Rifion

El rindn es una de las principales dianas fisioldgicas de FGF23.
Tiene como funcién inhibir la expresion renal de los transportadores de
Na-dependientes de fésforo NaPi-2a y NaPi-2c, disminuyendo asi la
reabsorcién de fésforo en el tubulo proximal de la nefrona, estimulando
la excrecion de Py por tanto la fosfaturia 1%,

En el rifidn, FGF23 también disminuye la sintesis de 1,25 (OH)2
D3 (Calcitriol), la forma biolégicamente activa de la vitamina D,
suprimiendo la actividad de la enzima 1-a-hidroxilasa, necesaria para su

generaciéon. Ademas, FGF23 estimula también la degradacién de 1,25
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(OH)2 D3 mediante el estimulo de la enzima 24-hidroxilasa aumentando
asi la generacién del metabolito de baja actividad biolégica de la
vitamina D 106,

Mediante estos mecanismos, FGF23 se postula como la principal
hormona fosfaturica y contra-reguladora de vitamina D 1%7. A su vez, los
niveles séricos de 1,25(0OH); D3 se muestran como uno de los
reguladores de la produccién de FGF23 mds importantes. En animales
de experimentacién se ha podido observar que 1,25(0OH), D3 estimula
de una forma directa y dosis dependiente la secrecién de FGF23 por el
osteoblasto 1%, Este sistema permite mantener los niveles de fosforo
en sangre dentro de margenes precisos y controlados °. En aquellas
situaciones en las que se produzca un incremento de los niveles de
1,25(0OH)2 D3 vy, por tanto, de la absorcién gastrointestinal de P, el
estimulo de la produccion del FGF23 por parte del osteoblasto

favorecera la fosfaturia, impidiendo la aparicidon de hiperfosfatemia.

2.5.2 Acciones de FGF23 sobre la glandula paratiroidea

La glandula paratiroidea es otro érgano diana para FGF23. En la
glandula paratiroides, FGF23 inhibe la sintesis y secrecion de la
hormona paratiroidea (PTH). Varios estudios in vivo e in vitro han
demostrado que FGF23 de manera dosis dependiente disminuye tanto
la trascripcién del ARNm como su secrecidn proteica 0% 110,

Del mismo modo, los niveles de PTH séricos intervienen también
en laregulacién de FGF23. La PTH estimula la formacion de osteoblastos
que son los principales productores de FGF23 1!, Se ha demostrado que

roedores con hiperparatiroidismo primario tienen mayor nimero de
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osteoblastos y elevados niveles de FGF23. En esta situacién la
paratiroidectomia consigue revertir estos altos niveles de FGF23 12,

El efecto directo de FGF23 sobre el hueso es objeto de estudio
en los ultimos afios. Algunos trabajos muestran una relacion entre altos
niveles de FGF23 y cambios en el remodelado dseo presentes en la
osteodistrofia renal. Estos resultados subrayan la idea de que altos
niveles de FGF23 podrian estar implicados con la generacion de
procesos fisiopatoldgicos en distintos dérganos y tejidos como los
documentados en corazén '3 y hueso 4. Estas acciones seran
comentadas en los siguientes apartados.

Del mismo modo, otros autores refuerzan la idea de que la PTH
actla sobre el hueso para estimular la expresién de FGF23 que se
acompafia de una disminucion de la expresidn de esclerostina, proteina
sintetizada en los osteocitos para evitar la formacién de hueso en
exceso 1°, Gracias a un estudio experimental in vivo, se ha demostrado
que realizando una paratiroidectomia se previene y corrige el aumento
de FGF23 en la insuficiencia renal temprana, confirmando Ia
importancia de la PTH en la regulaciéon de los niveles de FGF23 vy
sugiriendo por tanto que los niveles altos de FGF23 en la ERC pueden
estar fuertemente influenciados por el hiperparatiroidismo. Por lo
tanto, es necesario controlar los niveles séricos de PTH en pacientes con

ERC para evitar los elevados niveles séricos de FGF23 16,

2.6 Patologias asociadas a alteraciones de FGF23

Existen numerosas patologias que tienen como origen una
alteracion grave de los niveles de FGF23. Muchas de estas alteraciones
gue a continuacién se describen estan relacionadas con patologias
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dseas. Sin embargo otro tipo de efectos derivados del exceso de FGF23
se estan evidenciando también a nivel extrarrenal, desencadenandose

asi patologias en érganos y tejidos como corazén, endotelio o hueso.

2.6.1 Patologias dseas relacionadas con FGF23

Como se ha comentado anteriormente las alteraciones en los
niveles de FGF23 conducen a alteraciones oseas. Es interesante
comprobar que estas alteraciones se producen tanto por exceso de
FGF23 (que da lugar a hipofosfatemia y problemas de mineralizacidn
0sea) como por deficiencia en los niveles de FGF23 (que conducen a
elevados niveles de P). A continuacion se mencionan de forma

resumida, en la siguiente Tabla, las alteraciones éseas relacionadas con

FGF23.
Alteraciones 6seas
Por exceso de FGF23
Etiologia de la Efectos principales
alteracion
Raquitismo -Mutacién en Arg'’°1® | - Hipofosfatemia
hipofosfatémico -FGF23 no es -Fosfaturia

autosomico dominante fragmentado por SPC - Disminucién CTR

permaneciendo intacto

y funcional
Raquitismo -Mutaciéon inactivante @ -Hipofosfatemia
hipofosfatémico en el gen DMP1l -Elevada fosfaturia

autosémico recesivo (especifico de hueso y = -Diminucién CTR

dientes) -Aumento fosfatasa alcalina
Osteomalacia inducida  -Trastorno -Hipofosfatemia
por tumor paraneoplasico -Elevada fosfaturia
derivado de un tumor -Diminucién CTR
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de origen -Aumento fosfatasa alcalina

mesenquimatico

Raquitismo -Mutacién en el gen -Hipofosfatemia severa
hipofosfatémico ligado = PHEX -Elevada fosfaturia
al cromosoma X -FGF23 no es | -Disminucién CTR
fragmentado SPC

permaneciendo intacto
y funcional
Por déficit de FGF23
Calcinosis tumoral -Mutacidon en el gen -Hiperfosfatemia
familiar GALNT3 -Aumento CTR
-Mutacion en el residuo = -No hay fosfaturia
Ser’* de FGF23

Tabla 4. Alteraciones 6seas relacionadas con el exceso y déficit de FGF23 117 118,54, 74,
119

2.7 FGF23 y enfermedad renal cronica

Como ya se ha mencionado, los niveles séricos de FGF23
incrementan progresivamente a medida que la funcidn renal decae. Los
niveles de FGF23 suelen ser entre 2-5 veces mas altos durante la etapa
temprana e intermedia de la ERC. Sin embargo, en los ultimos estadios
de la ERC puede alcanzar mdas de 200 veces el nivel normal. El
incremento en FGF23 es paralelo al acimulo de fosforo sérico 129,

Debido al aumento de FGF23, se produce una inhibicion de 1,25
(OH) 2 D3 12 que reduce la absorcién intestinal de fosfato. En pacientes
en hemodidlisis (HD), se ha sugerido que los niveles elevados de FGF23

en suero estan también asociados con la expresidon reducida de Klotho
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122 3unque no se ha encontrado una relacion causal entre ellos. Estudios

recientes han establecido una relacién entre el fosfato de la dieta y los
niveles séricos de FGF23 1?3 y han demostrado que los quelantes del
fésforo reducen los niveles de FGF23 en pacientes en hemodialisis 124,

El incremento de las concentraciones de FGF23 ocurre antes de que se
desarrollen los cambios en los niveles de fésforo sérico, PTH o

1,25(0H),D 125,

>

Increase

Change in plasma parameter

Decrease

v >90 <90 <60 <30 <15
eGFR (ml/min/1.73 m-2)

Figura 8. Tiempo de evolucion de los niveles plasmaticos de FGF23, PTH, fésforo,
1,25 (OH)2 D3y klotho. Se puede apreciar que cuando la TFG comienza a disminuir, lo
primero que sucede en el metabolismo mineral es la caida de klotho junto con la
subida de FGF23.

A dia de hoy, no se conoce muy bien la razén exacta del aumento
de FGF23 en la etapa inicial de la ERC. Posibles explicaciones para este
fenédmeno pueden ser los efectos compensatorios de la retencidon de
fésforo causado por el descenso de la capacidad de los riflones para
excretar el fosforo proveniente de la dieta. La deficiencia de klotho en

la ERC o la administracion activa de la vitamina D quizas contribuyen al

incremento de los niveles séricos de FGF23 2°.
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Recientemente nuestro grupo de investigaciéon ha puesto de
manifiesto que la sobrecarga de fésforo presente en los estadios
iniciales de la ERC es la responsable del descenso de Klotho renal. De
esta manera, el exceso de fésforo, desencadena un efecto toxico sobre
los tubulos renales induciendo a la pérdida de Klotho. Este descenso es
independiente de FGF23 y es consecuencia de la activacién de la ruta
Wnt/B-catenina por altos niveles de fdsforo. La administracion de
inhibidores de esta ruta Wnt, Dkk1, consiguid revertir el descenso de
Klotho inducido por fésforo. Por tanto, se propone al exceso de fésforo
como origen del descenso de Klotho. Este descenso de Klotho podria
explicar por qué a pesar de los altos niveles de FGF23 no se produce su
efecto fosfaturico y se genera hiperfosfatemia 126,

Un argumento a favor de la restriccion dietética de fuentes
especificas de P, comentada con anterioridad, es el hecho de que la
carga tubular de P se asocia con un aumento tanto del FGF23 como de
la PTH, que se observa antes de que haya un aumento significativo de
la concentracién sérica de P. Muchos estudios indican que un aumento
progresivo de FGF23 predice una rapida progresion de la enfermedad
renal y la mortalidad >2.

Debido a que el FGF23 no es un parametro disponible en la
clinica de nefrologia, se crea la necesidad de conocer otros parametros
gue sirvan de biomarcadores y que estén relacionados con el aumento
de FGF23. Asi de esta manera, se podrd identificar desde la clinica

cuales son los pacientes que tienen mas riesgo cardiovascular.

Los parametros que podrian ayudar al nefrdlogo a identificar

qué pacientes tienen niveles de FGF23 altos, podrian ser aquellos
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pardmetros relacionados con el fésforo en la orina. Aunque hay que
considerar que no siempre existe una relacion de FGF23 y fésforo en la
orina ya que en presencia de altos niveles de FGF23, si el rifidn esta muy
dafiado, se puede excretar poca cantidad de fésforo a través de la orina,
y esta poca cantidad de P en la orina no seria un reflejo de la cantidad
de FGF23 sérico, debido a la baja tasa de filtracidon que posee el rifidn.
Es por esto que se necesita explorar con mayor nivel de evidencia
pardmetros que nos permitan conocer cuando los niveles de FGF23
podrian suponer una amenaza cardiovascular. En esta tesis se explorara
el potencial enlace entre ingesta de fésforo y dafio vascular a través del

aumento de FGF23.

3. Disfuncion Vascular durante la ERC

3.1 Mortalidad cardiovascular

La disfuncion endotelial y la rigidez arterial son factores de
riesgo establecidos para la mortalidad cardiovascular en la poblacién
general y son altamente prevalentes en pacientes con ERC *?7. Estas
junto con la presencia de calcificaciones vasculares son algunas de las
razones por las que la enfermedad cardiovascular es la principal causa

de mortalidad y morbilidad en pacientes con ERC 128,

3.1.1 FGF23 y mortalidad cardiovascular

Los niveles suprafisioldgicos de FGF23 en pacientes con ERC no
han tenido tanta importancia hasta hace relativamente poco tiempo. El
primer estudio que demostrd la asociaciéon entre FGF23 y mortalidad
fue publicado en 2008. Gutiérrez y colaboradores observaron una

asociacién positiva entre los altos niveles de FGF23 y la mortalidad en
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pacientes en didlisis. Esta relacién demostré ser independiente de los
niveles séricos de fésforo 2°. Posteriormente, Faul y colaboradores
demostraron que altos niveles de FGF23 son causa directa de
hipertrofia de cardiomiocitos de rata y de hipertrofia del ventriculo
izquierdo aumentando con ello la mortalidad cardiovascular en estos
pacientes con ERC 113,

Mas recientemente, Isakova y colaboradores han demostrado
que en la mayoria de pacientes con estadios avanzados de ERC los
niveles de FGF23 son elevados. Sin embargo cuando se analizan estos
niveles a diferentes tiempos, encuentran que en aquellos pacientes
donde se producen los cambios mads bruscos de FGF23 se establece una
asociacion positiva con un avance mas rapido en la progresién de la

enfermedad y el riesgo de mortalidad >2.

3.2 Endotelio

El endotelio estd formado por una monocapa de células
endoteliales que recubren la zona interna de todos los vasos sanguineos
y controlan la comunicacién entre la sangre y los vasos. Las CE son
capaces de detectar cambios tanto de tipo fisico, relacionados con el
estrés mecanico producido por el flujo sanguineo, la presién arterial o
la distension de la pared, como de tipo quimico, debidos a la liberacién
de sustancias por parte de las células sanguineas o de los tejidos.

La funcién del endotelio es fundamental para la homeostasis
vascular y es sensible a cambios en la biodisponibilidad de éxido nitrico
(NO) o de especies reactivas del oxigeno (ROS). El NO es un potente
vasodilatador necesario para el correcto funcionamiento de la
vasculatura y su baja biodisponibilidad resulta en una vasoconstriccion
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inadecuada. En el contexto de la ERC, la disfuncion endotelial ocurre

130

desde las etapas mas tempranas *3°, y contribuye en gran medida al

incremento del riesgo de la enfermedad cardiovascular 32,

3.2.1 FGF23 y endotelio

Se han relacionado altos niveles séricos de FGF23, incluso dentro
del rango normal, con un cambio en la vasorreactividad endotelial en
sujetos con funcién renal normal 32, En un estado de deficiencia de
klotho, como sucede en la ERC, se produce una disminucién de la
sintesis de NO mediada por FGF23 y aumenta la formacién de ROS.
Confirmando asi, que el exceso de FGF23 puede promover
principalmente el estrés oxidativo y por tanto la disfuncién endotelial

en pacientes con ERC 133,

3.3 Rigidez arterial

El sistema arterial representa una red compleja de tubos
elasticos ramificados que, tras recibir la sangre procedente de las
contracciones ritmicas del corazén, consigue, mediante un efecto de
amortiguado obtener un flujo continuo en arteriolas y capilares 34135,
La contraccidén cardiaca genera una onda de pulso que se transmite a lo
largo de las arterias gracias a su consistencia elastica. La velocidad de
propagacion de la onda de pulso generada depende de la presién
arterial, del radio de la arteria por la que se propaga y del espesor de su
pared 134,

Conceptualmente, la rigidez arterial es la relacion entre tension
y deformacién de la arteria. No es mdas que una pérdida de la

distensibilidad del vaso, siendo esta la capacidad o facilidad de los vasos
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sanguineos para distenderse y contraerse apropiadamente en
respuesta a los cambios de volumen y de presidn. La velocidad a la que
se transmite la onda aumenta a medida que disminuye la distensibildad,
transmitiéndose, asi, con mayor rapidez en las arterias mas rigidas 136,
La rigidez arterial estd determinada principalmente por la edad 37, el

138 y la presion arterial 137 y se relaciona con los factores de riesgo

sexo
cardiovascular 1 debido a que causa una mayor disfuncion diastdlica e
insuficiencia cardiaca 4°,

La rigidez arterial es un biomarcador importante en Ia
evaluacion del riesgo cardiovascular 4. La aorta es el principal vaso de
interés para medir la rigidez arterial por dos razones. La primera es que
tanto la aorta tordcica como la abdominal presentan una modificacion
de su estructura en funcién de las oscilaciones de la presion de la sangre
permitiendo una mejor funcién amortiguadora arterial 1*? y la segunda
porque la presidon de onda de pulso es un predictor independiente de
los factores de riesgo de eventos cardiovasculares en una variedad de
poblaciones 143, Ademas, la presion de onda de pulso es considerada
como un biomarcador de mortalidad #* pues estd inversamente
relacionada con la distensibilidad.

Zanoli y colaboradores han demostrado la evidencia de varias
alteraciones en la funcién de la carétida en pacientes con ERC
temprana. Esas evidencias que alteran su funcién son una disminucién
de la distensibilidad carotidea, una disminucion de la tensién carotidea
y un aumento en la rigidez carotidea 4> .

Los pacientes con ERC terminal presentan un mayor riesgo
cardiovascular acompafiado de un aumento de la velocidad de onda de
pulso en comparacion con la poblacién general 146,
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3.3.1 FGF23 yrigidez arterial

Como se ha comentado anteriormente, el FGF23 se relaciona
con elementos de riesgo cardiovascular, como la hipertrofia del
ventriculo izquierdo, la carga aterosclerdtica y la disfuncién endotelial
147 Sin embargo, la relacién entre FGF23 y rigidez arterial no esta del
todo descifrada ya que hoy en dia existe mucha controversia entre
dicha relacion.
Inci y colaboradores demostraron que la rigidez arterial incrementé
durante la ERC pero no obtuvieron una relacién positiva entre los
niveles de FGF23 y rigidez arterial 1#8. Sin embargo, Krishnasamy y
colaboradores han demostrado una asociacion positiva entre FGF23 y
velocidad de onda de pulso anormal, sugiriendo que el FGF23 puede
tener un papel importante en la mediacion de la rigidez arterial 14°.
En esta tesis se explorard en profundidad si existe una relacién entre
FGF23 y rigidez arterial con especial atencién a los mecanismos

potenciales por los que esta se desarrolla.

3.4 Calcificacion vascular

Otra de las complicaciones asociadas a la ERC es la presencia de
calcificaciones vasculares (CV). Se trata de un proceso por el cual las
células de mdusculo liso vascular (CMLV) presentes en los vasos
sanguineos sufren una transformacién fenotipica por la que se
diferencian en células similares a osteoblastos conduciendo a la rigidez
de los vasos y a alteraciones hemodindamicas como hipertensién que
agravan la patologia cardiovascular asociada a la ERC y con ello la

mortalidad.
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3.4.1 FGF23 y calcificacidon vascular

Los efectos potenciales de FGF23 sobre la CV son
controvertidos. Por un lado, hay evidencias que sostienen un efecto
preventivo de FGF23 sobre la CV 120 151,

Zhu et al. reportaron que FGF23 tenia un efecto protector sobre
la calcificacion de CMLV cultivadas con altas concentraciones de
fosforo. Este efecto fue inhibido al bloquear el intermediario ERK de la
ruta de sefalizacion de las MAP quinasas, aumentando asi la
calcificaciéon en estas células. Estos datos apoyan la idea de que la
activacion de la ruta ERK es un papel clave en la mediacion del efecto
protector del FGF23 contra la calcificacién de CMLV 9,

En la misma linea, Lim et al demostraron que FGF23 disminuyd
la calcificacion de CMLV humanas de forma dependiente tras la
induccion de a-klotho. En sus estudios presentaron por primera vez la
expresion de Klotho enddgena en arterias tanto in vitro como in vivo.
Proporcionaron evidencia de que la ERC es un estado de deficiencia
vascular de a-Klotho, una explicacién probable para el envejecimiento
vascular acelerado con la presencia de calcificacidon. Estos autores
proponen que los altos niveles de FGF23 observados durante la ERC no
pueden ser vasculoprotectores por la resistencia que supone la
deficiencia de Klotho/FGFR. Confirmaron que la restauracion de klotho
mediante la activaciéon de los receptores de vitamina D (VDR) con
calcitriol hace que las CMLV vuelvan a ser sensibles a FGF23 con efectos
inhibidores de la proliferacién y la calcificacion. De esta manera,
proponen a la activacion de VDR como estrategia terapéutica en la ERC

para la restauracion de la deficiencia vascular de klotho y la respuesta
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vascular de FGF23, aunque este aspecto de momento no ha sido
demostrado in vivo o en pacientes °1.

Por otro lado hay trabajos que sefalan al FGF23 como un

agravante del proceso de calcificacién de estas CMLV 1°% 153,154,155,
Jimbo et al defienden que FGF23 potencia la calcificacion inducida por
P en CMLV humanas que sobre-expresan a-Klotho 1°2,
Otros estudios en pacientes realizados por Khan y colaboradores
confirmaron que en los individuos con ERC y en dialisis, los niveles
plasmaticos de FGF23 estan fuertemente asociados con la progresion
de la calcificacién arterial coronaria. Sugiriendo incluso que FGF23
podria ser un marcador de riesgo cardiovascular en la ERC 3,

También se ha reportado que en individuos con ERC que no
estan en didlisis, el FGF23 también esta relacionado con calcificacion
arterial coronaria. La prevalencia de dicha calcificacion aumento
significativamente a medida que disminuia la funcién renal. Los niveles
de FGF23 fueron significativamente mayores en pacientes con ERC en
estadio 3 que en pacientes con ERC en estadios 1y 2. En contraste, los
niveles de fosforo sérico sélo fueron significativamente mas altos en
pacientes con ERC en estadio 5 sin distincién en estadios tempranos
donde no hay tampoco correlacién con la calcificacion arterial
coronaria.

Estos resultados sugieren que la medicidn de FGF23 puede ser
mejor biomarcador de calcificacidon y de factores de riesgo asociados a
ella que la propia medicion del fésforo 4. Sin embargo de momeno no
disponemos de kits diagndstico fiables para valorar los niveles séricos

de FGF23. Otros autores también apoyan esta misma premisa, pues han
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observado que altos niveles de FGF23 séricos estan relacionados con CV
153, 155.

Otros estudios sin embargo, demuestran que FGF23 no
interfiere sobre el proceso de CV. Scialla et al. también demostraron in
vitro que la adicidon de FGF23 a CMLV humanas en condiciones de alto
fésforo no promovié cambios sobre estas células ni sobre anillos de
aortas, tanto en presencia como en ausencia de klotho soluble %6,
Resultados similares fueron encontrados por Lindberg et al,
demostrando que FGF23 no promueve la calcificacién inducida por B-
glicerofosfato de CMLV bovinas **’.

Dada la controversia encontrada en la bibliografia consideramos
que el efecto de FGF23 sobre la CV debe ser estudiado en profundidad
para dilucidar si las acciones sobre las CMLV son directas o por el
contrario estan subordinadas a otros cambios relacionados con las
variaciones en otros elementos como fésforo, vitamina D o PTH.

Las CMLV son células cuyo fenotipo no esta totalmente definido.
Ademas, distintos estimulos pueden influir sobre ellas y modificar su
funcién encontrando, como se verd a continuacién, la posibilidad de

detectar distintos tipos de fenotipos.
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4, Células de musculo liso vascular

4.1 Localizacion de las CMLV

En la estructura de las arterias se pueden distinguir tres capas
de células caracterizadas por presentar diferencias morfoldgicas y
funcionales. Desde la mas interna a la mds externa se pueden distinguir

las siguientes capas: capa intima, capa media y adventicia.

Células de musculo liso vascular

Capa elastica

Tejido conjuntivo

Células endoteliales

Adventicia Capamedia Capaintima

Figura 9. Estructura de una arteria. Las CMLV se encuentran en la capa media de la
arteria.

Las CMLV se localizan en la capa media de las arterias. Estan
organizadas en capas concéntricas circulares alrededor de la capa
intima. Son células altamente especializadas que presentan un
importante papel en el mantenimiento del tono vascular regulando el
didmetro de los vasos gracias al proceso de contraccion y relajacion en
respuesta a estimulos vasoactivos que intervienen en el control de la

presion arterial y el flujo sanguineo.
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4.2 Fenotipo de las células de musculo liso vascular

Dependiendo de la necesidad fisiolégica puntual, las CMLV
pueden presentar fenotipos diferentes, fundamentalmente el fenotipo
contractil o el sintético. Ambos son funcionales y tienen caracteristicas
diferenciales relacionadas con la funcién que realizan. Aunque se
identifican claramente los fenotipos contractil y sintético se postula que
en las CMLV ambos fenotipos constituyen los extremos de un amplio
espectro de otros posibles fenotipos intermedios °8.

En condiciones de uremia las CMLV pueden también
transdiferenciarse a células similares a osteoblastos por lo que también
pueden alcanzar un fenotipo osteogénico, del cual se hablard mas

adelante.

4.2.1 Fenotipos contractil y sintético

Las CMLV de fenotipo contractil presentan una morfologia
fusiforme y una baja tasa de proliferacién y migracién. La presencia de
filamentos con capacidad contractil promueve la contraccién del vaso
gue permite el mantenimiento del tono vascular. Ademas, expresan
proteinas especificas e identificadoras del fenotipo contractil. Para
definir el fenotipo contractil de las CMLV se valora la expresion de
marcadores proteicos especificos *°. Los mas relevantes son la
presencia de a-actina de musculo liso vascular (a-SMA), cadena pesada
de miosina de musculo liso (SM-MHC, del inglés smooth muscle-myosin
heavy chain), esmotelina, elastina y a-SM22 entre otros. Algunas de
estas proteinas estan implicadas en la contraccién de las CMLV, como

componente estructural del aparato de contraccién como pueden ser
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a-SMA y SM-MHC o como regulador de la contraccién como por
ejemplo a-SM22 y esmotelina 8.

En cambio, las CMLV de fenotipo sintético presentan una
morfologia menos alargada y fusiforme y contienen un gran nimero de
organulos implicados en la sintesis de proteinas y en la produccién de
matriz extracelular. Con respecto al fenotipo contrdctil, las CMLV
sintéticas presentan una alta tasa de proliferacién y una gran capacidad
de migracion %, En la siguiente figura se pueden visualizar las

principales caracteristicas y diferencias de ambos fenotipos de CMLV.

VSMC VSMC
Fenotipo contractil Fenotipo sintético
R el
\Q Ve 2 e /
L g T
Morfologia fusiforme Morfologia redondeada
| Proliferacién I Proliferacién
| Migracién 1 Migracién
| Expresion de marcadores contractiles: | Expresién de marcadores contréctiles
* a-Actina { Sintesis de componentes de la matriz
* MHC
* Elastina

* Esmotelina

Figura 10. Caracteristicas de los dos fenotipos bien diferenciados de las CMLV.
Ambos fenotipos tienen morfologia y funcidn diferentes.

La plasticidad que poseen las CMLV es muy importante durante
el desarrollo vascular normal. Durante este proceso, las CMLV exhiben
una alta tasa de proliferacion, migracion, y produccién de componentes
de matriz extracelular tales como elastina y proteoglicanos,

constituyendo una mayor proporcion de células no comprometidas con
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la contraccidn vascular y si con la formacion del vaso ®1. Al mismo
tiempo que el vaso se va desarrollando, las CMLV van adquiriendo la
capacidad de contraerse. De esta manera, una vez desarrollado el vaso,
la mayor parte de las CMLV tienen fenotipo contractil para asumir las
funciones requeridas por la pared arterial madura, es decir la
contraccion y relajacion del propio vaso, 1. También se detectan en la
pared del vaso sano, CMLV con fenotipo sintético, las cuales son
necesarias para el correcto mantenimiento y remodelado fisiolégico de
la vasculatura %8

En el contexto de angiogénesis se produce una proliferacion y
migracion de un progenitor comun de las CMLV. En este momento, se
activa un programa basal de diferenciacién de las CMLV, el cual es
responsable del desarrollo de este tipo celular hacia un fenotipo u otro.
Se trata de una célula precursora de musculo liso vascular %8,
Algunos estudios sostienen que son los cambios epigenéticos sobre
estas células precursoras los que determinan la diferenciacidn hacia el
fenotipo contractil o sintético °8, Otros trabajos proponen al
microambiente del vaso como la fuente de estimulos que determinan
el tipo de fenotipo que se necesita 8. Generalmente, los cambios
fenotipicos en CMLV son mas relevantes durante la formacion de los
vasos sanguineos (angiogénesis embrionaria). Pero también una vez
formado el vaso, en una etapa post-natal, se producen cambios de
fenotipo en las CMLV para solventar las necesidades de ese momento
como en la neovascularizacion, en el remodelado vascular y en Ia
reparacion de un dafio en el vaso 162,

En los distintos tipos de arterias del sistema circulatorio, si se
produce un dafo y este es persistente se desencadena la patologia
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vascular originando un desequilibrio en el fenotipo de las CMLV. Se ha
documentado una asociacion patoldgica relacionada con el incremento
de CMLV de fenotipo sintético y proliferativo en detrimento de la
presencia de CMLV de fenotipo contractil.

En esta situacién de dafo vascular hay una desregulacién del
ciclo celular que conduce a un incremento de la proliferacion. El control
de este proceso es clave durante la remodelacién fisioldgica que ocurre
en los vasos promoviendo una mayor presencia de CMLV de fenotipo
sintético que se acumulan en la pared vascular y que favorecen la
progresién de procesos patoldgicos como aterosclerosis, hipertension,

trombosis, restenosis y otras enfermedades vasculares 163 164,

4.2.2 Fenotipo osteogénico de CMLV.

La exposicion de las CMLV a concentraciones elevadas de P y
calcio muestra un aumento de la mineralizacién dependiente de la
dosis, que se asocia con la desdiferenciacién de las CMLV hacia un
fenotipo osteogénico 16> 1% Por lo que la desdiferenciacién de las CMLV
en células similares a los osteoblastos estd asociada a la calcificacidn
vascular en la pared de los vasos 7. La transicion osteogénica de las
CMLV se debe a una disminucién de los marcadores de fenotipo
contractil %7 junto a un aumento de expresién de los marcadores
osteogénicos, como por ejemplo el factor de transcripciéon 2
relacionado con Runt (Runx2), la osteopontina (OPN) y la fosfatasa
alcalina %7 que participan en el desarrollo normal de los huesos, y que

controlan la expresion de proteinas osteogénicas 68,

Los desencadenantes de la transicién osteogénica de las CMLV se han

estudiado ampliamente y se reconocen muchos factores de riesgo,
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como la pérdida de inhibidores de la calcificacion, la senescencia, la
muerte y el dafio celular, el estrés oxidativo, el estrés mecdnico y la

disfuncién mitocondrial 7.

4.3. Alteraciones de CMLYV en el proceso ateroscleroético

La aterosclerosis es una enfermedad croénica inflamatoria de la
pared vascular, caracterizada por el depdsito e infiltracidn de sustancias
lipidicas en la capa intima de las arterias. Provoca una reaccion
inflamatoria y la multiplicacién y migracion de las CMLV contribuyendo
a la estenosis arterial.

El cambio de fenotipo de las CMLV tiene una importancia
fundamental en este proceso aterosclerético, condicionando en gran
medida la aterosusceptibilidad arterial. De forma fisioldgica, las CMLV
participan en la remodelacién de la pared arterial para mantener el flujo
sanguineo en los vasos afectados debido a los cambios aterosclerodticos.
Sin embargo, la capacidad de las CMLV para transdiferenciarse a células
mieloides, similares a macréfagos ha sido también demostrada tanto in
vitro como in vivo. Tras una carga de colesterol, Rong y colaboradores
descubrieron como CMLV murinas cultivadas se transformaban en
células similares a macrdfagos con capacidad para fagocitar y presentar
antigenos 1°,

Por otro lado, se ha observado que células mieloides como
macrofagos o progenitores mieloides derivados de médula dsea son
capaces de transformarse en células musculares lisas de manera que
cultivos de macréfagos tratados con TGF-B 27 o trombina 7 empezaron

a expresar a-SMA. Estos estudios subrayan por tanto la capacidad
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reciproca de ambos tipos celulares (macrégfagos y CMLV) para
transdiferenciarse en determinadas condiciones.

Finalmente y en relacién a aterosclerosis y FGF23, otros estudios
han demostrado que niveles altos de FGF23 se asocian a disfuncidn
endotelial 32 situacion que precede al desarrollo de aterosclerosis al

igual que otras complicaciones cardiovasculares 17% 173,

5. Papel de los microRNA sobre el fenotipo de las CMLV

Los microRNA (del inglés, micro ribonucleic acid) son pequefias
moléculas monocatenarias de RNA (del inglés, ribonucleic acid)
enddgeno que no codifican para proteina y que actian como moléculas
reguladoras de la expresién génica. Tienen un tamafio de
aproximadamente 20-25 nucledtidos. Se unen especificamente a
diferentes mRNA (del inglés, messenger ribonucleic acid) y regulan
negativamente su expresién inhibiendo su traduccién o favoreciendo
su degradaciéon. Pero también pueden jugar un papel aumentando la
expresion de diferentes genes, al disminuir la expresiéon de sus

inhibidores 174.

5.1 Biogénesis de los microRNA

La secuencia de DNA (del inglés, deoxyribonucleic acid) a partir
de la cual se va a formar un microRNA tiene una longitud que supera al
tamafio final del propio microRNA e incluye la regién microRNA y una
region que es complementaria a la anterior, lo que permite su
apareamiento. Esto supone que, durante la transcripcion de esta
secuencia de DNA mediante la accidén de la enzima RNA polimerasa I,

se formen regiones que tienen la capacidad de formar una horquilla y
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generar un RNA bicatenario primario largo conocido como pri-
microRNA (Del inglés, primary-microRNA). Posteriormente, se produce
la escisidn nuclear del pri-micro-RNA mediante la accidén de la enzima
RNA endonucleasa Il conocida con el nombre de Drosha, la cual esta
asociada con la proteina DGCR8 en mamiferos. Drosha corta de forma
asimétrica ambas cadenas en los sitios cercanos a la base de la
estructura primaria en forma de tallo-bucle, de forma que el producto
resultante es una molécula de unos 60-70 nucleétidos denominada pre-
microRNA 175,

Este pre-microRNA es transportado activamente desde el ntcleo
al citoplasma por Ran-GTP y el receptor de exportacién Exportina-5 176
177 Una vez en el citoplasma, esta molécula de unos 70 nucledtidos es
cortada por la RNA endonucleasa lll conocida como Dicer, asociada a las
proteinas TRBP (del inglés, transactivation responsive element RNA-
binding) y PACT (del inglés, protein kinase RNA activator) en mamiferos,
dando lugar a una molécula de doble cadena conocida como microRNA
duplex 178, De este microRNA duplex, se separan las dos cadenas y una
de ellas da lugar al microRNA maduro de unos 20-25 nucledtidos que se
asocia directamente con las proteinas argonauta 1 (AGO1) y argonauta
2 (AGO2), las cuales forman parte del complejo ribonucleoproteico
conocido como complejo de silenciamiento inducido por RNA 172 (RISC,
del inglés RNA-induced silencing complex), el cual es la maquinaria
catalitica responsable de la degradacion del microRNA y/o de la
inhibicién de la traduccidon proteica, mientras que la otra cadena es

degradada 18°.
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Figura 11. Modelo de biogénesis de un microRNA. El transcrito primario (pri-
microRNA) es generado en el nucleo por la polimerasa Il y presenta un extremo 5° y
una cola poliA en el extremo 3. El complejo microprocesador que contiene la enzima
Drosha y DGCR8 reconoce la estructura secundaria del pri-microRNA y corta
especificamente por la base de la estructura tallo-bucle formandose un pre-micro-
ARN de 60-70 nucledtidos, el cual es liberado al citoplasma por la accion de la enzima
exportina 5, donde Dicer, otra enzima del proceso, corta la molécula generando
finalmente el microRNA maduro, el cual se asocia al complejo RISC, formado por las
proteinas argonauta 1y argonauta 2 8,

El microRNA maduro encuentra una complementariedad exacta
con una secuencia en el extremo 3’ UTR del mRNA de su gen diana y
realiza su accién sobre el mismo &2,

5.2 Clasificacion de los microRNA seguin su nomenclatura

Los microRNA se enumeran para distinguirlos y se clasifican

segln el orden en el que son descubiertos 83, Cada uno de ellos se
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diferencia de los demds por su secuencia de nucleétidos. Los microRNA
se pueden clasificar en tres grandes grupos.

-Grupo 1: Tienen una secuencia casi idéntica por lo que se designan con
el mismo ndmero, ya que la secuencia se conserva entre especies 8.
-Grupo 2: Abarca a los microRNA que tienen secuencias muy similares
(con cambios en uno o dos nucleétidos) dentro de una especie, también
se nombran con el mismo nimero, pero son distinguidos por una letra
para poder diferenciarlos dentro de la misma especie (por ejemplo
microRNA 133a y microRNA 133b) 183,

-Grupo 3: En el caso de que haya 2 microRNA que se originan de los
extremos opuestos de un mismo pre-microRNA (precursor), se afiade el
sufijo 3p o 5p (por ejemplo microRNA 221-3p y microRNA 221-5p).
Normalmente el 5p suele ser el microRNA funcional pues el 3p se

degrada después de su formacién. A veces, ambos son funcionales'84.

5.3 Papel de los microRNA en la ERC

Recientes estudios han demostrado el potencial que tiene Ila
determinacién de los niveles de microRNA en orina o en plasma como
biomarcadores de distintas patologias renales como por ejemplo
lesiones de isquemia-reperfusiéon renal 8>, dafio glomerular 8 o
fibrosis renal 87, También, se ha postulado la medida de los niveles
urinarios de algunos microRNA como por ejemplo el microRNA 196a
como biomarcador para predecir la progresion de la enfermedad renal
crénica 188, Cada vez son mas los estudios que confirman un cambio en
la expresion de microRNA con el progreso de la ERC .

Hoy dia no se dispone de mucha informacién respecto a la
relacion entre el fenotipo de las CMLV y los cambios de expresion de
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microRNA. Recientemente se han aportado evidencias que conceden
particular importancia al papel que desempefian las variaciones de
ciertos microRNAs en muchos de los procesos patoldgicos vasculares.
Estableciendo que el remodelado vascular esta acompafiado de una
disminucion de la regulaciéon de varias moléculas, entre ellas los
microRNAs.

De esta manera, se ha puesto de manifiesto que cambios en
algunos microRNAs, como por ejemplo microRNA 221 y microRNA 222
son responsables de la generacién de procesos patoldgicos en las CMLV
que se asocian con patologias como por ejemplo aterosclerosis %, CV
81 disfuncién endotelial %2 e hipertrofia cardiaca 1%3.

Ademas, con respecto a otros microRNA, también relacionados
con patologias vasculares, se ha demostrado que los microRNA 133,
microRNA 143, microRNA 145 y microRNA 29 intervienen en el cambio
de fenotipo de las CMLV 19419,

Estudios recientes han corroborado la asociacién de microRNA
143 y microRNA 145 con enfermedades vasculares humanas como el
aneurisma aodrtico, la aterosclerosis, la reestenosis y la enfermedad
arterial coronaria. De tal manera que la down-regulacién de los
microRNA 143 y microRNA 145 inducida por estimulos patolégicos en
las enfermedades vasculares facilita la desdiferenciacién de las CMLV
1% Este hecho indica que la modulacion de la expresion de los
microRNA 143 y microRNA 145 podria utilizarse potencialmente para el
tratamiento de las enfermedades vasculares 7.

En este sentido, se ha demostrado que el restablecimiento del

microRNA 145 down-regulado es suficiente para inhibir la formacidn de
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lesiones neointimales en arterias cardtidas de ratas tras una
angioplastia 8.

En la Ultima década, el microRNA 221 y su paralogo microRNA
222, el cual se ha originado por una duplicacién y no comparten el
ultimo ancestro comun, han adquirido relativa importancia en la
vasculatura pues intervienen en las propiedades angiogénicas de las
células endoteliales *° y en los cambios fenotipicos de las CMLV 2%, El
cluster microRNA 221/222 participa en la regulacién de procesos
vasculares fisiolégicos tales como angiogénesis 2°%, reparacién del dafio
vascular 292 y envejecimiento vascular 2%, Ademds, estos microRNA
estdn implicados en una variedad de mecanismos patoldgicos
relacionados con la  vasculatura, incluyendo inflamacién
aterosclerdtica, CV °1, hipertrofia cardiaca **3 y disfuncién endotelial 12
entre otras patologias.

Debido a estas evidencias en torno a estos microRNA y al
fenotipo de las CMLV, los microRNA 221 y 222 seran particularmente
estudiados en esta tesis doctoral. En el DNA humano, el grupo de genes
microRNA 221/222 se encuentra en el brazo corto del cromosoma X en
el segmento 11.3 294, Los genes microRNA 221 y microRNA 222 estan
separados por una distancia de 726 pares de bases. Las secuencias
nucleotidicas de ambos genes comparten una gran similitud entre si,
debido a que se trata de genes paralogos, surgidos de la duplicacion del
gen ancestral. Se transcriben como un Unico precursor de RNA no
codificante largo mediante la funcién de RNA polimerasa Il 293,
Posteriormente, contintdan el proceso de formacion hacia microRNA

maduros como se ha descrito en el apartado anterior de biogénesis.
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Desde el punto de vista de esta tesis doctoral resulta
particularmente interesante valorar si el FGF23 de forma directa o
indirecta puede conducir a la alteracion de estos u otros microRNAs que
promueven cambios en el fenotipo de las CMLV y si estos microRNAs se
relacionan con la progresién de la enfermedad renal o con las
complicaciones cardiovasculares asociadas a ella como el incremento

de larigidez arterial.
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Durante las primeras etapas de la enfermedad renal crénica se
observa un significativo incremento en los niveles plasmaticos de
FGF23. Esta citoquina producida en el hueso esta significativamente
asociada a un aumento de la mortalidad cardiovascular, en parte
atribuida a la hipertrofia del ventriculo izquierdo que FGF23 ejerce
directamente sobre el corazon.

Cabe destacar, que los niveles de FGF23 no se pueden medir en
la clinica, por lo que es interesante encontrar cudles son los pardmteros
clinicos relativos a la absorcion de P ingerido que estan asociados al
incremento de FGF23 para poder identificar asi qué pacientes tienen
mayor o menor riesgo de tener elevados niveles de FGF23 y disfuncién
vascular en forma de mayor rigidez arterial.

La hipdtesis planteada en esta tesis es que los altos niveles de
FGF23 podrian también ejercer efectos perjudiciales en otros
elementos del sistema cardiovascular como por ejemplo las CMLV.

Hasta el momento no existen datos que describan un efecto

fisiopatoldgico de FGF23 sobre la pared vascular, por esta razén en esta
tesis se explorard si parte de la mortalidad cardiovascular asociada a
altos niveles de FGF23 se debe a alteraciones vasculares.
Los estudios propuestos en esta tesis abarcan por un lado la realizacién
de experimentos in vitro donde se analizaran los mecanismos y las vias
de seializacién a través de las cuales FGF23 promueve el cambio
fenotipico de CMLV.

Por otro lado, proponemos realizar estudios in vivo con modelos
animales en rata valorando si las modificaciones inducidas por FGF23
sobre la pared vascular repercuten sobre cambios estructurales en la
pared vascular.
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Finalmente, se realizard un estudio clinico en pacientes para
valorar si los altos niveles de FGF23 se asocian con disfuncién vascular
y/o rigidez arterial. Ademads, se valorara una posible relacién entre altos
niveles de FGF23 y posibles biomarcadores relativos a la absorcién de P
ingerido que indique qué pacientes serdn los que tienen mas riesgo de
rigidez arterial mas elevada.

Si encontramos una relacién entre altos niveles de FGF23 y dafio
vascular y revelamos los mecanismos a través de los cuales se
desencadena este efecto, podrian identificarse posibles dianas
terapéuticas sobre las que actuar para prevenir la progresién del dafio

vascular y los efectos negativos sobre la salud.
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Objetivos

Como objetivo general en este proyecto de tesis trataremos de
dilucidar si altos niveles de FGF23 se asocian con disfuncién vascular.
Ademas, investigaremos parametros que nos permitan conocer qué
pacientes tienen mayor riesgo de tener altos niveles de FGF23 vy
disfuncién vascular.

Los objetivos especificos de la tesis se dividen de acuerdo al tipo
de estudio realizado: In vitro, In vivo o estudio clinico.

Estudios /In vitro

1. Evaluar si altos niveles de FGF23 promueven un cambio de fenotipo

en CMLV.

2. Dilucidar los mecanismos moleculares a través de los cuales FGF23
promueve su accién sobre CMLV.

3. Comparar el efecto del fragmento intacto del FGF23 con el fragmento
C-terminal y con FGF2 sobre el cambio fenotipico de CMLV.

4. Analizar el papel de Klotho sobre el cambio fenotipico de las CMLV
en presencia de FGF23 intacto.

5. Estudiar la relacion de FGF23, microRNAs y el cambio de fenotipo de
CMLV.

Estudios In vivo

6. Estudiar en ratas con funcidn renal normal una posible relacién entre
altos niveles de FGF23 y disfuncidn vascular.

7. Evaluar ex vivo si FGF23 promueve rigidez arterial en anillos de aorta
de rata.

Estudio clinico en pacientes con ERC 2-3

8. Analizar, en una cohorte de pacientes con enfermedad renal crénica

en estadios 2-3 y sindrome metabdlico, si los niveles de FGF23 estdn
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asociados con cambios en paradmetros hemodinamicos y de disfuncidn
vascular.

9. Estudiar en muestras de plasma de estos pacientes cambios en la
expresion de microRNA 221 y microRNA 222.

10. Proponer biomarcadores que relaccionen la absorcion de P ingerido

en la dieta con el incremento de FGF23.
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Materiales y métodos

Bloque 1: Estudio in vitro del efecto de FGF23 recombinante
sobre el fenotipo de CMLV

1. Cultivo de CMLV

Para este estudio se utilizaron CMLV humanas de aorta. Estas
células se obtuvieron de un cultivo celular primario y fueron
suministradas por la casa comercial Lonza, Walkersville, Inc. en EE. UU.
Las CMLV estudiadas se usaron entre el segundo y quinto pase.

Para la expansion y crecimiento de las CMLYV se utilizé el medio
de cultivo SmBm (Smooth Muscle Basal Medium), suplementado con
SmGM-2 SingleQuot Kit Suppl. & Growth Factors (Lonza, Walkersville,
Inc., EE.UU) que contiene factores de crecimiento como el factor de
crecimiento epidérmico recombinante humano (hEGF), factor de
crecimiento fibroblastico b humano (hFGF-b) ademas de gentamicinay
anfotericina B como antibiéticos. EIl medio de cultivo también fue
suplementado con un 15% de suero bovino fetal (FBS) (Lonza,
Walkersville, Inc., EE.UU). Para el crecimiento celular se utilizaron
frascos de 75 cm? (Becton Dickinson Labware, NJ, EE.UU). Después de
alcanzar aproximadamente el 90% de confluencia, las células fueron

subcultivadas.

1.1 Subcultivo celular

Una vez en confluencia, se procedio al subcultivo celular para lo
cual se retird el medio de cultivo y se lavé la superficie celular dos veces
con suero fisioldgico. Posteriormente, se afiadié una solucidon de

Tripsina/EDTA (Sigma Aldrich Inc, MO, EE.UU) que se incubd durante 5
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minutos a 372C. Transcurrido este tiempo, se afiadié medio de cultivo
con 20% de FBS para inhibir la accién de la tripsina. A continuacion, la
suspension celular se trasladé del frasco de cultivo a un tubo universal
y fue centrifugada durante 5 minutos a 400 g y 42°C. El pellet fue
resuspendido en medio de cultivo y se extrajo una alicuota para el

contaje celular.

1.2 Recuento y determinacion de la viabilidad celular

Para contar las células, se obtuvo una alicuota de la suspension
celular a la cual se le afiadié el mismo volumen de Azul tripan (Sigma
Aldrich Inc, MO, EE.UU). De esta mezcla se cargaron 10 microlitros en la
camara de Neubauer (Figura 12) y a continuacién, se contaron en el
microscopio Optico las células vivas de cada cuadrante de 1 mm?.

El azul tripan es una molécula coloreada de gran peso molecular
gue sélo es capaz de entrar en las células cuando éstas estan muertasy
tienen la membrana alterada. Por tanto, una célula viva en perfecto
estado se observara incolora mientras que una célula muerta
incorporard el colorante a su citoplasma y se observard azul. De este
modo y de acuerdo a la siguiente férmula se puede determinar la

viabilidad celular.

(Células incoloras/ células totales) x 100 = % viabilidad celular

La cdmara de Neubauer es una camara de contaje adaptada al
microscopio de campo claro o al de contraste de fases. Se trata de un
portaobjetos que tiene dos zonas ligeramente deprimidas en cuyo
fondo se ha marcado una cuadricula de dimensiones conocidas en cada
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una de ellas. Se cubre la cdmara con un cubreobjetos, posteriormente
se introduce por capilaridad entre la cdmara y el cubre, la mezcla de 10
microlitros con las células a contar. Cada cuadricula contiene cuatro
areas de 4x4 cuadrados. El volumen de cada zonaes 1 x1x 0,1 mm =
0,1 mm?3 = 10 mL. Si contamos las células que hay en cada area, se
puede calcular la concentracion de la suspensién celular segun la
siguiente férmula:

Media de contajes de las cuatro dreas x 2 x 10% x volumen=

Numero total de células.

Figura 12. CAmara de Neubauer

Una vez contadas y lavadas las células se cultivaron en placas de
6 pocillos (Nunc, Denmark) a una densidad de 10.000 células/cm? o en
placas de 96 pocillos a una densidad de 30.000 células/cm?.

El medio de cultivo usado para el crecimiento de las CMLV en
placa fue Dulbecco’s Modified Eagle,s Medium (DMEM) (Sigma Aldrich
Inc, MO, EE.UU) suplementado con FBS al 20% (Hyclone), piruvato
sédico (1 mmol/L), glutamina (4,5 g/L), penicilina (100 U/mL),
estreptomicina (100 mg/mL), fungizona y HEPES (20 mmol/L). En estas

condiciones se dejaron crecer las CMLV en un incubador con el 5% de
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CO2 y un 90% de humedad para su mantenimiento, crecimiento y

posterior realizacion de los experimentos.

2. Diseiio de experimentos y tratamientos

Cuando las células en cultivo alcanzaron el 80-90 % de
confluencia, se realizaron distintos disefios experimentales de acuerdo
al objetivo concreto a desarrollar. Al igual que el crecimiento celular en
placa, los distintos experimentos se realizaron con medio de cultivo
DMEM conteniendo un 20% de FBS, a excepcion de algunos
experimentos a los que se les retiré el FBS del medio para que la
composicion de éste no interfiera en la sefializaciéon celular. Los
distintos disefios experimentales se describen a continuacidn siendo el
elemento principal la administracion de FGF23 intacto recombinante
proveniente de la compafiia Amgen, Inc, EEUU con quién colaboramos.
Se trata de un FGF23 recombinante con una mutacién en R176Q que
impide su ruptura en otros fragmentos de manera que se asegura que
los efectos encontrados se deben a la molécula de FGF23 intacta
afnadida. Aun asi, en esta tesis, el efecto de este FGF23 intacto ha sido
comparado con el producido por el fragmento c-terminal de FGF23 e

incluso con otro FGF distinto del 23 como el FGF2.

2.1 Determinacion de los efectos de FGF23 intacto sobre la
proliferacion de CMLV.

Para determinar los efectos de FGF23 intacto sobre la
proliferacion de CMLV se sembraron células en placas de 96 pocillos
para realizar un ensayo colorimétrico dirigido a valorar el crecimiento

celular. Por otro lado, se sembraron CMLV en placas de 6 pocillos para
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evaluar mediante western blot la expresién de proteinas implicadas en
el proceso de proliferacion y divisién celular como ciclina D1 y PCNA.
Se estudiaron tres grupos experimentales: un grupo control y
dos grupos a los que se afiadié FGF23 intacto recombinante a distintas
concentraciones. Una concentracién final en pocillo fue de 2 ng/mL y
otra de 20 ng/mL. Estas concentraciones de FGF23 son elevadas vy
similares a las que podrian observarse en un paciente con enfermedad

renal crdnica.

2.1.1 Ensayo colorimétrico de proliferacién celular
Como se muestra en la ilustracién 1, para el caso del ensayo
colorimétrico, las CMLV estuvieron expuestas a estos tratamientos
durante 24, 48 y 96 horas.
Tratamientos
Control

FGF23-i (2 ng/mL)
FGF23-i (20 ng/mL)

Ensayo
colorimétrico

Tiempo O  Medida 24h Medida 48h Medida 96h

1

Cambio de medio

llustracion 1. Disefio experimental a 24, 48 y 96 horas para el ensayo colorimétrico
de proliferacion celular en CMLV tratadas con FGF23 intacto recombinante. Se
realizaron 3 experimentos independientes con una N final de 72 en cada uno de los
grupos experimentales.

El ensayo colorimétrico de proliferacion celular estd basado en

el reactivo WST-1. Se trata de un ensayo muy simple disefiado para

medir la tasa de proliferacion relativa de las células en cultivo. Se
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fundamenta en la conversidn de la sal soluble tetrazolio en un colorante
rojizo debido a la accién de las enzimas deshidrogenasas
mitocondriales. Como consecuencia de esta reaccidon se produce un
cambio de color que es directamente proporcional a la cantidad de
deshidrogenasa mitocondrial de un cultivo. Cuantas mas células hay en
cultivo, mas deshidrogenasa disponible hay para reducir el reactivo. De
esta manera se puede medir la actividad metabdlica neta de las células,
la cual refleja el nimero de células en cultivo y la capacidad
proliferativa.

Después de cada tiempo de tratamiento (24, 48 y 96 h) se
afadieron 5 plL de reactivo de proliferacion celular WST-1 (Roche,
Indianapolis, IN, USA) a cada pocillo M96. Tras una hora de incubacidn,
la absorbancia fue medida con un espectrofotémetro (Biotek

PowerWave XS, EE.UU) a 450 nm y normalizada a 675 nm.

2.1.2 Western blot de proteinas relativas a proliferacion celular

Para la determinaciéon de la expresion proteica de ciclina D1 y
PCNA, las CMLV fueron tratadas durante 6 horas con medio sin FBS tal
y como se puede observar en lailustracién 2. A estas células se les retird

el medio con FBS el dia anterior.
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Tratamientos Western Blot
Control PCNAy Ciclina D1
FGF23-i (2 ng/mL)

FGF23-i (20 ng/mL)

Tiempo O 6h

Medio sin FBS

llustracion 2. Disefio experimental a 6 horas para la determinacion de la expresion
proteica de PCNA y ciclina D1 en CMLV tratadas con FGF23 intacto recombinante. Se
realizaron 3 experimentos independientes con una N final de 3 en cada uno de los
grupos experimentales.

Para el western blot de Ciclina D1 y PCNA se procedid en primer

lugar a la obtencion de las fracciones proteicas citosdlicas y nucleares.

2.1.2.1 Extraccidon de Proteina citoplasmatica y nuclear

Tras finalizar el experimento, se retird el medio de cultivo y se
lavaron los pocillos 2 veces con suero fisioldégico. Para obtener la
fraccién citoplasmatica se afiadid al pocillo 150 uL de una solucion de
lisis a pH 7.9 que contiene 10 mM Hepes, 10 mM KCI, 0.1 mM EDTA, 0.1
mM EGTA, 1 mM DTT, 0.5 mM PMSF, 70 ug/mL de cocktail de
inhibidores de proteasas, 0.5% Igepal CA-630. Todos los componentes
de esta solucidn de lisis son de la casa comercial Sigma-Aldrich (St Louis,
Missouri, USA). La lisis celular se produjo en frio y con ayuda de un
rascador que facilita el despegue de las CMLV de la superficie de la
placa. El volumen recuperado del pocillo se trasladd a un eppendorf y
se centrifugd a 13000 rpm durante 3 minutos a 42 C. El sobrenadante
obtenido es la fraccion citoplasmatica. Las muestras se almacenaron a -
802 C hasta el momento de su uso.
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La fraccidon nuclear se obtuvo tras incubar este precipitado
celular o pellet con otra solucidn de lisis también a pH 7.9 que contiene
20 mM Hepes, 0.4 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM DTT, 1 mM
PMSF, 46 ug/mL de cocktail de inhibidores de proteasas. Todos los
componentes de la solucidn de lisis también fueron de la casa comercial
Sigma-Aldrich (St Louis, Missouri, USA). Las muestras se incubaron con
la solucién de lisis en frio durante 20 minutos agitando la muestra
vigorosamente cada 5 minutos con ayuda de un vortex. Posteriormente
se centrifugd la muestra a 13000 rpm durante 5 minutos a 42 C. El
sobrenadante obtenido en este caso es la fraccidon nuclear. Las muestras

se almacenaron a -802 C hasta el momento de su uso.

2.1.2.2 Cuantificacion de proteinas por el método Bradford

La determinacién de la concentracion de proteinas de las
muestras, en este caso muestras de proteina nuclear y citoplasmatica,
se llevd a cabo mediante el método de Bradford. Este método se basa
en la interaccion del reactivo Bradford con las proteinas formando
complejos colorimétricos relativamente estables. Se produce un
cambio de coloracidn, el cual se cuantifica midiendo su absorbancia a
una longitud de onda de 595 nm. Los valores obtenidos se comparan
con una curva estandar realizada con concentraciones conocidas de
seroalbumina bovina.

Para esta técnica se utilizé el reactivo denominado solucion de
Bradford (Bio-Rad Laboratories GmbH, Munich, Alemania) siguiendo el
siguiente protocolo:

Primero se elabordé una recta patrén: preparacion de 8 diluciones

seriadas de un estandar de proteina sérica de albumina bovina (BSA, del
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inglés bovine serum albumin, Sigma-Aldrich), cuya concentracion
maxima es de 25 pg/mL. El volumen final tras la preparacion de los
distintos puntos de la recta patrén fue de 800 pL. Después se diluyeron
las muestras de la siguiente manera 50 pul de NaOH 1 N + 2 ul del
extracto nuclear + 748 ul de agua destilada. Se afiadieron 200 uL del
reactivo Bradford a cada eppendorf, tanto de la recta patrén como de
las muestras, y se mezcld vigorosamente cada uno de los eppendorf con
la ayuda de un vortex justo antes de cargar en la placa.

Se cargaron por duplicado 200 uL de las 8 concentraciones de la
recta patron y de cada una de las muestras en una placa M96 de fondo
transparente y curvo. Se midié la absorbancia a 595 nm en un lector de
placas (Biotek PowerWave XS, EE.UU) y se cuantificé la concentracién
de proteina de cada muestra. Posteriormente se calculé la ecuacidn de
la recta patrén obtenida mediante una recta de regresién a partir de los
valores de absorbancia de las diluciones del estandar y la concentracién
conocida. Dicha ecuacién se uso para aplicar los datos de absorbancia

de las muestras y calcular las concentraciones de éstas.

2.1.2.3 Técnica de western Blot

Se trata de una técnica de inmunodeteccién basada en la
capacidad de reconocimiento de los anticuerpos a sus antigenos.
Llevamos a cabo una inmunodeteccién indirecta usando un anticuerpo
primario, para localizar la proteina de interés, y un anticuerpo
secundario que reconoce al primario y localiza los complejos antigeno-
anticuerpo. Este anticuerpo secundario se puede marcar de formas muy

diversas con el fin de producir una sefial.
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2.1.2.3.1 Preparacion de muestras

Se utilizaron 20 ug de proteina nuclear, los cuales se diluyeron
en agua y en buffer de carga 4X (Bio-Rad Laboratories GmbH, Munich,
Alemania) hasta un volumen final de carga de 30 pL. La mezcla se incubd
en un termobloque a 702 C durante 10 minutos para la

desnaturalizacién de las proteinas.

2.1.2.3.2 Electroforesis de proteinas en SDS-PAGE

La separacion de proteinas de acuerdo a su peso molecular
mediante electroforesis se llevd a cabo en un gel SDS de porcentaje
variable de poliacrilamida (Bio-Rad Laboratories GmbH, Munich,
Alemania). Para ello, se afiadié Buffer Running 1X a la cubeta tanto por
fuera del sistema de cristales del gel como por encima de los pocillos,
donde se cargan las muestras. Posteriormente, se cargaron los 30 plL de
muestra en cada pocillo, mas 10 plL de peso molecular dual color en uno
de los pocillos del gel (Bio-Rad Laboratories GmbH, Munich, Alemania).
La electroforesis se llevd a cabo a 200 V y 95 mA durante 1 hora
aproximadamente.
2.1.2.3.3 Transferencia semiseca de proteinas a una membrana de
nitrocelulosa

La transferencia de proteinas consiste en la inmovilizacidn de las
proteinas sobre membranas sintéticas para su posterior deteccién. Se
realizd una transferencia semiseca. Para ello se equilibré el material a
utilizar sumergiéndolo en un Buffer de transferencia 1X (Tris base 50
mM, Glicina 192 mM, SDS 0.02% y 20% de metanol) durante unos
minutos. Pasado ese tiempo se hizo un sandwich del material

equilibrado sobre el dispositivo de transferencia (Transfer) en este
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orden: Papel whatman absorbente, gel con las proteinas separadas en
funciéon de su peso molecular, membrana de nitrocelulosa y papel
whatman absorbente. La transferencia se realizdé durante 30 minutos
en condiciones constantes de 25V y 230 mA.

Para confirmar la equivalencia de carga de proteina en las distintas
muestras, al finalizar la transferencia las membranas se tifleron con una
solucion de rojo Ponceau al 0.1% (Sigma-Aldrich, St Louis, Missouri,
USA) y 5% de acido acético durante 5 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente se lavé la membrana con agua hasta que la proteina
transferida fue claramente visible. Seguidamente, mediante lavados
con Tris tampdn salino con Tween-20 (TTBS, del inglés Tween Tris
Buffered Saline) (Tris base 20 mM; Tween-20 al 0.2% (v/v); NaCl 150
mM a pH=7.6) se eliminé completamente el colorante para proceder a

continuacion con el bloqueo de las membranas.

2.1.2.3.4 Bloqueo de la membrana

Este paso de bloqueo de la membrana es importante para evitar
las uniones no especificas de los anticuerpos, eliminando el posible
ruido de fondo o los falsos positivos que pudieran aparecer. De esta
manera, la membrana fue bloqueada durante 1h a temperatura
ambiente con leche en polvo al 5% (Bio-Rad, Munich, Alemania) disuelta
enTTBSyaun pHde 7,6. Durante esta hora de incubacién, la membrana

se mantuvo en una agitacion suave y constante.

2.1.2.3.5 Inmunodeteccién con anticuerpo primario y secundario
Tras el bloqueo, la membrana se lavd tres veces con TTBS
durante 15 min y después se incubdé con el anticuerpo primario

especifico contra las proteinas de interés y contra la proteina de
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expresion constitutiva diluido en TTBS. Para la deteccién de la proteina
constitutiva nuclear se utilizé un anticuerpo primario dirigido a la
proteina TFIIB (Del inglés, transcription factor 1IB). Dicha incubacidn
duré toda la noche y se llevd a cabo en agitacién suave a una
temperatura de 42C.

Los anticuerpos primarios usados para este Western Blot son los que se

detallan a continuacion en la Tabla 5.

Anticuerpo Dilucién Fuente Casa comercial Referencia
Santa Cruz
PCNA (PC10) 1/250 TTBS Ratén sc-56
Biotech.

1/1000

Ciclina D1 Conejo Cell signaling #2978

TTBS + Leche 5%

1/1000

TFIIB Ratén Cell signaling 4169S

TTBS + Leche 5%

Tabla 5. Anticuerpos primarios utilizados para western blot. Se utilizaron en
muestras de proteina de fraccién nuclear.

Después de incubar con el anticuerpo primario, la membrana se
lavd tres veces con TTBS durante 15 min. A continuacién, para
reconocer y detectar el anticuerpo primario, se incubaron las
membranas con anticuerpos secundarios marcados enzimaticamente a
temperatura ambiente durante 1 h y con agitacion suave. En concreto,
se utilizé anti-IgG conjugado con la enzima HRP que es una peroxidasa
obtenida en rabano (HRP, del inglés, horseradish peroxidase), anti-
ratén-HRP o anti-conejo-HRP dependiendo del origen del anticuerpo

primario (HRP; Santa Cruz Biotechnology) diluido en la solucidn
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bloqueante (TTBS + leche 5%) a una dilucion de 1:5000. Tras la

incubacion, la membrana se lavo 3 veces con TTBS durante 15 minutos.

2.1.2.3.6 Revelado

Se utilizaron anticuerpos secundarios marcados con HRP para
hacer visible las proteinas reconocidas por los anticuerpos primarios. La
enzima HRP cataliza la oxidacidn del reactivo luminol en presencia de
perdxido de hidrégeno produciendo asi una reaccién quimio-

luminiscente susceptible de ser cuantificada.

+HO

Anticuerpo N o =428 nm
primario
*HO+*N

/_ X i Reaccion
f Anticuerpo secundario

quimioluminiscente
unido a HRP

Antigeno

Figura 13. Representacion esquematizada de la inmunodeteccién indirecta de un
antigeno y revelado mediante peroxidasa de rabano. Imagen obtenida de Bio-Rad.

Dependiendo del anticuerpo primario utilizado, la proteina
inmunomarcada se detecta posteriormente mediante el uso del
reactivo ECL plus (Amersham Bioscience, NJ, EE.UU) con el cual se
incubaron las membranas sobre un cristal durante 5 minutos a
temperatura ambiente o el reactivo ECL Advance. Para la visualizacién
de las bandas se usé el documentador de geles LAS4000 (GE Healthcare

Bio-Sciencies AB, Suecia).
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Los niveles de las proteinas analizadas se cuantificaron usando
el programa de analisis de imagenes Imagel version 1.44 (Wayne
Rasband, National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). Los
resultados se expresaron en términos de densidad éptica (DO) relativa
y se calcularon mediante la intensidad de la banda correspondiente a la
proteina de interés frente a la intensidad de la banda correspondiente

a la proteina constitutiva y relativizada a la muestra control.

2.2 Estudio del papel de FGF23 sobre el cambio de fenotipo
de las CMLV de contractil a sintético

Para estudiar el posible cambio inducido por FGF23 sobre Ia
morfologia de las CMLYV, las células se cultivaron en placas de 6 pocillos.
Se estudid, en primer lugar, la expresion de la proteina a-SMA mediante
un marcaje inmunofluorescente. En segundo lugar, se estudié la
expresion génica de los principales marcadores de fenotipo contractil,
como elastina y MHC. Finalmente, se hizo un estudio de la expresiéon
proteica de elastina, caracteristica de fenotipo contractil.

Se estudiaron tres grupos experimentales: un grupo control y
dos grupos a los que se afladié FGF23 intacto recombinante a distintas
concentraciones. Una concentracion final en pocillo de 2 ng/mL y otra

de 20 ng/mL.

2.2.1 Microscopia de fluorescencia

Las CMLV se cultivaron en placas de 6 pocillos sobre un cubre
esterilizado situado en cada uno de los pocillos. Para el estudio
morfoldgico y de expresidon de la proteina a-SMA se realizé un marcaje

inmunofluorescente mediante microscopia de fluorescencia. Como se
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muestra en la ilustracién 3, las CMLV estuvieron expuestas a los

tratamientos durante 9 dias.

Tratamientos Microscopia de
Control fluorescencia
FGF23-i (2 ng/mL)

FGF23-i (20 ng/mL)

Tiempo 0 Cambio de medio 9 dias

llustracion 3. Disefio experimental a 9 dias para la deteccion de la proteina a-SMA
mediante microscopia de fluorescencia en CMLV tratadas con FGF23 intacto
recombinante. Se realizaron 3 experimentos independientes con una N final de 3 en
cada uno de los grupos experimentales.

Transcurrido el tiempo del experimento, se retird el medio de
cultivo y las CMLV se lavaron 3 veces a temperatura ambiente con una
solucién salina tamponada de fosfato (PBS, del inglés, phosphate
buffered saline) durante 5 minutos por cada lavado. Tras esto, las
células se fijaron y permeabilizaron con metanol (Merck, Madrid,
Espaia). Primero incubando con metanol frio al 50% en agua durante 2
minutos y a temperatura ambiente, luego con metanol frio al 100%
durante 20 minutos a -202C y por ultimo con metanol frio al 50% en
agua durante 2 minutos. Al finalizar, se lavaron 3 veces durante 5
minutos con abundante volumen de PBS para retirar cualquier resto de
metanol. A continuacidn, se incubd durante 2 horas a temperatura
ambiente y en oscuridad con el anticuerpo primario indicado en la Tabla

6.
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Casa
Anticuerpo Dilucién Fuente Referencia
comercial
a-actina de Ac
1/100 PBS+BSA
musculo liso conjugado GeneTex GTX72531
1%
[1A4] (FITC) con FITC

Tabla 6. Anticuerpo utilizado para microscopia de fluorescencia.

Después del tiempo de incubacion, y en las mismas condiciones
de oscuridad hasta el final del protocolo, las células se lavaron 3 veces
cada 5 minutos con PBS a temperatura ambiente. Posteriormente se
procedié a tedir los nucleos con DAPI (46" diamidino 2 fenilindol)
(Invitrogen, California, USA) durante 5 minutos y a temperatura
ambiente. Finalmente, las células se lavaron con PBS durante 5 minutos
a temperatura ambiente antes de proceder al montaje. Para el montaje,
se colocé una gota de medio de montaje Aqua-Poly/Mount
(Polysciences, Inc) sobre el porta. Sobre esta gota se dispuso el cubre
con las células hacia abajo con ayuda de unas pinzas de extremo fino.
Las muestras se guardaron en frio y en oscuridad hasta ser observadas
en el microscopio confocal LSM5 Exciter Zeiss. Las imagenes fueron
analizadas con el software Imagel (National Institutes of Health,
Bethesda, MD, USA).

También, se realizé un estudio morfoldgico de las células con el
software Image J. En este estudio se evalud el ratio longitud/anchura
del citoplasma, tanto de las células control como las tratadas con FGF23
a 2y 20 ng/ml. La proporcion longitud/anchura del nicleo de estas

mismas células también fue evaluada.
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2.2.2 RT-PCR

Las CMLYV se cultivaron en placas de 6 pocillos para estudiar la
expresion génica de los principales genes de fenotipo contractil tales
como, elastina y MHC. Como se puede ver en la ilustracién 4, las CMLV

estuvieron expuestas a los tratamientos durante 9 dias.

Tratamientos RT-PCR
Control Elastinay MHC
FGF23-i (2 ng/mL)

FGF23-i (20 ng/mL)

Tiempo O Cambio de medio 9 dias

llustracion 4. Disefio experimental de 9 dias para la determinacion de la expresion
génica de elastina y MHC en CMLV tratadas con FGF23 intacto recombinante. Se
realizaron 3 experimentos independientes con una N final de 30 en cada uno de los
grupos experimentales.

2.2.2.1 Recogida de muestras de cultivo de CMLV

Finalizado el experimento se procedid a retirar el medio de
cultivo de cada uno de los pocillos y después a lavarlos 2 veces con suero
fisioldgico. A continuacidn se aifadié a cada pocillo 1 ml de Trizol (Sigma
Aldrich Inc, MO, EE.UU) para levantar las células de la superficie de la
placa y lisarlas. Esta lisis celular se produjo en frio y seguidamente, las
células fueron resuspendidas con una pipeta y la suspension celular
transferida a un eppendorf. Las muestras se sometieron a una agitacién
vigorosa mediante vértex durante 10-15 segundos y posteriormente se

congelaron a -802C hasta su utilizacién.
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2.2.2.2 Extracciéon de RNA

Las muestras de trizol se descongelaron a temperatura
ambiente durante unos minutos para facilitar la disociacién de los
acidos nucleicos y las proteinas. Tras este tiempo se agregaron 200 pl
de cloroformo por muestra y se agité vigorosamente mediante vortex.
Después se centrifugaron las muestras a 13000 rpm durante 15 minutos
y a 42C, y a continuacion se recogio la fase superior acuosa de cada una
de las muestras, en la cual permanece el RNA.
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Figura 14. Separacion de fases tras la centrifugacion con cloroformo.

Para precipitar el RNA se utilizaron 500 uL de isopropanol por
mililitro de trizol usado en cada muestra. Después se incubaron las
muestras durante 10 minutos a -802 C. Antes y después del periodo de
precipitacion, las muestras se agitaron vigorosamente mediante vortex.
Posteriormente se centrifugaron a 13000 rpm durante 10 minutos a
49C. Para eliminar los restos de isopropanol y conseguir mayor pureza
del RNA extraido, el precipitado se lavé con 1 mL de etanol al 70% y se
centrifugéd a 13000 rpm durante 5 minutos a 4°C. Por ultimo, se
retiraron los sobrenadantes y el precipitado se dejé secar durante 30
minutos aproximadamente a temperatura ambiente para eliminar los

posibles restos de etanol. El precipitado se diluyé en 50 pL de agua

98



Materiales y métodos

estéril libre de RNAsas y se calenté en un termobloque a 552C durante

5 minutos.

2.2.2.3 Cuantificacion de RNA

El RNA de las muestras fue cuantificado mediante la medida de
absorbancia a una longitud de onda de 260 nm en un
espectrofotémetro (NanoDrop® ND-1000 UV-Vis Spectrophotometer;
NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, EE.UU). Las unidades de

concentracién de RNA determinadas estuvieron en el rango de ng/ul.

2.2.2.4 Tratamiento con DNAsa

Para eliminar la posible contaminacién con DNA gendmico, el
RNA total extraido con Trizol fue sometido a un tratamiento con
DNAsas, enzimas que digieren fragmentos de DNA. Para ello se utilizd
un kit comercial de Sigma-Aldrich (Referencia AMPD1, St. Louis,
Missouri, USA).
El protocolo empleado fue el siguiente:
Se tratd 1 ug de RNA con 1 pl de tampdn de reaccidén 10X, 1 pl de DNAsa
y agua libre de RNAsas y DNAsas hasta completar un volumen final de
10 pl. Esta mezcla de reaccién se incubd durante 15 minutos a
temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se afadid a la
reaccion 1 pl de solucién de stop para parar la reaccion y se incubd

durante 10 minutos a 702 C en un termobloque.

2.2.2.5 Técnica RT-PCR a tiempo real
La RT-PCR (del inglés, Reverse Transcription-Polymerase Chain
Reaction), es una técnica utilizada para determinar la expresion de

genes de interés. Dicha técnica permite la amplificacién especifica de
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una pequefia cantidad de moléculas de mRNA, primero mediante una
retro transcripcién (RT) del RNA, produciendo DNA copia (cDNA), y
posteriormente amplificando dicho cDNA en sucesivos ciclos de PCR. De
esta manera, la RT-PCR es una técnica muy sensible, que requiere poca
cantidad de RNA.

Para realizar la RT-PCR en tiempo real utilizamos el sistema
Lightcycler® 480 de Roche (Roche Molecular Biochemicals; Indianépolis,
IN, EE.UU), que posibilita estudiar la expresién génica de determinados
genes, como se ha indicado anteriormente, ademads de identificar los
productos por su temperatura de fusién en el mismo tubo de reaccién.
Esta técnica esta basada en la monitorizacion de la PCR usando técnicas
de incorporacion de fluorocromos (en nuestro caso Sybr-Green |) en el
fragmento amplificado por cebadores especificos que permiten
cuantificar de forma relativa el grado de expresion del gen diana. De
esta manera, el SYBR Green |, que se une preferentemente a DNA de
doble cadena recién sintetizado, induce la emisidn de una fluorescencia
proporcional a la concentracion de DNA sintetizado. La seial aparece a
partir de un numero determinado de ciclos, dependiendo de la
concentracion de partida de las muestras y de la eficiencia de los
cebadores.

La temperatura de fusiéon (Tm, o temperatura de melting) de un
fragmento especifico corresponde aproximadamente a la minima
temperatura a la cual el producto sintetizado por PCR se separa en dos
hebras de DNA monocatenario, y dicha temperatura va a depender de
la longitud del fragmento y su contenido en G+C (guanina+citosina), de
manera que se obtienen curvas especificas para cada tipo de mRNA
analizado. Cuando se utiliza el SYBR Green | se puede confirmar la
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amplificacién de la diana especifica a través de este analisis. Asi, unos
fragmentos pueden distinguirse de otros a partir de sus distintas Tm. La
derivada de la curva de fusion nos revela un pico maximo
correspondiente a la Tm del producto. El drea bajo la curva de este pico
es proporcional a la cantidad de producto.

Las diferencias entre las distintas muestras en el nimero de
copias de los genes de estudio se determinaron a través del ciclo umbral
(Ct), que representa el ciclo de la PCR al cual la fluorescencia supera un
valor umbral, experimentando un cambio significativo. El valor de Ct
establecido corresponde siempre a un valor encuadrado en la fase
exponencial de la curva de fluorescencia, y es inversamente
proporcional a la cantidad inicial de moléculas molde.

A B
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Fluorescence
dFidl

20000

10000 /—,ﬁL,
0

Cycle Tamperature ('C)

Figura 15. Representacion grafica del valor de Ct y de la temperatura de fusion Tm.
A) Valor de Ct que representa el ciclo de la PCR al cual la fluorescencia supera un valor
umbral experimentando un cambio significativo. B) Temperatura de fusidon (Tm) que
representa la minima temperatura a la cual el producto sintetizado por PCR se separa
en dos hebras de DNA monocatenario. Esta temperatura es especifica de cada
producto amplificado.

Para analizar cambios relativos en la cantidad de transcritos de
los distintos genes se elige como referencia un transcrito cuya expresion

no se vea modificada a pesar de los distintos tratamientos a los que se
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someten las muestras, normalmente un gen constitutivo o
housekeeping. Al comparar los valores de Ct del gen de referencia con
los del gen problema en los distintos tratamientos experimentales, se
pueden determinar cambios relativos en la expresion del gen problema.
En nuestro estudio, la expresidn génica relativa de cada uno de los
genes de estudio se determind mediante RT-PCR cuantitativa relativa
utilizando el gen de la enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
GAPDH como gen control constitutivo.

La RT-PCR se llevd a cabo en un solo paso usando el kit SensiFAST
Sybr No-ROX (Bioline). La mezcla de reacciéon contenia 5 pl de SYBR
Green, 0.1 pl de enzima retrotranscriptasa, 0,2 ul de inhibidores, 50 ng
de muestra de RNA total en 1 ul, 0,5 uM de cebador en 0.5 pul y 3,2 ul
de agua estéril, sumando un total de 10 ul como volumen final de
reaccidn. Para la sintesis del cDNA se hizo primero una incubacién a
459C durante 10 min y después se desnaturalizdé a 952C durante 2 min
para separar ambas moléculas (cDNA y RNA). La amplificacion se llevd
a cabo durante 50 ciclos, y en cada ciclo se llevaba a cabo un primer
paso de desnaturalizacién a 952C durante 5 segundos, un anillamiento
de 10 segundos a 602C y un paso de extension a 722C durante 5
segundos. La deteccién de la fluorescencia del producto se realizé al
final de cada ciclo de extensidn a 722C.

La cuantificacion de la expresion relativa se determind por la
férmula 224 descrita por Livak y Schmittgen en 2001 2%, Como se ha
indicado los cdlculos se normalizaron con los datos de Ct del gen GAPDH
gue posee una expresion constitutiva y no inducible.

La secuencia de los cebadores utilizados en la RT-PCR para
estudiar el cambio de fenotipo inducido por FGF23 mediante el estudio
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de los principales marcadores contractiles de las CMLV se muestra en la

Tabla 7.
Gen Fordward Reverse
Elastina 5'-GCTCTGCACCTGTTCCTC-3" 5'-CTGCGTCTTCCACACCAC-3"
MHC 5-CGAGCTCTCCGTCATCTTG-3" 5'-GCTGAATGACAACGTGACTTC-3"

GAPDH 5-TGATGACATCAAGAAGGTGGTGAA G-3°  5-"TCCTTGGAGGCCATGTGGGCCAT-3"

Tabla 7. Secuencia de cebadores utilizados para estudiar la expresion de genes
contractiles en CMLV mediante RT-PCR.

Para confirmar que el producto obtenido en la PCR es el
resultado especifico de los cebadores empleados, se realizd una
electroforesis en gel de agarosa al 2%, con Bromuro de Etidio a una
concentracién de 10 mg/ml, en tampdn de Tris-base, acido acético y
EDTA (TAE) 1X. Se utilizé un marcador de peso molecular para valorar
el tamafio de cada amplicon. Las muestras y el marcador de peso
molecular correspondiente se dejaron migrar durante 45-60 minutos
bajo un potencial eléctrico de 90-110 v. El resultado se visualizé y

fotografié en un documentador de geles tipo ChemiDoc XRS de Bio-Rad.

2.2.3 Western blot

Para valorar el cambio de fenotipo de las CMLV inducido por
FGF23 también se cultivaron CMLV en placas de 6 pocillos para
determinar los cambios en la proteina elastina, especifica de fenotipo
contrdctil.

Para ello, las células estuvieron expuestas a los tratamientos

durante 9 dias como se aprecia en la ilustracién 5.
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Tratamientos Western Blot
Control Elastina
FGF23-i (2 ng/mL)

FGF23-i (20 ng/mL)

Tiempo O Cambio de medio 9 dias

llustracion 5. Disefio experimental de 9 dias para la determinacion de la expresion
proteica de elastina en CMLV tratadas con FGF23 intacto recombinante. Se
realizaron 3 experimentos independientes con una N final de 18 en cada uno de los
grupos experimentales.

Tras finalizar el periodo de tratamiento, las células fueron lisadas
para extraer la proteina citoplasmdtica y nuclear como se ha descrito
en el apartado 2.1.2.1.

En este caso, para evaluar la expresion proteica de los
principales marcadores de fenotipo contractil (elastina) se utilizé la
fraccién citoplasmatica la cual fue también cuantificada por el método
de Bradford tal como se describe en el apartado 2.1.2.2.

Para el western blot de elastina se cargaron 60 pg de proteina
citoplasmatica tal y como se expuso en el apartado 2.1.2.3. Para la
deteccién de la proteina constitutiva citoplasmatica que actué como
control de carga se utilizé Tubulina.

Los anticuerpos primarios utilizados para este Western Blot son los que

se detallan en la Tabla 8.
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Anticuerpo Dilucién Fuente Casa comercial Referencia
1/100
Elastina Conejo GenTex GTX37428
TTBS+Leche 5%
1/5000
Tubulina Ratdn Abcam ab7291
TTBS+Leche 5%

Tabla 8. Anticuerpos primarios utilizados para western blot. Se utilizaron en
muestras de proteina de fraccidn citoplasmatica.

2.3 Estudio del papel de FGF23 sobre cambios en el perfil de
microRNA relacionados con patologias vasculares

Uno de los objetivos de esta tesis es identificar si el exceso de
FGF23 ejerce cambios significativos sobre la expresién de micrRNAs
relaccionados con disfuncién vascular y en especial con el incremento
de la rigidez arterial y cambios en el remodelado vascular. Para ello en
primer lugar, se evalud el perfil de 84 microRNAs implicados en la
generacion de patologias cardiovasculares mediante un Array de
expresion de microRNAs. En segundo lugar, como consecuencia del
resultado del Array, se estudid la expresién de los genes relacionados
con la biogénesis de microRNA mediante RT-PCR. Finalmente, se valido
el Array estudiando la expresién de los microRNA 221, 222, 26a y 145
mediante RT-PCR.

Se estudiaron dos grupos experimentales: un grupo control y un
grupo al que se anadid FGF23 intacto recombinante a una

concentracion final en pocillo de 2 ng/mL durante 9 dias.
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2.3.1 Evaluacion de cambios en el perfil de microRNA
Como se puede ver en la ilustracién 6, las CMLV fueron

expuestas a los tratamientos durante 9 dias.

Array de microRNA

84 microRNAs relacionados
con enfermedad
cardiovascular, rigidez
arterial y remodelado
vascular

Tratamientos
Control
FGF23-i (2ng/mL)

Tiempo O Cambio de medio 9 dias

llustracion 6. Disefio experimental a 9 dias para el analisis de un perfil de microRNA
relacionados con enfermedad cardiovascular, rigidez arterial y remodelado vascular
en CMLYV tratadas con FGF23 intacto recombinante.

2.3.1.1 Extraccion de microRNA a partir de RNA Total

Después de los 9 dias de tratamiento, las CMLV se lisaron con
Trizol (Sigma-Aldrich), se extrajo el RNA y se cuantificé tal y como se
indicd en el apartado 2.2.2. Para la obtenciéon de las muestras de
microRNA a partir de RNA total se usd el kit Universal RT microRNA PCR
cDNA (EXIQON). Para ello, la mezcla de reaccién contenia 2 uL de buffer
de reaccién (5X), 5 uL de agua libre de nucleasas, 1 puL de enzima
transcriptasa y 2 pL de muestra con 10 ng/uL RNA. Las muestras se
centrifugaron a 1000 rpm durante 1 minuto y luego estuvieron 60
minutos a 42 2Cy por ultimo 5 minutos a 95 2C para inactivar la enzima
retrotranscriptasa por calor.

Una vez obtenido el cDNA, éste se diluyé 40 veces y se utilizé

para la medicion de los microRNAs presentes en el Array.
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2.3.1.2 Ensayo Array de microRNA

El Array utilizado fue el miScript miRNA PCR Array Human
Cardiovascular disease de Qiagen. Esta matriz perfila la expresion de 84
microRNAs conocidos por mostrar una expresion alterada durante la
enfermedad cardiovascular, permitiendo la evaluacidn de los microRNA
mas relevantes para la enfermedad cardiaca, algunos de ellos

involucrados con la rigidez arterial y el remodelado vascular.

Para ello se utilizaron dos placas de Array de 96 pocillos de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Ambas placas incluian 12
pocillos con microRNA de control interno (entre ellos el microRNA U6)
y 84 pocillos con diferentes microRNA relacionados con la enfermedad

cardiovascular (84 microRNA), como se puede observar en la Tabla 9.

La muestra de RNA que se afiadié a cada pocillo de cada una de
las placas del Array fue un pool de 5 muestras de microRNA procedentes
de 5 cultivos diferentes, con la diferencia de que a una placa se le afiadio
un pool de microRNA extraido de células control y a otra placa se afiadio
un pool de microRNA extraido de células tratadas con FGF23
recombinante (2 ng/mL). El contenido de RNA de cada una de las
muestras procedentes de cada cultivo fue el mismo. De manera que se
mezclaron 50 ng de RNA de cada muestra de los que 200 fueron
utilizados para la realizacién del array de expresidon siguiendo las

instrucciones del fabricante.
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Tabla 9. Array utilizado con 84 microRNAs conocidos por mostrar una expresion

alterada durante la enfermedad cardiovascular. Se utilizaron 200 ng de RNA de cMLV

control y tratadas con FGF23 recombinante (2 ng/mL).
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2.3.2 Expresion de genes relacionados con la biogénesis de microRNA

Para evaluar la expresidn de genes especificos relacionados con
la biogénesis de microRNA, como Drosha, Exportina 5, Argonauta 1
(AGO1) y Argonauta 2 (AGO2), se cultivaron CMLV en placas de 6
pocillos. Como se puede ver en la ilustraciéon 7, las CMLV fueron

expuestas a los tratamientos durante 9 dias.

Tratamientos RT-PCR
Control Drosha, Exportina-5, AGO1,
FGF23-i (2ng/mL) AGO2

Tiempo O Cambio de medio 9 dias

llustracion 7. Disefio experimental a 9 dias para el analisis de la expresion de genes
relacionados con la biogénesis de microRNA, como son Drosha, Exportina-5, ARGO1
y ARGO2, en CMLYV tratadas con FGF23 intacto recombinante.

La muestra de RNA que se utilizd para evaluar la expresion de
estos genes fue procedente de 5 cultivos diferentes. El RNA se extrajo
como se indica en el apartado 2.2.2, realizandose una RT-PCR como se
indica en el mismo apartado.

Como gen constitutivo se utilizdé GAPDH, cuya secuencia se
puede ver en la Tabla 7. Las secuencias de los cebadores utilizados en
la RT-PCR para estudiar la expresién de los genes relacionados con la

biosintesis de microRNA se muestra a continuacion en la Tabla 10.
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Gen Fordward Reverse
Human
5-GCGTAGCCATTCCCAAGA-3’ 5-GCAGCTCATTATTGTCATCCT-3"
AGO1
Human
5-ACCTTGAAGATGCGATCCTTG-3’ 5"-AGAATCTATACACAGCCATGCC-3’
AGO2
Human
5’-TGGCCACAGAGGTCACCCCC-3’ 5'-GGGGCGCAGTGCCTCGTAT-3’
Exportin 5
Human )
5-ACCGTTACTTCTCGTCTCATTG-3’ 5’-GCCACCTCCTAGCAAATAGTC-3"
Drosha

Tabla 10. Secuencia de cebadores utilizados para estudiar la expresiéon de genes
relacionados con la biosintesis de microRNA mediante RT-PCR.

2.3.3 Validacidn del ensayo Array de microRNA

Para validar los datos del Array de microRNA se evalud la
expresion de algunos de los principales microRNAs relacionados con
disfuncién vascular y en especial rigidez arterial como microRNA 221,
microRNA 222, microRNA 26a y microRNA 145. Como se puede ver en
la ilustracién 8, las CMLV fueron expuestas a los tratamientos durante

9 dias.

Tratamientos RT-PCR
Control Medicion de microRNA 221,
FGF23-i (2ng/mL) microRNA 222, microRNA 26a

y microRNA 145

Tiempo O Cambio de medio 9 dias

llustracion 8. Disefio experimental a 9 dias para el analisis de la expresion de
microRNA 221, microRNA 222, microRNA 26a y microRNA 145 en CMLYV tratadas con
FGF23 intacto recombinante.
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Tras 9 dias de tratamiento, las CMLV se lisaron con Trizol (Sigma-
Aldrich), se extrajo y cuantifico el RNA tal y como se indicé en el
apartado 2.2.2. Para la obtencion de las muestras de microRNA a partir
de RNA total se procedié tal y como se indica en el apartado 2.3.1.1.

La expresion de los microRNA anteriormente citados fueron
validados en muestras Control y tratadas con FGF23 procedentes de

cinco cultivos celulares independientes.

Una vez obtenido el cDNA vy diluido 40 veces, se procedié a la
medicion especifica de los microRNA 221, microRNA 222, microRNA 26a
y microRNA 145 mediante una RT-PCR utilizando Sybergreen GoTaq
gPCR Master Mix de Promega. En cada reaccion se utilizaron 5 pL de
Sybergreen, 1 uL de cebador y 4 uL de la muestra de ADNc diluido. Las
muestras se sometieron a 40 ciclos de amplificacidon de 10 segundos a
95 2C y 1 minuto a 60 2C cada uno. El método 22(8% se ytilizd para
calcular la abundancia relativa de microRNAs en comparacion con la
expresion del gen constitutivo microRNA U6.

La secuencia de los microRNA validados se muestra en la Tabla

11. Todos ellos fueron adquiridos de la casa comercial EXIQON.

microRNA Secuencia

hsa-microRNA 221-3p = 5-AGCUACAUUGUCUGCUGGGUUUC-3’
hsa-microRNA 222-3p 5’-AGCUACAUCUGGCUACUGGGU-3’

hsa-microRNA 26a-5p 5’-UUCAAGUAAUCCAGGAUAGGCU-3’

hsa-microRNA 145-5p 5’-GUCCAGUUUUCCCAGGAAUCCCU3-’
hsa-microRNA U6 5'-CACGAATTTGCGTGTCATCCTT-3’
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Tabla 11. Secuencia de cebadores para los microRNA 221, microRNA 222, microRNA
26a y microRNA 145, incluida la secuencia del cebador para microRNA U6.

2.4 Determinacion de la seializacion inducida por FGF23 en
CMLV

Para determinar la sefializacion que promueve el exceso de

FGF23 intacto en las CMLV, se procedid a su cultivo en placas de 6
pocillos con los siguientes grupos experimentales:
Un grupo control, otro con FGF23 intacto recombinante a una
concentracion final en pocillo de 2 ng/mLy otros dos grupos con FGF23
a la misma concentracion (2 ng/mL) mas un inhibidor distinto en cada
caso; por un lado AZD4547 (150 nM), inhibidor selectivo del receptor
FGF (FGFR) especifico para FGFR1/2/3 (Selleckchem) y otro grupo con
FGF23 y PD98059 (10 uM) (Sigma Aldrich, St Louis, Missouri, USA), un
inhibidor especifico de la ruta MEK/ERK.

En primer lugar, para los estudios de sefalizaciéon celular
inducida por FGF23, se estudid la expresion proteica del receptor FGFR1
y del intermediario ERK1/2 en presencia de los inhibidores comentados
anteriormente. Posteriormente, también se estudid la expresidon génica
de los marcadores de fenotipo contractil en presencia de ambos
inhibidores. Finalmente, se estudié también la expresién de los
microRNA 221 y microRNA 222 en presencia de los inhibidores

estudiados.

2.4.1 Western blot en experimentos con inhibidores
Para los estudios de sefializacion celular sobre FGFR1 y ERK1/2
las CMLV fueron expuestas a los tratamientos durante 6 horas como se

puede ver en la ilustracidn 9. Los tratamientos se anadieron con medio
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DMEM sin FBS. De hecho, a estas células se les retiré el medio con FBS
el dia anterior de iniciar los tratamientos. Para asegurar el efecto de los
inhibidores FGFR y ERK1/2 se procedié a administrarlos 30 minutos

antes de la posterior adicion de FGF23 intacto recombinante.

Tratamientos

Control Western Blot
FGF23-i (2 ng/mL) FGFR1y
FGF23-i + AZD 4547 (150 nM) ERK1/2

FGF23-i + PD 98059 (10 um)

Medio sin FBS

Tiempo O 6h

llustracion 9. Disefio experimental a 6 horas para la determinacion de la seiializacion
a través de la expresion proteica del receptor FGFR1 y del intermediario ERK1/2 en
CMLV tratadas con FGF23 intacto recombinante. Se realizaron 3 experimentos
independientes con una N final de 3 en cada uno de los grupos experimentales.

2.4.1.1 Extraccion de proteina total

Tras finalizar el experimento de sefializacidn, se retird el medio
de cultivo y se lavaron los pocillos dos veces con suero fisioldgico.
Posteriormente utilizamos un buffer de lisis total a pH 7,6 constituido
por 20mM Tris/HCI (US Biological), 150mM NaCl (US Biological), 1mM
EDTA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.), complementado con otros
reactivos previamente a su uso (0.5% Igepal CA-360, 0.5mM PMSF, 70
mg/ml de Cocktail inhibidor de proteasas, Cocktail inhibidor de
Fosfatasas 2 y Cocktail inhibidor de Fosfatasas 3). Todos los
complementos de esta solucién de lisis fueron adquiridos en Sigma-
Aldrich (St Louis, Missouri, USA). La lisis celular se produjo en frio y con

ayuda de un rascador celular. El volumen recuperado del pocillo se
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trasladd a un eppendorf, se agité la muestra de forma vigorosa con la
ayuda de un vortex y se centrifugd a 13000 rpm durante 5 minutos a 42
C. El sobrenadante obtenido es la proteina total. Las muestras se
almacenaron a -802 C hasta el momento de su uso.

La proteina total se cuantificé mediante el método Bradford (ver
apartado 2.1.2.2). Utilizdndose también 2 pL de muestra. Para llevar a
cabo la técnica western blot como se ha descrito en el apartado 2.1.2.3
se cargaron 60 g de proteina y para la cuantificacidn relativa se utilizé
Tubulina como proteina constitutiva.

Los anticuerpos primarios, referencia y diluciéon usados para el andlisis

por western Blot de esta seccion se muestran en la Tabla 12.

Anticuerpo Dilucién Fuente @ Casa comercial Referencia
FGFR1p 1/200 TTBS Conejo Invitrogen 44-1140G
FGFR1 total 1/200 TTBS Conejo Sigma Aldrich SAB4300488
1/2000
ERK 1/2p Conejo Cell signaling #4370S
TTBS+BSA 5%
1/1000
ERK 1/2 total Conejo Cell signaling #4695S
TTBS+BSA 5%
1/5000
Tubulina Ratoén Abcam ab7291

TTBS+Leche 5%

Tabla 12. Anticuerpos primarios utilizados para western blot. Se utilizaron en
muestras de proteina total.

Hay que destacar una diferencia en el paso de bloqueo de la
membrana con respecto al protocolo descrito en el apartado 2.1.2.3.4.
En este caso, para estudiar la expresidn de la proteina ERK1/2 tanto en
su forma fosforilada como no fosforilada, la membrana no se bloqued
con leche sino con TTBS + BSA al 5%. En consecuencia, el anticuerpo
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secundario utilizado para ambos casos estaba diluido también en TTBS

+ BSA 5%, al igual que la solucion bloqueante utilizada.

2.4.2 RT-PCR en experimentos con inhibidores

Para la evaluacién de los cambios en la expresidn génica de los
principales marcadores de fenotipo contractil en presencia de los
inhibidores estudiados, las CMLV fueron tratadas durante 9 dias como
se puede ver en la ilustracion 10. Los tratamientos se afiadieron con
medio DMEM con FBS al 20%. Al igual que en el estudio relativo a la
expresion proteica para asegurar el efecto de los inhibidores de FGFR y
p-ERK se procedié a administrarlos 30 minutos antes de la posterior

adicion de FGF23 recombinante.

Tratamientos RT-PCR
Control Elastinay MHC
FGF23-i (2 ng/mL) microRNA 221y

FGF23-i + AZD 4547 (150 nM) microRNA 222
FGF23-i + PD 98059 (10 pm)

Tiempo 0 Cambio de medio 9 dias

llustracion 10. Diseiio experimental a 9 dias para la determinacion de la expresion
de elastina y MHC en presencia de los inhibidores de FGFR1 y ERK en CMLV tratadas
con FGF23 intacto recombinante. Se realizaron 3 experimentos independientes con
una N final de 15 en cada uno de los grupos experimentales.

Tras finalizar el experimento se procedio al lisado celular para la
obtencidon de RNA y posterior estudio de la expresiéon génica de los
principales marcadores de fenotipo contractil de las CMLV (elastina y

MHC) como se indica en el apartado 2.2.2. La secuencia de los
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cebadores utilizados para el estudio de la expresion génica de los
marcadores de fenotipo contractil se muestra en la Tabla 7.

Por ultimo, para evaluar la expresion de los microRNA en
presencia de los inhibidores estudiados, las CMLV fueron tratadas
durante 9 dias como se puede ver, también, en la ilustracion 10. Para la
obtencién de las muestras de microRNA a partir de RNA total se
procedid tal y como se indica en el apartado 2.3.1.1. Y una vez obtenido
el cDNA diluido 40 veces, el protocolo continué como se indica en el
apartado 2.3.3. La secuencia de los cebadores de los microRNA 221 y

microRNA 222 puede consultarse en la Tabla 11.

2.5 Papel de la modulacidon de los microRNA 221 y microRNA
222 sobre el fenotipo de las CMLV tratadas con FGF23

Del conjunto de microRNAs que mostraron una menor expresion
tras el tratamiento con FGF23 recombinate durante 9 dias y en base a
la bibliografia se obtiene que los microRNAs 221 y 222 podrian ser de
especial relevancia en el control del remodelado vascular y el fenotipo
de las CMLV 207: 1% _por esta razdn y para evaluar de forma especifica el
efecto de FGF23 mediado por los microRNAs 221 y 222 se procedera a
realizar experimentos en los que se transfectaran mimic 221y 222 para

evaluar el efecto sobre el cambio de fenotipo de las CMLV.

2.5.1 Transfeccion de mimics microRNA 221y 222
Para determinar si la sobreexpresion de los microRNA 221 y
microRNA 222 interfieren en la transdiferenciacion de las CMLV hacia el

fenotipo sintético se realizé la transfeccion de mimic microRNA
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especificos de microRNA 221 y microRNA 222. Con esto conseguimos
incrementar excesivamente los niveles de estos microRNAs.

Como se puede ver en lailustracion 11, las células estuvieron en
presencia de FGF23 (2 ng/mL) durante 9 dias con medio DMEM al 20%
FBS. El dia noveno de tratamiento se hizo la transfeccién de los mimic
microRNA vy las células estuvieron 48 horas transfectadas con el mimic
microRNA transfectado 221 6 222 (100 nM) en presencia de FGF23 (2
ng/mL). También se transfectdé un Scramble (SCR) como control de la
transfeccidon. Los mimic microRNA que se transfirieron fueron hsa-
microRNA 221-3p (Ref: MC10337), hsa-microRNA 222-3p (Ref:
MC11376) y control negativo (Ref: 4464058).

El medio de transfeccion es un medio especifico, llamado

Optimem el cual no lleva antibidticos (Life Technologies, Madrid,

Espafia).
Tratamientos durante 9 Transfeccidn tras 9 dias
dias FGF23-i (2ng/mL) + SCR
Control FGF23-i (2ng/mL) + miR- 221
FGF23-i (2 ng/mL) FGF23-i (2ng/mL) + miR- 222

Transfeccion
microRNA mimic

'S
—

© 48h o
TO Cambio de medio 9 dias 11 dias

llustracion 11. Disefio experimental a 11 dias para estudiar los cambios en la
expresion génica de elastina y MHC después de transfectar las CMLV con mimic
microRNA 221 o mimic microRNA 222 junto con la adicion de FGF23 intacto
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recombinante en las ultimas 48 horas del experimento. Se realizaron 3 experimentos
independientes con una N final de 3 en cada uno de los grupos experimentales.

Transcurridos los primeros 9 dias de tratamiento, se procedi6 a
transfectar las CMLV. Para cada transfeccion (microRNA 221 y
microRNA 222) se prepararon dos soluciones por separado y
posteriormente fueron afiadidas a cada pocillo a transfectar.

Primero, para cada transfeccion, se prepararon 2,5 L (50 uM)
del microRNA a transfectar (mimic microRNA 221 6 mimic microRNA
222) (Ambion) y 62,5 uL de medio Opti-MEM, especifico para la
transfeccidn (Solucién 1). Se mezclé vigurosamente con un spin final y
se dejo incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente. Después
se prepararon 4 pL del agente de transfecciéon siPORT NeoFX (Life
Technologies, Madrid, Spain) mas 58,5 puL de medio Opti-MEM para
cada transfeccidon (Solucidn 2). Posteriormente se unieron las dos
soluciones y se incubé durante 30 minutos a temperatura ambiente. Al
finalizar este tiempo, la solucidn final se vorted seguido de un spin. La
preparacién de la transfeccidon se completd con medio Opti-MEM mas
FGF23 (2ng/ml). Finalmente se afadié a cada pocillo la solucién de
transfeccidn y se cultivaron las CMLV en estas condiciones durante 48
horas.

2.5.2 Evaluacidon de la efectividad de la transfeccion de mimic
microRNA 221 y mimic microRNA 222 por RT-PCR

Tras finalizar las 48 horas de la transfeccion de ambos tipos de
mimic microRNA (llustracién 11), se procedio al lisado celular para la
obtencion de RNA, como se indica en el apartado 2.2.2. En primer lugar,

se comprobé que la transfeccidon habia ido correctamente y para ello se
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midieron los microRNA tal y como se indica en el apartado 2.3.3. La
secuencia de los cebadores de los microRNA 221 y microRNA 222

utilizados fue la mostrada en la Tabla 11.

2.5.3 Efecto de FGF23 sobre la expresion de MAP3K2: Papel de los
microRNA 221y 222

Segln bases de datos como TargetScan o mirDB, uno de los
targets de los microRNA 221 y 222 es la proteina Mitogen-activated
protein kinase kinase kinase 2, conocida como MAP3K2 o MEKK2. Por
lo tanto, altos niveles de estos microRNAs se corresponderan con una

inhibicién de la expresion de MAP3K2 y viceversa.

2.5.3.1 RT-PCR para evaluar la expresion génica de MAP3K2 en
presencia de los microRNA 221 y microRNA 222

En primer lugar, se evalud la expresiéon génica de MAP3K2 en
células tratadas con FGF23 recombinante (2 ng/mL) durante 9 dias sin

transfectar, como se puede observar en la ilustracién 12.

Tratamientos RT-PCR

Control MAP3K2
FGF23-i (2ng/mL)

Tiempo O Cambio de medio 9 dias

llustracion 12. Diseiio experimental a 9 dias para el anadlisis de la expresién de
MAP3K2 en CMLV tratadas con FGF23 intacto recombinante (2 ng/mL).
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El RNA se extrajo como se indica en el apartado 2.2.2,

realizandose una RT-PCR como se indica en el mismo apartado.

Como gen constitutivo se utilizdé GAPDH, cuya secuencia se
puede ver en la Tabla 7. La secuencia del cebador de MAP3K2 utilizado

se muestra en la Tabla 13.

Gen Fordward Reverse
MAP3K2 5 TGTGTGTGTGTGTGGTTAGAG3" 5 GGAAGGTGAGTATGGGAAGAT3’

Tabla 13. Secuencia del cebador utilizados para estudiar la expresion del gen
MAP3K2 mediante RT-PCR.

Finalmente, persiguiendo el objetivo de este apartado,
evaluamos la expresiéon génica de MAP3K2 en células tratadas con
FGF23 recombinante (2 ng/mL) durante 9 dias y transfectadas el dia
noveno de tratamiento con mimic microRNA 221 6 mimic microRNA
222 en combinacién con FGF23 recombinante (2 ng/mL) durante 48

horas mas, como se puede observar en la ilustracion 13.

Tratamientos durante 9 Transfeccidn tras 9 dias
dias FGF23-i (2ng/mL) + SCR
Control FGF23-i (2ng/mL) + miR- 221
FGF23-i (2 ng/mL) FGF23-i (2ng/mL) + miR- 222

Transfeccion
microRNA mimic

RT-PCR
MAP3K2

48 h
T0 Cambio de medio 9 dias 11 dias
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llustracion 13. Disefio experimental a 11 dias para estudiar los cambios en la
expresion génica de MAP3K2 después de transfectar las CMLV con mimic microRNA
221 o mimic microRNA 222 junto con la adicién de FGF23 intacto recombinante (2
ng/mL) en las dltimas 48 horas del experimento.

El RNA se extrajo como se indica en el apartado 2.2.2,
realizandose una RT-PCR como se indica en el mismo apartado. Como
gen constitutivo se utilizé GAPDH, cuya secuencia se puede ver en la
Tabla 7. La secuencia del cebador de MAP3K2 utilizado se muestra en la

Tabla 13.

2.5.3.2 Western Blot para evaluar la expresion proteica de MAP3K2 en
presencia de microRNA 221 y microRNA 222

Se evaluaron los cambios de expresién proteica de MAP3K2 en
células transfectadas con mimic microRNA 221 y mimic microRNA 222
en combinacién con FGF23 recombinante (2 ng/mL), como se puede

observar en la ilustracion 14.

Tratamientos durante 9 Transfeccidn tras 9 dias
dias FGF23-i (2ng/mL) + SCR
Control FGF23-i (2ng/mL) + miR- 221
FGF23-i (2 ng/mL) FGF23-i (2ng/mL) + miR- 222

Transfeccion
microRNA mimic

Western Blot
MAP3K2
48 h

& [
< —>

T0 Cambio de medio 9 dias 11 dias
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llustracion 14. Disefio experimental a 11 dias para estudiar los cambios en la
expresion proteica de MAP3K2 después de transfectar las CMLV con mimic
microRNA 221 o mimic microRNA 222 junto con la adicion de FGF23 intacto
recombinante (2 ng/mL) en las dltimas 48 horas del experimento.

Las CMLV tratadas 9 dias antes de la transfeccion de los
microRNA se lisaron para obtener proteina total como se indica en el
apartado 2.4.1.1. Los anticuerpos primarios, la referencia y dilucién

utilizados para el andlisis por western Blot, tanto de la proteina MAP3K2

como la proteina constitutiva utilizada B-actina se muestran en la Tabla

14.
Anticuerpo Dilucion Fuente @ Casa comercial Referencia
Santa cruz
MAP3K2 1/5000 TTBS Ratén sc-398091
Biotechnology
Santa cruz
B-actina 1/5000 TTBS Ratdn sc-47778

Biotechnology

Tabla 14. Anticuerpos primarios utilizados para western blot. Se utilizaron en
muestras de proteina total.

2.5.4 Efecto de la transfeccion de mimic microRNA 221 y mimic
microRNA 222 sobre la fosforilacion de ERK 1/2.

También se evaluaron los cambios de expresidn proteica de ERK
1/2 en células transfectadas con mimic microRNA 221 y mimic
microRNA 222 en combinacidon con FGF23 recombinante (2 ng/mL),

como se puede observar en la ilustracién 15.
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Tratamientos durante 9 Transfeccién tras 9 dias
dias FGF23-i (2ng/mL) + SCR
Control FGF23-i (2ng/mL) + miR- 221
FGF23-i (2 ng/mL) FGF23-i (2ng/mL) + miR- 222

Transfeccion
microRNA mimic

Western Blot

l ERK 1/2
48 h

<—
<

TO Cambio de medio 9 dias 11 dia?

llustracion 15. Disefio experimental a 11 dias para estudiar los cambios en la
expresion proteica de ERK 1/2 después de transfectar las CMLV con mimic microRNA
221 o mimic microRNA 222 junto con la adicién de FGF23 intacto recombinante (2
ng/mL) en las ultimas 48 horas del experimento.

Las CMLV tratadas 9 dias antes de la transfeccién de los
microRNA se lisaron para obtener proteina total como se indica en el
apartado 2.4.1.1. Los anticuerpos primarios, la referencia y dilucion
utilizados para el analisis por western Blot, tanto de la proteina ERK 1/2

fosforilada como ERK 1/2 total se muestran en la Tabla 12.

2.6 Estudio comparativo del efecto de la molécula intacta de
FGF23 y del fragmento C-terminal de FGF23 sobre el cambio
de fenotipo de las CMLV

Para realizar el estudio comparativo entre el efecto de Ia

molécula intacta y el fragmento C-terminal de FGF23 sobre las CMLV se
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realizaron dos experimentos diferentes. El primero fue dirigido a
evaluar a través de RT-PCR diferencias, en la expresién génica de los
principales marcadores contractiles, entre los dos tipos de moléculas de
FGF23. El segundo tipo de experimento se realizé para detectar posibles
diferencias en las rutas de sefializacion.

Los grupos experimentales estudiados fueron: un grupo control,
un grupo al que se afiadié FGF23 intacto recombinante (FGF23-i) (2
ng/mL) y otro grupo al que se afiadié el fragmento C-terminal de FGF23

recombinante (FGF23-c) (2 ng/mL) (Biomol, Hamburgo, Alemania)

2.6.1 Analisis comparativo de los efectos de FGF23 intacto y c-terminal
sobre la expresion génica de marcadores de fenotipo contractil

Se evalué a través de RT-PCR la expresién génica de los
principales marcadores contractiles de las CMLV. Las células se
cultivaron en placas de 6 pocillos y fueron tratadas durante 9 dias tal y

como se puede observar en la ilustraciéon 16.

Tratamientos RT-PCR
Control Elastinay MHC
FGF23-i (2 ng/mL)

FGF23-c (2 ng/mL)

Tiempo O Cambio de medio 9 dias

llustracion 16. Disefio experimental a 9 dias para comparar el efecto de FGF23
intacto recombinante y FGF23 c- terminal sobre la expresion génica de elastina y
MHC en CMLV. Se realizaron 3 experimentos independientes con una N final de 30 en
cada uno de los grupos experimentales.
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Tras finalizar el experimento se procedid al lisado celular para la
obtencién de RNA y posterior estudio de la expresion génica de los
principales marcadores de fenotipo contractil de las CMLV (elastina y

MHC) como se indica en el apartado 2.2.2.

2.6.2 Cambios sobre la seiializacion celular

Para evaluar y comparar la sefializacién que activa tanto FGF23-
i como FGF23-c para promover el fenotipo sintético en las CMLV se
realizaron estudios de Western Blot para estudiar el papel de la
activacion de FGFR1 y la ruta ERK 1/2.

Para ello, las CMLV se cultivaron en placas de 6 pocillos tal y
como se indica en la ilustracion 17. Las células estuvieron expuestas a
los tratamientos durante 6 horas y en ausencia de FBS para poder

determinar la expresion proteica de FGFR1 y de ERK.

Tratamientos
Control

FGF23-i (2 ng/mL)
FGF23-c (2 ng/mL)

Western Blot
FGFR1 vy ERK

Medio sin FBS

Tiempo O 6h

llustracion 17. Disefio experimental de 6 horas para comparar el efecto de FGF23
intacto recombinante y FGF23 c- terminal sobre la expresion proteica del receptor
FGFR1y el intermediario ERK en CMLV. Se realizaron 3 experimentos independientes
con una N final de 3 en cada uno de los grupos experimentales.

La lisis de proteina total, la cuantificacion y el western blot
fueron realizados tal y como se ha descrito en los apartados anteriores

(2.4.1.1), (2.1.2.2) y (2.1.2.3), respectivamente.

125



Materiales y métodos

2.7 Comparacion del efecto de FGF23 intacto con el de FGF2
sobre el cambio de fenotipo de las CMLV

Para conocer si el efecto de FGF23 es comun a otras citoquinas

de la misma familia o si por el contrario se trata de una accién exclusiva
del mismo, evaluamos y comparamos el efecto de FGF2 recombinante
(PeproTech, London, UK) sobre el cambio de fenotipo de las CMLV.
En primer lugar, se evalud a través de RT-PCR, la expresion génica de los
principales marcadores contractiles de este tipo celular y en segundo
lugar, se estudio la fosforilacién de FGFR1 y la activacidn de la ruta ERK
1/2.

Para llevar a cabo este estudio, se disefiaron los siguientes
grupos experimentales: un grupo control y dos grupos a los que se
afadié FGF2 recombinante a distintas concentraciones. Una
concentracion final en pocillo de 2 ng/mL y otra de 20 ng/mL. Se trata
de las mismas concentraciones que se utilizaron con FGF23 intacto
recombinante.

2.7.1 Cambios en la expresion génica de marcadores de fenotipo
contractil inducidos por FGF2

La expresidn génica de los principales marcadores contractiles
de las CMLV se evalud a través de RT-PCR. Las células fueron tratadas

durante 9 dias tal y como se puede ver en la ilustracién 18.
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Tratamientos RT-PCR
Control Elastina y MHC
FGF2 (2 ng/mL)
FGF2 (20 ng/mL)
Tiempo O Cambio de medio 9 dias

llustracion 18. Diseiio experimental a 9 dias para la determinacion de la expresion
génica de elastina y MHC en CMLV tratadas con FGF2 recombinante. Se realizaron 3
experimentos independientes con una N final de 30 en cada uno de los grupos
experimentales.

2.7.2 Cambios en la seializacion inducida por FGF2

Se estudio la fosforilacion de FGFR1 y la activacion de la ruta ERK
1/2 para evaluar la sefalizacién inducida por FGF2. Los estudios se
realizaron tras 6 h de tratamiento y en ausencia de FBS como se puede

ver en la ilustracion 19.

Tratamientos Western blot

Control FGFR1y ERK1/2

FGF2 (2 ng/mL)

FGF2 (20 ng/mL) Medio sin FBS
Tiempo O 6h

llustracion 19. Disefio experimental a 6 horas para la determinacion de la
sefializacion a través de la expresidn proteica del receptor FGFR1 y del intermediario
ERK1/2 en CMLV tratadas con FGF2 recombinante. Se realizaron 3 experimentos
independientes con una N final de 3 en cada uno de los grupos experimentales.
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3. Andlisis estadistico del Bloque de células

Los resultados de este estudio se han representado como la
media * el error estandar. La diferencia entre las medias de dos grupos
diferentes ha sido evaluada mediante el test T-student para muestras
independientes. Los valores p < 0.05 se consideraron significativos. Los

datos se analizaron con el programa GraphPad Prism (versién 6.0).
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Bloque 2: Estudio in vivo de los cambios vasculares
promovidos por altos niveles de FGF23

4. Modelo experimental en ratas

Se utilizaron ratas Wistar macho de 250 g de peso
aproximadamente, alimentadas ad libitum y mantenidas en jaulas
individuales bajo condiciones de temperatura y humedad controladas,
y con ciclos de 12h luz/oscuridad. Los procedimientos quirurgicos en los
animales y los tratamientos experimentales se realizaron en las
instalaciones acreditadas para tal fin en el animalario del IMIBIC. Los
procedimientos experimentales en los animales cumplieron con la
Directiva 2010/63/EU del Parlamento Europeo, y con los protocolos de
cuidado y uso de experimentacién de IMIBIC y la Universidad de
Cordoba.

Se realizd un modelo experimental dirigido a obtener altos
niveles de FGF23 en plasma de forma primaria, es decir con
independencia de cambios en la funcién renal o de alteraciones en
cualquier otro parametro del metabolismo mineral. Para ello se
procedid a infundir a través de bombas Alzet colocadas
subcutaneamente, altos niveles de FGF23 recombinante donado por
AMGEN. Como se ha indicado ya anteriormente se trata de un FGF23
recombinante con una mutacidn en la region R176Q que impide su
posterior degradacién y pérdida de funcidon. Derivado de los altos
niveles de FGF23 se espera que aumente la fosfaturia y que disminuyan
los niveles de calcitriol y probablemente la fosfatemia. Para corregir

estas posibles variables se procedié a administrar una dieta con niveles
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moderadamente altos de fosforo (0.9%) y a administrar cada 48 horas

calcitriol 8ng/rata ip tal y como se indica en el siguiente apartado.

5. Disefio experimental

Se utilizaron 12 ratas Wistar macho, las cuales se dividieron en
dos grupos. Un grupo control o vehiculo (N=6) y otro grupo
experimental o con alto FGF23 (N=6). A cada una de las ratas se le
colocéd en condiciones asépticas una bomba miniosmética, modelo
Alzet 2004 (Charles River Laboratories, Barcelona, Espafia) en la parte
dorsal de forma subcutdnea entre los hombros. La bomba fue cargada
con FGF23 recombinante para el grupo experimental o con un vehiculo

para el grupo control.

Vehiculo

Figura 16. Localizacion de la bomba Alzet en la parte dorsal de la rata.

La bomba Alzet administra 15 ug/dia de FGF23 o vehiculo

durante 14 dias. En ese periodo de tiempo, las ratas fueron alimentadas
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con una dieta moderadamente alta en fésforo (0,9%) para evitar la
hipofosfatemia inducida por el FGF23 recombinante. Para prevenir un
descenso de calcitriol causado por el exceso de FGF23, todas las ratas
recibieron un suplemento de calcitriol (8 ng/rata, 3 veces en semana).
Transcurridos 14 dias, los animales se sacrificaron bajo anestesia
inhalatoria a través de puncién adrtica y exanguinacion.
Posteriormente, se midieron distintos parametros de metabolismo

mineral con el objetivo de validar el modelo experimental.

5.1 Recogida de muestras sanguineas y de orina

La sangre se recolectd en el mismo momento del sacrificio de los
animales en tubos especificos para plasma (EDTA Vacutainer, Becton
Dickinson, New Jersey, USA). Posteriormente, los tubos se
centrifugaron a 3500 rpm durante 10 minutos a 42 C. Se realizaron
alicuotas y se almacenaron a -802 C hasta su utilizacién. Para validar el
modelo experimental se analizaron los niveles de FGF23 y fosforo en
plasma. Ademas, también se recolectd orina de 24 horas antes del
sacrifico para medir la fraccion de excrecidn de fésforo (FeP) de acuerdo

a la siguiente férmula:

_ P(orina) x Creatinina (plasma)

FeP 100

TP (plasma) x Creatinina (orina)

Para tal fin, los animales fueron introducidos en jaulas

metabdlicas que permitieron la recogida completa de la diuresis.
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5.1.1 Cuantificacion de FGF23 intacto

Se midié FGF23 intacto en las muestras de plasma de ambos
grupos experimentales mediante la técnica ELISA (Kainos, Alemania).

Para ello se utilizaron 50 pL tanto de la muestra de plasma como
de los estandares y controles del kit. Posteriormente se afiadieron 50
pL de anticuerpo FGF23 biotinilado a cada uno de los pocillos de la placa
y se incubd en oscuridad a temperatura ambiente durante 2 horas en
agitacioén lenta. A continuacién, se lavaron los pocillos 5 veces con una
solucion de lavado y se afiadieron 100 plL de anticuerpo FGF23 HRP
conjugado. Después se incubd en oscuridad a temperatura ambiente
durante 1 hora en agitacion lenta. De nuevo se lavaron los pocillos 5
veces con la misma solucién de lavado y se anadieron 100 uL del
sustrato HRP del ELISA. Se incubd la placa en oscuridad por ultima vez
durante 30 minutos a temperatura ambiente en agitacién lenta. La
lectura de las muestras se realizé mediante absorbancia con la ayuda
de un espectrofotémetro a 620 nm. Inmediatamente después se pard
la reaccidon con 50 pL de una solucién de stop y se volvié a leer la

absorbancia a 450 nm.

5.1.2 Medicion de fosforo

Se utilizaron muestras de plasma y de orina de ambos grupos
experimentales para obtener la medicidon de fésforo mediante un kit
comercial (BioSystems, Barcelona, Espafia).

Para ello se anadieron 10 pL de muestra o de la curva estandar
realizada con concentraciones conocidas de fosforo. A continuacion, se
afadié 1 mL de reactivo de trabajo en una proporcién 7:3 de los

reactivos Ay B del kit. La mezcla se agitd vigorosamente. Finalmente, se
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midié la absorbancia a 340 nm en un espectrofotémetro de cubetas UV

mini-1240 (Shimadzu, Europa).

5.1.3 Medicion de creatinina

Se utilizaron muestras de plasma y de orina de ambos grupos
experimentales para obtener la medicién de creatinina mediante un kit
comercial (BioSystems, Barcelona, Espaiia).
Para ello se afiadieron 10 puL de muestra o del patrén de creatinina
proporcionado por el kit. A continuacidn, se afiadid 1 mL de reactivo de
trabajo mezclado en volumenes iguales de reactivo A y de reactivo B
procedentes del kit. La mezcla se agitd, se introdujo en el
espectrofotdémetro y se puso el crondmetro en marcha. Finalmente, se
midié la absorbancia a 500 nm en el espectrofotometro de cubetas
UVmini-1240 (Shimadzu, Europa) después de 30 segundos y 90
segundos. La concentracién de creatinina en cada una de las muestras

se calculé a partir de la siguiente férmula:

A2 — A1 (muestra)
A2 — A1l (patrén)

x C (patrén)

Siendo A2 la medida de la absorbancia a 90 segundos, Al la
medida de la absorbancia a 30 segundos y C la concentracién de

estandard.

5.1.4 Cuantificaciéon de PTH
Se midid PTH en las muestras de plasma de ambos grupos
experimentales mediante la técnica ELISA (Immutopics, San Diego, CA,

USA).
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Para ello se utilizaron 50 plL tanto de la muestra de plasma como
de los estandares y controles del kit. Posteriormente, se afiadié a cada
uno de los pocillos 50 uL del reactivo de deteccidn A proporcionado por
el kit y se incub6 durante 1 hora a temperatura ambiente en agitacion
lenta. A continuacidn, se lavaron los pocillos 3 veces con una solucién
de lavado y se afadieron 100 uL del reactivo de deteccion B. Después
se incubd durante 30 minutos a temperatura ambiente. De nuevo se
lavaron los pocillos 5 veces con una solucién de lavado y se afadieron
90 pL de la solucién sustrato. Se incubd durante 10 minutos a
temperatura ambiente, se afiadieron 50 uL de la solucién de stop y
finalmente se midié la absorbancia a 450 nm en un lector de placas

(Biotek PowerWave XS, EE.UU.).

5.1.5 Cuantificacion de calcitriol

El calcitriol es la molécula activa de la vitamina D. Se midié
mediante un ensayo completo dirigido a la purificacion de 1,25-
dihidroxivitamina D (1,25D) por inmunoextraccion a partir de muestras
de plasma y cuantificacién posterior por radioinmunoensayo con 112>,

Para ello se siguieron las instrucciones del kit comercial Gamma-
B 1,25-Dihydroxy Vitamin D RIA (IDS, Boldon, Reino Unido). Se utilizaron
500 pL de muestra de plasma de ambos grupos experimentales. Las
muestras se deslipidan y posteriormente la 1,25D se extrae
separandose del resto de moléculas que pudieran presentar reacciéon
cruzada por incubacion durante 3 horas con un anticuerpo monoclonal
anti-1,25D altamente especifico en fase sdlida. El producto de
inmunoextraccidn se lava y la 1,25D purificada se eluye directamente

en un tubo de ensayo de cristal. Los eluidos reconstituidos y los
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calibradores utilizados en el ensayo se incuban toda la noche con un
anticuerpo ovino anti-1,25D altamente especifico. Se afiade 1,25D-1'?°
y se incuba durante 2 horas mas. La separacion entre 1,25D libre y unida
se consigue tras una corta incubacidon con otro reactivo del kit
denominado Sac.Cel, el cual esta constituido por anticuerpos anti-IgG
unidos a celulosa y suspendidos en tampdn con azida sddica.
Posteriormente se procede a la centrifugacién, decantacidn y recuento.
La cantidad de 1,25D radiactiva unida es inversamente proporcional a

la concentracién de 1,25D presente en la muestra.

5.2 Analisis de genes contractiles por RT-PCR a partir de RNA
de aorta toracica

Tras la medicion de los parametros de metabolismo mineral y
funcién renal se procedié al analisis de expresién de genes en tejido
adrtico. Como se puede ver en la ilustracion 20, de cada una de las ratas
se extrajo la aorta toracica para extraer RNA y medir la expresion génica

de los genes de fenotipo contractil calponina, elastina, ColAl, MHC y

miocardina.
Tratamientos RT-PCR (Calponina, elastina, ColA1l,
Vehiculo MHC y miocardina)

FGF23 (15 pg/dia)

Tiempo 0 14 dias

llustracion 20. Disefio experimental a 14 dias para evaluar la expresion génica de
calponina, Elastina, ColAl, MHC y miocardina. Se realizd6 1 experimento
independiente con una N final de 6 en cada uno de los grupos experimentales.
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5.2.1 Recogida del tejido: aorta toracica

Tras la extraccion de la aorta toracica, ésta se limpidé con suero
fisioldgico para eliminar restos de sangre y grasa adheridos a la
adventicia. Una vez limpia se procedié a alicuotar en dos partes; una
para estudios de expresién de genes y otra para estudios de histologia.
La porcién para estudios de gendmica se congeld en nitrégeno liquido
para una congelacién rapida y posteriormente se trasladé a -802C
donde se mantuvo guardada hasta el momento de su utilizacion. La
porcion para histologia se introdujo en formaldehido 4% vy

posteriormente fue montada en un bloque de parafina.

5.2.2 Extraccion de RNA a partir de aorta abdominal

Para extraer el RNA, se corté una pequena porcién de aorta aun
congelada con ayuda de un bisturi. La aorta obtenida se pesé y se triturd
en un mortero al que se afadid nitrégeno liquido. Posteriormente se
trasladd a un eppendorf con trizol para que se produzca la lisis tisular
mezclando vigorosamente la muestra con ayuda de un vortex. Después
se continud con la extraccion de RNA como se indica en el apartado
2.2.2.2 del bloque 1 hasta el final de la técnica: cuantificacion de RNA
(apartado 2.2.2.3), tratamiento con DNAsa (apartado 2.2.2.4) y RT-PCR
a tiempo real (2.2.2.5).

Los genes de fenotipo contractil que se estudiaron en este caso
fueron calponina, ColAl, miocardina, MHC y ACTA2. Como constitutivo
o housekeeping se utilizd la expresion de GAPDH. La secuencia de los

cebadores utilizados se puede ver en la Tabla 15.
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Gen Fordward Reverse
Calponina 5'-GCATGTCTTCCGCACACTT-3’ 5’-CAAAGAATGATCCCGTCCT-3"
Elastina 5'-CAGCTAAAGCAGCGAAGTATG-3’ 5’-CCTGTAATGCCTCCAATCCC-3’

5-
5'-GCAAGAACAGCGTAGCCTACATGG-

ColAl CAAGTTCCGGTGTGACTCGTGCAG-
3!
3|
ACTA2 5-GACACCAGGGAGTGATGGTT-3’ 5-GTTAGCAGGGYCGGATGCTC-3’

Miocardina 5'-CTCGGAGTCAGCAGATGGATG-3’ 5’-CCTCACTGTCGGTGGCATAGT-3’

5'-GAGAATGAGAAGAAAGCCAAGAG-

MHC 5-CATCCAGCTCCCGCTGCAGCT-3’
3

5'-
GAPDH 5’-CATGGAGAAGGCTGGGGCTCA-3’ GTGATGGCATGGACTGTGGTCAT-
3
Tabla 15. Secuencia de cebadores de rata utilizados. Se utilizaron para estudiar la

expresion de genes contractiles en muestras de RNA procedentes de aorta toracica de
rata.

5.3 Medicion de microRNA 221 y microRNA 222 a partir de
aorta toracica de rata

Como se puede ver en la ilustracion 21, también se extrajo RNA
de la arteria toracica extraida de cada una de las ratas para medir, en

este caso, los microRNA 221 y microRNA 222.
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Tratamientos RT-PCR (Medicidon de
Vehiculo microRNA 221 y microRNA
FGF23 (15 pug/dia)

Tiempo 0 14 dias

llustracion 21. Disefio experimental a 14 dias para evaluar los niveles de microRNA
221 y microRNA 222. Se realiz6 1 experimento independiente con una N final de 6 en
cada uno de los grupos experimentales.

Tras descongelar los criotubos, que almacenamos a -802C, con
la aorta toracica ya extraida (cuyo protocolo se puede ver en el
aparatado 5.2.1) se procedié a la extraccién de RNA tal como se ha
indicado en el apartado 5.2.2 con la excepcion de no realizar el
tratamiento con DNAsa, sino que en ese momento del protocolo se
procede a medir los microRNA 221 y microRNA 222 tal como se indicd
en el apartado 2.3.1.1 del bloque 1. Y una vez obtenido el cDNA diluido
40 veces, el protocolo continué como se indica en el apartado 2.3.3 del
mismo bloque 1. Los primers utilizados son los mismos que se utilizaron
para medir estos mismos microRNAs en las CMLV, pues su secuencia es

aplicable tanto para humanos como para rata, ver Tabla 11.

5.4 Medicidon de microRNA 221 y microRNA 222 en plasma
de rata

También se midieron los microRNA 221 y microRNA 222 en
muestras de plasma de cada una de las ratas de ambos grupos

experimentales. Para medir ambos microRNA se utilizé una muestra de
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200 ul de plasma de cada rata y se extrajo RNA total, utilizando el kit
QIAzol miRNeasy (Qiagen). La lisis se produjo con 1 mL de reactivo de
lisis y después se incubd durante 5 minutos a temperatura ambiente.
Debido a la ausencia de un microRNA control endégeno en plasma, se
afadié a cada una de las muestras un 1 pL de microRNA sintético no
humano como un control interno (C. elegans microRNA 39 mimic: 5'-
UCACCGGGUGUAAAUCAGCUUG-3’) (Qiagen). Se agregaron 200 pL de
cloroformo y se agitd la muestra vigorosamente. Tras 3 minutos de
incubacidén se centrifugd durante 15 minutos a 12000 g a 49C. La fase
acuosa se transfirid a un nuevo tubo y se afadid etanol en una
proporciéon 1.5 (650 ulL fase acuosa y 950 uL etanol). Posteriormente se
procedid a lavar la muestra con distintos buffers procedentes de este
kit de extraccion. Finalmente, el RNA total se eluyé en 14 ulL de agua
libre de RNAsa. Posteriormente se procedid a realizar una PCR en
transcripcion reversa para retrotranscribir RNA a cDNA usando las
indicaciones del kit Universal RT microRNA PCR cDNA (EXIQON)
expuesto en el apartado 2.3.3 del bloque 1. Con la diferencia de que se
utilizan 3 uL de RNA sin cuantificar, pues la cantidad de RNA es muy
pequefia. Se midieron los microRNA 221 y microRNA 222, ademas del
microRNA utilizado como housekeeping, que en este caso fue hsa-
microRNA 39 (EXIQON). El método 22 se utilizé para calcular la
abundancia relativa de microRNA en comparacion con la expresion del
control enddgeno microRNA 39. Los primers utilizados de microRNA
221 y microRNA 222 son los mismos que se utilizaron para medir estos
mismos microRNAs en las CMLV, pues su secuencia es aplicable tanto

para humanos como para rata, ver Tabla 11 del bloque 1.
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5.5 Estudio histologico

Como se ha indicado anteriormente, una porcién de la arteria
toracica extraida se reservo para estudios histoldgicos como se puede

ver en la ilustracion 22.

Tratamientos Histologia
Vehiculo (H&E)
FGF23 (15
Tiempo O 14 dias

llustracion 22. Disefio experimental a 14 dias para la realizacion de un estudio
histoldgico de la aorta toracica de ambos grupos de ratas. Se realizé 1 experimento
independiente con una N final de 6 en cada uno de los grupos experimentales.

La seccién de aorta tordcica destinada al estudio histoldgico se
lavd con suero fisioldgico para retirar los restos sanguineos, y a
continuacion se fijé con paraformaldehido al 4% para conservar la
arquitectura y composicion tisular. Posteriormente se colocé el tejido
en un cassette y se deshidraté usando un sistema automatico de
preparacién de muestras histoldgicas (Leyca TP1020, Microsystems
GmbH, Wetzlar, Alemania). La deshidratacion consistio en bafios de
aproximadamente 1 h a temperatura ambiente en paraformaldehido al
4%, siguiendo una serie ascendente de alcoholes: Etanol 70%, 80%, 95%
(2 bafios) hasta 100% (3 bafios) y finalmente en xilol (2 bafos). Para
finalizar, las muestras fueron incluidas en parafina liquida. Todos los

reactivos utilizados en este procesador fueron de la casa comercial

140



Materiales y métodos

Merck (Madrid, Espafia). Al terminar la secuencia, el tejido se traspasé
a un molde de plastico que se llend de parafina liquida mediante un
dispensador Leyca EG1120 (Leyca, Microsystems GmbH, Wetzlar,
Alemania). Este molde se solidificé en una placa fria. Finalmente, los
bloques se conservaron a -202C durante al menos 24 h antes de
comenzar a realizar los cortes.

Estos cortes histoldgicos se realizaron en un microtomo RM2255
(Leyca, Microsystems GmbH, Wetzlar, Alemania). Primero se devasté el
bloque a 20 um y una vez llegado al tejido se realizaron secciones con
un grosor de 4 um. Los cortes se colocaron en un bafo de aguaa 372 C
y se recogieron con un portaobjetos de vidrio recubierto con poli-L-
lisina. Posteriormente, se secaron en una estufa a 372 C durante toda la

noche.

5.5.1 Tincién Hematoxilina y eosina

Esta tincidon colorea los nucleos celulares con la hematoxilina y
el citoplasma con la eosina. En primer lugar, se eliminé la parafina de
los portas tras una incubacion en xilol durante 15 minutos a
temperatura ambiente. Luego se hidratd el tejido en una secuencia
descendente de alcoholes: Etanol 100% (2 bafios), 95%, 70% y un bafio
final de agua destilada. Cada incubacién fue de 5 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente, las muestras se incubaron
durante 20 minutos en Hematoxilina de Harris (MERCK, Madrid,
Espafia) a temperatura ambiente. A continuacion, se introdujeron
durante breves segundos en una solucién de HCl (1 N) y se dejaron 1
minuto en una solucidn azuleante (MERCK, Madrid, Espafia) a

temperatura ambiente. Después se volvieron a lavar con agua del grifo
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durante 5 minutos y se tifieron con Eosina (MERCK, Madrid, Espafia)
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo se
lavaron de nuevo con agua del grifo durante 5 minutos a temperatura
ambiente. Finalmente, las muestras se deshidrataron siguiendo una
secuencia ascendente de alcoholes. Las muestras terminaron con dos
bafos de xilol hasta su montaje afadiendo unas gotas de medio de
montaje (EUKITT) sobre el porta y colocando encima un cubre hasta

guedar sellado.

5.6 Medicion de la contractilidad en anillos arteriales

Para explorar el efecto especifico del FGF23 sobre Ia
contractibilidad de las CMLV se limpiaron, en la aorta tordcica, las
arterias de tejido conjuntivo y se cortaron en anillos (de 2 mm de
longitud), los cuales se montaron en un miégrafo de hilo. Los anillos se
colocaron en cdmaras llenas de la solucién de Kreb (119 NacCl, 4,7 KCl,
1,17 KH;HPOa, 24 NaHCOs, 2,5 CaCly, 1,17 MgS0a4 y 5,5 glucosa) y se
burbujed con 95% de O, y 5% de CO; a pH 7,4. Los anillos arteriales se
normalizaron inicialmente para medir la tensién pasiva de la pared, es
decir, la fuerza ejercida por la pared del vaso en ausencia de activaciéon
del musculo liso. Para ello, se introducen dos cables a través del lumen
del vaso; uno de ellos se fija a un transductor de fuerza sensible para
medir los cambios en la tensidon de la pared y el otro se fija a un
microposicionador que permite un control preciso de la distancia entre
los dos cables. Los segmentos de los vasos intactos se estiraron
sucesivamente con pasos de 200 um hasta que la presién transmural

alcanzd los 100 mmHg, y posteriormente se realizaron los experimentos
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al 90% de la presidn transmural de 100 mmHg para obtener registros

Optimos.

Después de la normalizacion, los anillos arteriales se
estabilizaron durante una hora, y tras este tiempo se midié la tensién
activa de la pared. Se utilizé noradrenalina (NA, 3 uM) y solucién de alto
K (70 K) para inducir la contracciéon del musculo liso a través de la
activacion del receptor alfal-adrenoceptor y de los canales de Ca?* tipo
L, respectivamente. La solucion de 70 K se obtuvo sustituyendo 70 mM
de NaCl por KCl en la solucidn extracelular. La NAy la 70 K se afiadieron
directamente a las camaras, mientras se monitorizaba la tension del

vaso. Los experimentos se realizaron a 37 oC.

6. Analisis estadistico en los experimentos in vivo

Los resultados de este estudio se han representado como la
media * el error estandar. La diferencia entre las medias de dos grupos
diferentes fue evaluada mediante el test T-student para muestras
independientes. Los valores p < 0.05 se consideraron significativos. Los

datos se analizaron con el programa GraphPad Prism (version 6.0).

143



Materiales y métodos

Bloque 3: Estudio de la relacion entre FGF23 y daiio vascular
en pacientes con estadios tempranos (2-3) de ERC

7. Caracteristicas clinicas de los pacientes incluidos en el
estudio

Se trata de un estudio transversal en donde un total de 71
pacientes, 51 hombres y 20 mujeres derivados de la consulta de
nefrologia del Hospital Universitario Reina Sofia, fueron incluidos en el
estudio. El protocolo del estudio fue aprobado por el comité ético de
dicho hospital y todos los participantes firmaron un consentimiento
informado para participar en el estudio. La referencia del ensayo clinico
y su numero EudraCt es 2015-000619-42.

Los criterios de inclusidn para el estudio fueron los siguientes:

1. Sujetos de ambos sexos con rango de edad entre 18 y 85 afios.

2. Filtrado glomerular, estimado por la formula CKD-EPI, entre 30
y 90 ml/min/1.73 m?. Valores que corresponden con los estadios
2 y 3 de la clasificacién de ERC.

3. Cumplir al menos tres de los cinco criterios de sindrome
metabdlico propuestos por la Federacion Internacional de la
Diabetes 2°8:

- Perimetro abdominal elevado (en hombres > 102 cmyen
mujeres > 88 cm).

- Triglicéridos elevados (> 150 mg/dL) o uso de medicacién
especifica.

- Lipoproteina de alta densidad (HDL, del inglés high
density lipoprotein) reducida (hombres < 40 mg/dL y

mujeres < 50 mg/dL) o uso de medicacién especifica.
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- Glucosa en ayunas elevada (> 100 mg/dL) o uso de
medicacion antidiabética.

- Hipertension arterial (Presion arterial sistélica (PAS) o
Presiéon arterial diastélica (PAD) = 130 mmHg o > 85
mmHg respectivamente o uso de medicacion

antihipertensiva.

Los criterios de exclusidn para este estudio fueron los siguientes:

o N o

11.

12.

Pacientes con sospecha de enfermedad renal crdnica secundaria a
glomerulonefritis, poliquistosis hepato-renal, nefropatia tubulo-
intersticial, uropatias obstructivas o nefropatia diabética.

Pacientes con excrecion urinaria de proteinas elevadas, definida por
un cociente albumina/creatinina en orina superior a 300 mg/g.
Pacientes con hiperfosfatemia, definida como concentraciéon de
fosforo superior a 5 mg/dL.

Pacientes con manifestacion clinica de insuficiencia cardiaca
congestiva.

Infecciones activas dentro de los 30 dias anteriores al inicio del
estudio.

Pacientes con enfermedad inflamatoria sistémica.

Infeccion por VIH, virus de la Hepatitis C o Hepatitis B.

Historia de cancer dentro de los 5 afios anteriores.

Hepatopatia crénica.

. Terapia inmunosupresora.

Mujeres embarazadas, en lactancia o con planes de quedar
embarazadas.

Adiccion a drogas o alcohol.
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13. Cambios superiores al 5% en el filtrado glomerular respecto a la

funcién renal disponible previa a la inclusién en el estudio.

Una vez seleccionada la poblacién de estudio, se hizo un recuento
del nimero de pacientes que estan siendo tratados como consecuencia
de presentar algun tipo de comorbilidad. Para ello se utilizé la base de
datos del servicio de nefrologia del hospital Reina Sofia, distinguiendo
entre aquellos pacientes que estan tratandose con inhibidores de la
enzima convertidora de angiotensina, bloqueantes de receptores de
angiotensina, diuréticos, bloqueantes de los canales de calcio,
betabloqueantes o alfa bloqueantes. También se ha tenido en cuenta
el numero de pacientes con tratamiento antidiabético o dislipidémico

asi como si eran o no fumadores.

8. Recogida de muestras de sangre y orina

Tras la visita de seleccion que aseguraba la idoneidad del
paciente para el estudio, los pacientes visitaron en ayunas las consultas
de ensayos clinicos de IMIBIC para realizar la toma de muestras de
sangre. Esta se realizd sobre el brazo izquierdo y se recogié en tubos
para la obtencién de plasma (EDTA Vacutainer, Becton Dickinson, New
Jersey, USA). En ese momento, los participantes del estudio entregaron
tanto muestras de orina de esa misma mafiana como la recogida
durante las 24 h previas a la visita.

Los parametros bioquimicos de rutina en sangre y orina fueron
analizados en la unidad de analisis clinicos del Hospital Reina Sofia, tales
como filtrado glomerular (estimado por la féormula CKD-EPI) y los

siguientes pardmetros séricos: creatinina sérica, fésforo sérico, urea,
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glucosa, sodio, potasio, cloro, calcio, magnesio, triglicéridos, colesterol,
colesterol HDL, colesterol LDL, albumina, proteina C reactiva (PCR),
hierro y ferritina. También se analizaron los siguientes parametros en la
orina de 24 horas: creatinina, excrecién urinaria de nitrégeno (UUN, del
inglés, urinary urea nitrogen), sodio, potasio y calcio. Ademas de los
siguientes otros parametros relativos al P en orina de 24 horas, como
son excrecion de fdsforo, fraccion de excrecion de fésforo, ratio

excrecion de fésforo/FG, ratio fosforo/creatinina y ratio fosforo/UUN.

9. Medicion de fésforo en plasma

Se utilizaron muestras de plasmay de orina de los pacientes para
obtener la medicidn de fésforo mediante un kit comercial (BioSystem:s,
Barcelona, Espaina). Se utilizaron 10 pyL de muestra y se realizd la

medicidon como se indica en el apartado 5.1.2 del bloque 2.

10. Medicidn de creatinina plasmatica

Se utilizaron muestras de plasmay de orina de los pacientes para
obtener la medicién de creatinina mediante un kit comercial
(BioSystems, Barcelona, Espaiia). Se utilizaron 10 uL de muestra y se

realizé la medicidn como se indica en el apartado 5.1.3 del bloque 2.

Otros tubos de sangre y orina fueron procesados y almacenados
en las instalaciones de IMIBIC. Para ello los tubos de sangre se
centrifugaron a 3500 rpm durante 10 minutos a 42 C. Se realizaron
alicuotas y se almacenaron a -802 C hasta su utilizaciéon para medir PTH
y FGF23 séricos. La orina de la mafiana y de las 24 horas anteriores se

almacend en diferentes alicuotas a -802 C hasta su utilizacion.
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11. Mediciéon de PTH en plasma

Se midié PTH en las muestras de plasma de los pacientes mediante

la técnica ELISA (Immutopics, San Diego, CA, USA).

Para ello se utilizaron 50 puL de muestra y se realizé la medicién como

se indica en el apartado 5.1.4 del bloque 2.

12. Cuantificacion de FGF23 C-terminal

Se descongelaron muestras de plasma de todos los pacientes y
se midié6 FGF23 C-terminal mediante la técnica ELISA (Kit de
Immutopics, San Diego, CA, USA). Para ello se utilizaron 100 uL tanto de
la muestra de plasma como de los estandares y controles del kit.

Posteriormente se afiadieron 50 L a cada uno de los pocillos de
la placa de una solucién de anticuerpo de trabajo, consistente en una
parte de anticuerpo biotinilado y otra parte de anticuerpo HRP y se
incubd en oscuridad a temperatura ambiente durante 3 horas y en
agitacién lenta. A continuacién, se lavaron los pocillos 5 veces con una
solucién de lavado y se echaron 150 plL del sustrato HRP del ELISA.

Después se incubd en oscuridad a temperatura ambiente
durante 30 minutos en agitacién lenta. La lectura de la absorbancia de
las muestras se realizd en un espectrofotometro a 620 nm.
Inmediatamente después se parod la reaccion con la adicion de 50 plL de

una solucion de stop y se volvié a leer la absorbancia a 450 nm.
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13. Medicion de microRNA 221 y microRNA 222 en RNA total
a partir de plasma

De toda la poblacién de estudio, se seleccionaron 14 pacientes
para medir la abundancia de los microRNA 221 y microRNA 222 a partir
de plasma. Se seleccionaron los 7 pacientes con los niveles mas bajos
de FGF23 C-terminal correspondientes al decil mds bajo (D1) y otros 7
pacientes con los niveles de FGF23 c-terminal mas altos,
correspondientes al decil mas alto (D10).

Para medir los microRNA 221 y microRNA 222 en estos 14
pacientes se siguid el mismo protocolo utilizado para medir los
microRNA en plasma de rata como se indica en el apartado 5.4 del
bloque 2. Los primers utilizados son los mismos que se utilizaron para

medir estos mismos microRNA en las CMLV, ver Tabla 11 del bloque 1.

14. Otros parametros evaluados en consulta

En el mismo dia de la recogida de muestras, a los pacientes se
les midio el perimetro abdominal, se les tomd la altura y se pesaron en
una bascula para poder obtener el indice de masa corporal.

A continuacién, fueron sometidos en primer lugar a un test que permite
calcular la velocidad de onda de pulso asi como otros parametros

hemodinamicos medidos con el dispositivo mobil-O-graph.

14.1 Medicion de la velocidad de onda de pulso y
parametros hemodinamicos centrales

Para realizar esta prueba se necesitan recoger previamente los
siguientes datos del paciente: edad, talla, peso, sexo y si es 0 no
fumador. Tras esto se coloca un manguito de presién en el brazo
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derechoy se procede a realizar la medicidn para obtener los pardametros
hemodinamicos que recoge el aparato Mobil-O-Graph como sistole,
diastole, tensién arterial media, frecuencia cardiaca, tension
diferencial, sistole central, diastole central, tensidon diferencial central,
gasto cardiaco, resistencia vascular periférica total, indice cardiaco,
area de superficie corporal, tensién de aumento, indice de aumento,
coeficiente de reflexidn y velocidad de onda de pulso. Esta medicién se
realizd 3 veces, y los valores fueron recogidos por el software con el
programa HMS (Hypertension Mangment Software Client Server
(Stolberg, Alemania). La medida con la que trabajamos para los analisis
posteriores fue la media de la segunda y tercera medicién, pues la
primera se descartdé en todos los pacientes por ser considerada de

ajuste y puesta a punto.

15. Analisis estadistico en los experimentos en pacientes

Los resultados de este estudio se han representado como Ia
media * el error estandar. La diferencia entre las medias de dos grupos
diferentes ha sido evaluada mediante el test T-student para muestras
independientes. Los valores p < 0.05 se consideraron significativos. Los
datos se analizaron con el programa GraphPad Prism (version 6.0).

Ademas, con las muestras bioldgicas de los pacientes de este
estudio y con algunos parametros vasculares, se ha realizado un estudio
estadistico utilizando el programa SPSS (versién 24.0) y considerando
los valores <0,05 como estadisticamente significativos. Los datos
categdricos se han expresado como frecuencias o proporciones segln
el parametro evaluado. La distribucion normal de cada variable se
analizé mediante una prueba de Kolmogorov-Smirnov de muestra con
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correccion de significacion de Lilliefors. Las comparaciones
paramétricas se realizaron utilizando un test T-student. Sin embargo,
las comparaciones no paramétricas para las variables cuantitativas se
utilizaron para evaluar las diferencias entre los diferentes grupos
mediante el uso de las pruebas de Mann-Whitney. La correlacidn entre
dos variables continuas se analizdé mediante el coeficiente de
correlacién de rangos de Spearman. También se han realizado estudios
de regresion lineal para examinar los factores que pueden afectar a los
valores de la presidon de pulso periférica en el estudio clinico. Las
variables que fueron estadisticamente significativas en el andlisis
univariado y otras consideradas clinicamente relevantes se incluyeron
en un analisis multivariado.

La edad, que esta estrechamente correlacionada con la presidon
de pulso, tanto periférica como central, y la velocidad de onda del pulso,
se incluyd en el andlisis multivariante como variable continua y también
como variable binaria (mayor y menor de 60 anos), ya que las personas
mayores de 60 afos tienen un mayor riesgo de presentar valores
elevados de presion del pulso y velocidad de onda del pulso 2%°.
También se comprobd la interaccién entre el fragmento c-terminal del

FGF23 y la presién arterial media (PAM) en los modelos de regresién.
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Bloque 4: Estudio clinico en pacientes con enfermedad renal
crdnica 2-3 y sindrome metabdlico para estudiar la relaciéon
entre FGF23 y la ingesta de P

Para evaluar la relacion entre FGF23 y la ingesta de P se utilizd
la misma cohorte de pacientes con enfermedad renal crénica en estadio
2-3 y sindrome metabdlico, la cual ha sido descrita en el bloque 3 de
esta tesis doctoral.

Dado que el FGF23 no es una medida clinica de rutina disponible
en la mayoria de servicios de analisis clinicos de hospitales nos hemos
centrado en buscar alguna relacidon entre los niveles de FGF23 y
parametros relacionados con la ingesta y excrecion de P. Por tanto, se
valorardn parametros clinicos que nos permitan conocer cuando hay

un mayor riesgo de rigidez arterial.

16. Valoracion de la ingesta de P ingerido

Los pacientes se sometieron a una encuesta dietética detallada
de los 3 dias previos a la extraccion de muestras de sangre y orina con

el objetivo de estimar la cantidad media diaria y la fuente de P ingerida.

La ingesta de P se estimd a partir de una base de datos de la
sociedad espafiola de nutricion que recoge la composicion de los
alimentos usualmente consumidos en Espafia, especialmente en el sur
210 Esta extensa tabla ha sido muy atil para obtener el contenido de P
especialmente de muchos platos caseros que son comunes en esta
region. La informacién sobre el contenido de P mostrada en esta tabla
coincidia y ha sido comparada con los valores indicados en otra fuente

de informacidén alimentaria, la Base de Datos Espafiola de Composicion
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de Alimentos (BEDCA) 2! desarrollada por la Federacidon Espafiola de
Industrias de la Alimentacién y Bebidas (FIAB) y la Agencia Espafiola de
Seguridad Alimentaria y Nutricion (AESAN). Los valores de composicion
de los alimentos recogidos en esta base de datos se han obtenido de
diferentes fuentes, incluyendo laboratorios, industria alimentaria y
publicaciones cientificas. Esta base de datos estd construida segun los
estdndares europeos desarrollados por la Red Europea de Excelencia
EuroFIR, y estd incluida en la lista de bases de datos de composicién de
alimentos de la Asociacién EuroFIR 22, El registro dietético se ha
utilizado como método de evaluacién adecuado para una encuesta
dietética paneuropea de la Autoridad Europea de Seguridad

Alimentaria (EFSA).

Sin embargo, con la informacion disponible, no es posible
estimar con precision la cantidad de P inorgénico contenida en la dieta;
los datos recogidos y los valores comunicados son solo una estimacién
basada en la cantidad de alimentos procesados ingeridos
(autodeclarados) por los pacientes. Antes de obtener la informacion
dietética, los pacientes recibieron formacién sobre cémo describir
adecuadamente los alimentos, las cantidades consumidas, los métodos
de coccidn, etc. El consumo de alimentos se registré diariamente tanto
por comida como entre comidas. Las cantidades de alimentos se
evaluaron mediante la descripciéon de los utensilios utilizados
habitualmente para cocinar y servir e indicando la cantidad consumida
de cada producto 2'3. Se pidid a los pacientes que informaran si,
independientemente de la cantidad consumida, la dieta incluia

alimentos procesados. La encuesta se revisé con el paciente durante la
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visita a la clinica con el fin de aclarar las entradas y afadir los articulos

y cantidades omitidas.

17. Recogida de muestras de sangre y orina

Tanto la recogida de muestras de sangre y orina como los
parametros analizados en dichas muestras se pueden observar en el

apartado 8 del bloque 3.

18. Medicion de fosforo, creatinina y PTH en plasma

Las mediciones de fésforo y creatinina se realizaron mediante
un kit comercial como se puede observar en los apartados 9y 10,
respectivamente, del bloque 3. La medicidon de PTH se realizd
mediante la técnica ELISA, la cual se puede observar en el apartado 11

del bloque 3.

19. Cuantificacion de FGF23 C-terminal

Para llevar a cabo la cuantificacion de FGF23 c-terminal de este
estudio se realizé la técnica ELISA, la cual se puede observar en el

apartado 12 del bloque 3.

20. Andlisis estadistico en los experimentos en pacientes

Los resultados de este estudio se han representado como Ia
media * el error estandar. La diferencia entre las medias de dos grupos
diferentes ha sido evaluada mediante el test T-student para muestras
independientes. Los valores p < 0.05 se consideraron significativos. Los

datos se analizaron con el programa GraphPad Prism (versién 6.0).
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Ademas, con las muestras bioldgicas de los pacientes de este
estudio, se ha realizado un estudio estadistico utilizando el programa
SPSS (version 24.0) y considerando los valores <0,05 como
estadisticamente significativos. Los datos categdricos se han expresado
como frecuencias o proporciones segun el parametro evaluado. La
distribucién normal de cada variable se analizé mediante una prueba de
Kolmogorov-Smirnov de muestra con correccién de significacion de
Lilliefors. Las comparaciones paramétricas se realizaron utilizando un
test T-student. Sin embargo, las comparaciones no paramétricas para
las variables cuantitativas se utilizaron para evaluar las diferencias entre
los diferentes grupos mediante el uso de las pruebas de Mann-Whitney.
La correlacién entre dos variables continuas se analiz6 mediante el

coeficiente de correlacién de rangos de Spearman.

155






Resultados






Resultados

Bloque 1: Estudios in vitro acerca del efecto de altos niveles
de FGF23 sobre el fenotipo de CMLV

1. Efecto de altos niveles de FGF23 sobre la proliferacion de
CMLV

1.1 Ensayo colorimétrico de proliferacion celular

Antes de realizar el ensayo colorimétrico para determinar la
proliferaciéon celular, las CMLV fueron tratadas con dos dosis de FGF23
(2 y 20 ng/ml) durante 24, 48 y 96 horas. Como se observa en la Figura
17, respecto de células control, la adicion de FGF23 tanto la
concentraciéon de 2 ng/ml como la de 20 ng/ml incrementd
significativamente la proliferacion de las CMLV. En ninguno de los
tiempos estudiados se observaron diferencias significativas entre las

distintas concentraciones de FGF23 estudiadas.
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Figura 17. Cambios en la proliferacion celular de CMLV inducidos por FGF23.
Proliferacién celular en A) 24 h, B) 48h y C) 96 h de tratamiento con 2 y 20 ng/ml de
FGF23. Los datos son representados con el valor medio + el error estandar de la media
(N=72/grupo procedentes de 3 experimentos independientes, ***p<0,001 vs grupo
control).
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1.2 Expresion proteica de marcadores de proliferacion
celular

Las CMLV fueron tratadas en presencia de FGF23 (2 ng/mly 20
ng/ml) durante 6 horas y sin FBS. Tras este tiempo se procedid a
estudiar la expresion de las proteinas ciclina D1 y PCNA, conocidos
marcadores de proliferacidn celular. Los geles de acrilamida analizados
por western blot muestran que tanto la expresién de ciclina D1 (Figura
18A) como la de PCNA (Figura 18B) fue mas alta en aquellas células
tratadas con FGF23 que en las células control. La expresiéon de ambas
proteinas fue también cuantificada a través de Image J en todos los
geles realizados. La cantidad de Ciclina D1 (Figura 18C) tuvo una
tendencia a incrementar en presencia de FGF23 que fue significativa
con la concentracién de FGF23 de 20ng/ml. En el caso de PCNA (Figura
18D) la presencia de ambas dosis de FGF23 (2 ng/ml y 20 ng/ml) fue

significativamente mas alta que en el grupo control.
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Figura 18. Expresion proteica de los marcadores de ciclina D1y PCNA en presencia de
FGF23. Los niveles de ciclina D1 (A) y PCNA (B) fueron evaluados mediante western
blot a partir de extractos proteicos nucleares. La imagen es representativa de 3
experimentos independientes. Se utilizé TFIIB como proteina constitutiva en todos los
casos.Todos los geles de ciclina D1 (C) y PCNA (D) fueron cuantificados evaluando la
densidad dptica integrada (DOI) normalizada con TFIIB a través del software Image J.
Los datos son representados como el valor medio y el error estdndar de la media
(N=3/grupo, 3 experimentos independientes, *p<0,05 vs grupo control). Las células
fueron cultivadas durante 6 horas en presencia de FGF23 a distintas concentraciones
(2 ng/mly 20 ng/ml).

2. Estudio del cambio de fenotipo en CMLV inducido por
altos niveles de FGF23

2.1. Efecto de FGF23 sobre el cambio en la morfologia de las
CMLV

Las CMLV fueron tratadas durante 9 dias con FGF23 a 2 y 20

ng/ml. Tras este periodo de tiempo se procedio a realizar un estudio de
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inmunofluorescencia para detectar los niveles de la proteina a—actina
de musculo liso vascular. Dado que esta proteina estd ampliamente
expresada en las CMLV y a que se expresa en los filamentos
responsables de mantener la  estructura celular, esta
inmunofluorescencia resulta también especialmente adecuada para
detectar cambios morfoldgicos en estas células. Como se puede
observar en la figura 19, la morfologia de las células tratadas con FGF23
cambié desde una forma fusiforme, presente en las células control, a
una forma globular, encontrada tras el tratamiento con ambas dosis de
FGF23. Ademads, como se observa en la figura 20, el marcaje de la
o—actina de musculo liso vascular, especifica de fenotipo contractil, fue
también significativamente menos intenso en las células tratadas con

ambas concentraciones de FGF23.

a-actina de
musculo liso

Control 2 ng/ml 20 ng/ml

FGF23

Figura 19. Deteccion mediante microscopia de fluorescencia de la expresion de
a—actina de musculo liso vascular. Las CMLV fueron cultivadas durante 9 dias en
presencia de FGF23 2 ng/ml y 20 ng/ml. Se muestra la a—actina de musculo liso
vascular, en el citoplasma de las células, en verde y la tincién con DAPI en azul para
los nucleos. Las imagenes son representativas de 3 experimentos diferentes.
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Figura 20. Fluorescencia de la expresion de a—actina de musculo liso vascular. Las
CMLYV fueron cultivadas durante 9 dias en presencia de FGF23 2 ng/mly 20 ng/ml.

El marcaje de la a-actina de musculo liso vascular fue significativamente menos
intenso en las células tratadas con ambas concentraciones de FGF23. Las imdagenes
son representativas de 3 experimentos diferentes.

Tras realizar un estudio morfolégico de las células con el
software Image J observamos cambios significativos en las proporciones
celulares. De esta manera el ratio longitud/anchura del citoplasma de
las células tratadas con FGF23 a 2 y 20 ng/ml descendid
significativamente al compararlo con el ratio del grupo control (Figura
21A). Sin embargo, la proporcién longitud/anchura del nicleo de las
células se mantuvo invariable entre los distintos tratamientos
estudiados (Figura 21B).

De esta manera, se observa que altos niveles de FGF23
promueven el desarrollo de una morfologia globular en detrimento de

la disposicion fusiforme propia de las CMLV de fenotipo contractil.
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Figura 21. Efecto de FGF23 sobre la morfologia celular (citoplasma y nucleo) de las
CMLYV tratadas o no con FGF23. A) Ratio longitud/anchura del citoplasma celular. B)
Ratio longitud/ anchura del nicleo celular. Los datos son representados como el valor
medio y el error estandar de la media (N=18/grupo, 3 experimentos independientes,

***p<0,001 vs grupo control).

2.2 Efecto de FGF23 sobre la expresion génica de
marcadores de fenotipo contractil de CMLV

Uno de los objetivos de este estudio fue evaluar la influencia que
tiene el FGF23 sobre los marcadores de fenotipo contractil de las CMLV.
Para ello, las células fueron tratadas durante 9 dias en presencia de
altos niveles de FGF23 y a continuacién se evalué mediante RT-PCR los
cambios en la expresion génica de marcadores especificos de fenotipo
contratil. Los resultados mostrados en la Figura 22 revelan que la
adicién de altos niveles de FGF23 desciende significativamente la
expresion génica de los siguientes marcadores de fenotipo contractil

estudiados: elastina y MHC.
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Figura 22. Efecto de FGF23 sobre la expresion génica de los principales marcadores
de fenotipo contractil de CMLV. La expresion génica de los distintos marcadores de
fenotipo contractil A) Elastina y B) MHC fue normalizada respecto a la expresion génica
de GAPDH y comparada con las células control. Los datos son representados como el
valor medio y el error estandar de la media (N=30/grupo, 3 experimentos
independientes, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 vs grupo control). Las CMLV fueron
incubadas durante 9 dias en presencia de FGF23 2 ng/mL.

En ningun caso se observaron diferencias estadisticamente

significativas entre las distintas concentraciones de FGF23.

2.3 Efecto de FGF23 sobre la expresion proteica de algunos
marcadores de fenotipo contractil

Ademas de la actina, ya analizada en la Figura 19, los cambios a
nivel proteico inducidos por la adicion de FGF23 se comprobaron
analizando la cantidad de elastina. Los resultados de la Figura 23
muestran que ambas concentraciones de FGF23 disminuyeron la
expresion proteica de la proteina elastina, especifica de fenotipo

contractil.
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Figura 23. Efecto de FGF23 sobre la expresion proteica de algunos marcadores de
fenotipo contractil de CMLV. La expresidn proteica de los marcadores contractiles A)
Elastina fue evaluada mediante western blot a partir de extractos citoplasmaticos. Las
imdgenes son representativas de 3 experimentos independientes. Se utilizé tubulina
como proteina constitutiva en todos los casos. Las bandas de Elastina B) fueron
cuantificadas evaluando la densidad dptica integrada (DOI) normalizada con tubulina
a través del software Image J. Los datos son representados como el valor medio y el
error estandar de la media (N=3/grupo, 3 experimentos independientes, *p<0,05 vs
grupo control). Las CMLV fueron incubadas durante 9 dias en presencia de FGF23 a
distintas concentraciones (2 ng/mly 20 ng/ml).

A partir de este punto, dado que no se observaron grandes
diferencias estadisticas entre las dos concentraciones de FGF23 intacto
utilizadas, se decidié continuar los estudios solo con una concentracion
de FGF23 recombinante que fue la de 2 ng/ml, mas similar ademas a la

detectada en pacientes con ERC avanzada.
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3. Evaluacion de FGF23 sobre un perfil de microRNA
relacionado con patologias vasculares

3.1 Evaluacion de cambios en el perfil de microRNA

Para explorar los mecanismos por los que altos niveles de FGF23
promueven el cambio fenotipico de las CMLV, se realizé un array de PCR
de microRNA en células tratadas con FGF23 (2 ng/mL). Este array incluia
el andlisis de 84 microRNA implicados en enfermedades

cardiovasculares.

Los resultados mostraron que FGF23 promueve cambios en la
expresion de microRNA especificos relacionados con enfermedades
cardiovasculares. Considerando un coeficiente de cambio de expresion
de 1,75 veces entre las células tratadas con FGF23 frente a las células
control, pudimos observar que de los 84 microRNA analizados, 21 no
cambiaron y 63 fueron down-regulados por FGF23 en diferentes niveles

como se muestra en la Tabla 16.

microRNA microRNA microRNA
let-7a-5p - miR-15b-5p = miR-29b-3p =
let-7b-5p - miR-16-5p miR-29c-3p =
let-7¢c-5p - miR-17-5p miR-302a-3p -
let-7d-5p - miR-181a-5p miR-302b-3p -
let-7e-5p - miR-181b-5p miR-30a-5p -
let-7f-5p - miR-182-5p miR-30c-5p -
miR-1-3p - miR-183-5p miR-30d-5p -
miR-100-5p - miR-185-5p miR-30e-5p -
miR-103a-3p = miR-18b-5p miR-31-5p -
miR-107 = miR-195-5p miR-320a -
miR-10b-5p - miR-199a-5p miR-328-3p -
miR-122-5p = miR-206 miR-342-3p -
miR-124-3p = miR-208a-3p miR-365b-3p -
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miR-125a-5p - miR-208b-3p - miR-378a-3p -
miR-125b-5p - miR-22-3p = miR-423-3p -
miR-126-3p = miR-221-3p - miR-424-5p -
miR-130a-3p - miR-222-3p - miR-451a =
miR-133a-3p = miR-223-3p - miR-486-5p -

miR-133b - miR-224-5p - miR-494-3p =
miR-140-5p - miR-23a-3p - miR-499a-5p =
miR-142-3p = miR-23b-3p - miR-7-5p -
miR-143-3p - miR-24-3p - miR-92a-3p -
miR-144-3p - miR-25-3p - miR-93-5p -
miR-145-5p - miR-26a-5p - miR-98-5p -
miR-146a-5p = miR-26b-5p - miR-99a-5p =
miR-149-5p - miR-27a-3p = miR-21-5p -
miR-150-5p - miR-27b-3p - miR-210-3p =
miR-155-5p - miR-29a-3p - miR-214-3p -

Table 16. Array de PCR de microRNA especifico de enfermedades cardiovasculares
en CMLV tratadas con FGF23 (2 ng/mL) vs CMLV control. La expresion de microRNA
down-regulados vs las células control se representa con el signo (-), mientras que la
expresion de microRNA sin cambios vs las células control se representa con el signo

(=).

Algunos de estos microRNA down-regulados, como micro 23b-
3p, micro 26a-3p, microRNA 124-3p, microRNA 125a, microRNA 130a-
3p, microRNA 133b, microRNA 145-5p, microRNA 181a, microRNA
181b, microRNA 221 o microRNA 222 se han relacionado previamente

con la rigidez arterial y el cambio fenotipico de las CMLV.

3.2 Efecto de FGF23 sobre la expresion de genes
relacionados con la biogénesis de microRNA

Al observar que la administracion de FGF23 a las CMLV
descendié un amplio nimero de microRNAs, pensamos que el FGF23
podria estar implicado en la alteracion de algunos elementos
relacionados con la biogénesis de microRNA. Para comprobar esta

hipdtesis se analizd la expresion de ARNm de los principales genes
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relacionados con la biogénesis de microRNA, como son Drosha,

Exportina 5, AGO1 y AGO 2 en células tratadas con FGF23 2 ng/mL.

Como se indica en la figura 24, los resultados mostraron que la
expresion de estos genes descendid significativamente tras el

tratamiento con FGF23.
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Figura 24. Efecto de FGF23 sobre la expresion de genes relacionados con la
biogénesis de microRNA. La expresion génica de los genes A) Drosha, B) Exportina 5,
C) AGO1 y D) AGO2 fue normalizada respecto a la expresion génica de GAPDH y
comparada con las células control. Los datos son representados como el valor medio
y el error estandar de la media (N=8/grupo, 2 experimentos independientes, *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001 vs grupo control). Las CMLV fueron incubadas durante 9 dias

en presencia de FGF23 2 ng/ml.
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3.3. Validacion de la expresion de microRNA en CMLV en
presencia de FGF23

Para evaluar si realmente la administracion de FGF23 conduce a
modificaciones en la expresiéon de los microRNA down-regulados
observados en el ensayo Array, validamos algunos de ellos. Los
microRNA validados fueron microRNA 221, microRNA 222, microRNA
26a y microRNA 145. Las CMLV fueron tratadas con FGF23 (2 ng/ml)
durante 9 dias y posteriormente se evalud la expresion de estos
microRNA.

La Figura 25 muestra que en comparacién con la expresion de
los microRNA 221, microRNA 222, microRNA 26a y microRNA 145 en el
grupo control, los niveles de expresion de estos mismos microRNA

descendieron de forma significativa en presencia de FGF23.
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Figura 25. Efecto de FGF23 sobre la expresion de microRNA 221, microRNA 222,

miroRNA 26a y D) microRNA 145 en CMLV. Cambios en la expresion del A) microRNA
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221, B) microRNA 222, c) microRNA 26a y D) microRNA 145 en CMLV tratadas con
FGF23 (2 ng/ml) durante 9 dias. La expresion de los microRNA fue normalizada con la
expresion de U6 y comparada con las células control. Los datos son representados
como el valor medio y el error estdndar de la media (N=6/grupo, 3 experimentos

independientes, *p<0,05 vs grupo control, **p<0,01 vs grupo control).

Estos cambios en los microRNA estudiados podrian estar relacionados
con el cambio de fenotipo de las CMLV inducido por FGF23. Para
comprobar esta posible relacidn se procedié a realizar experimentos de
transfeccion de los microRNA 221 y microRNA 222 debido a que estos
dos microRNA tienen un especial interés en el contexto de la rigidez

arterial y en el cambio de fenotipo de las CMLV.

4. Efecto de altos niveles de FGF23 intacto sobre la
senalizacion intracelular en CMLV

Para estudiar la sefalizacidon intracelular activada por Ia
administracién de FGF23, las CMLV fueron tratadas con FGF23 (2ng/ml)
durante 6 horas con medio de cultivo y sin FBS.

En primer lugar se analizd, si las acciones de FGF23 estan
mediadas por la activacion del receptor FGFR1. Para ello se comprobd
por western blot, como se puede observar en la figura 26A, que la
adicién de FGF23 aumentd la expresiéon del receptor transmembrana
FGFR1 en su forma fosforilada en comparacién con la expresion del
receptor en las células control.

Para comprobar el papel del inhibidor de FGFR1 sobre el cambio
de fenotipo de las CMLV, las CMLV fueron también tratadas con FGF23
(2ng/ml) en presencia del inhibidor de FGFR1 (AZD4547, 150 nM
inhibidor especifico de FGFR1, FGFR2 y FGFR3). Como se muestra en la
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misma figura 26A, la combinacion de FGF23 con el inhibidor AZD4547
disminuyd ligeramente la fosforilacién del receptor FGFR1.

La figura 26B muestra la cuantificacién de la expresidn proteica
de FGFR1, la cual aumenta en presencia de FGF23 y disminuye en
presencia de FGF23 en combinacién con el inhibidor AZD4547, aunque

no de forma significativa.
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Figura 26. Efecto de FGF23 sobre el receptor FGFR1 en CMLV. A) Cambios en la
expresion proteica de FGFR1 en células tratadas con FGF23 solo o en combinacidn con
AZD 4547 (150 nM). Los niveles de FGFR1 fueron evaluados mediante western blot a
partir de extractos de proteina total. Se utilizé FGFR1 en sus formas no fosforiladas
como proteina constitutiva y control de carga. La imagen es representativa de 3
experimentos independientes. B) Cuantificacién de la densidad dptica integrada (DOI)
normalizada con la proteina de estudio en su forma no fosforilada. Los datos son
representados como el valor medio y el error estandar de la media (N=3/grupo, 3
experimentos independientes). Las células fueron tratadas con FGF23 (2 ng/ml) en
presencia o no del inhibidor de estudio durante 6 horas con medio y sin FBS.
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Posteriormente, estudiamos posibles cambios en la fosforilacion
de la proteina de sefializacion celular ERK 1/2. La Figura 27A muestra
que la adicién de FGF23 aumenté significativamente la fosforilacion de
ERK1/2 en comparacién con células control.

Para comprobar el papel del inhibidor de ERK sobre el cambio de
fenotipo de las CMLV, las CMLV fueron tratadas con FGF23 (2ng/ml) en
presencia del inhibidor de ERK1/2 (PD 98059, 10 uM). Como se muestra
en la misma figura 27A, la fosforilacion de ERK disminuyd drasticamente
tras la administracion del inhibidor PD 98059.

La figura 27B muestra la cuantificacion de la expresion proteica
de ERK 1/2, la cual aumenta de forma significativa en presencia de
FGF23 y disminuye, también de forma significativa, en presencia de

FGF23 en combinacion con el inhibidor PD98059.
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Figura 27. Efecto de FGF23 sobre el intermediario ERK en CMLV. A) Cambios en la
expresion proteica de ERK en células tratadas con FGF23 solo o en combinacidn con
PD 98059 (10 uM). Los niveles de ERK fueron evaluados mediante western blot a partir
de extractos de proteina total. Se utiliz6 ERK en sus formas no fosforiladas como
proteina constitutiva y control de carga. La imagen es representativa de 3
experimentos independientes. B) Cuantificacion de la densidad 6ptica integrada (DOI)
normalizada con la proteina de estudio en su forma no fosforilada. Los datos son
representados como el valor medio y el error estandar de la media (N=3/grupo, 3
experimentos independientes, *p<0,05; ***p<0,001 vs grupo control). Las células
fueron tratadas con FGF23 (2 ng/ml) en presencia o no del inhibidor de estudio
durante 6 horas con medio y sin FBS.

Después de comprobar que los efectos de FGF23 estan
mediados por su interaccién con el receptor FGFR1 y la posterior
fosforilacion de ERK1/2 procedimos a evaluar el efecto de la inhibicién
de ambas rutas sobre la expresidn génica de los marcadores de fenotipo

contractil en CMLV. Para ello, las CMLV fueron igualmente tratadas con

174



Resultados

FGF23 2 ng/ml en combinacion con AZD 4547 (150 nM) o con PD 98059
(10 uM) durante 9 dias.

Los resultados mostrados en la Figura 28 revelan que respecto a
células tratadas con FGF23, la administracion, tanto de inhibidores de
FGFR1 como de ERK 1/2 incrementd de forma significativa la expresion
génica de todos los marcadores de fenotipo contractil estudiados, como

son elastinay MHC.
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Figura 28. Efecto de la inhibicién de FGFR1 y ERK1/2 sobre la expresion génica de
genes marcadores de fenotipo contractil en CMLV tratadas con altos niveles de
FGF23. La expresion génica de los distintos marcadores de fenotipo contractil A)
Elastina y B) MHC fue normalizada respecto a la expresidon génica de GAPDH vy
comparada con las células tratadas solo con FGF23. Los datos son representados como
el valor medio y el error estandar de la media (N=15/grupo, 3 experimentos
independientes, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 vs grupo control (FGF23)). Las CMLV
fueron incubadas durante 9 dias en presencia de FGF23 (2 ng/ml) en combinacién con
AZD 4547 (150 nM) é PD 98059 (10 uM).

Finalmente, para evaluar si los cambios observados en la
fosforilacion de FGFR1 y ERK 1/2 tras la administracion de FGF23
dependen de la down-regulacién de los microRNA 221 y microRNA 222,
también se evaluad la expresidn de estos microRNA en las CMLV
tratadas con FGF23 en combinacion con los inhibidores de FGFR1

(AZD4547) y ERK 1/2 (PD98059). Como se puede ver en la figura 29, la
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inhibicion de FGFR1 mediante la administracion de AZD4547 aumento
significativamente la expresion de microRNA 221. Sin embargo, no hubo
diferencias significativas respecto a la expresion de microRNA 222. La
administracion de PD98059 (inhibidor de ERK 1/2) no modificé la

expresion de ninguno de los dos microRNA estudiados.
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Figura 29. Efecto de la inhibicién de FGFR1 y ERK1/2 sobre la expresion de los
microRNA 221 y microRNA 222 en CMLV tratadas con altos niveles de FGF23.
Expresion de A) microRNA 221 y B) microRNA 222 en células tratadas con FGF23 e
inhibidas con AZD4547. Expresidon de C) microRNA 221 y D) microRNA 222 en células
tratadas con FGF23 e inhibidas con PD98059. La expresidn de los microRNA fue
normalizada con la expresion de U6 y comparada con las células tratadas con FGF23.
Los datos son representados como el valor medio y el error estdndar de la media
(N=3/grupo, 3 experimentos independientes, *p<0,05 vs grupo control (FGF23)). Las
CMLV fueron incubadas durante 6 horas en presencia de FGF23 (2 ng/ml) en
combinacién con AZD 4547 (150 nM) é PD 98059 (10 uM).
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5. Papel de la modulacion de los microRNA 221 y microRNA
222 sobre el fenotipo de las CMLV tratadas con FGF23

5.1 Transfeccion y evaluacidon de la efectividad de mimic
microRNA 221 y mimic microRNA 222

Las CMLV fueron tratadas con FGF23 (2 ng/ml) durante 9 dias.
Tras este periodo se realizé la transfeccién del mimic microRNA 221
(100 nM) y mimic microRNA 222 (100 nM) en las células en combinacion
con FGF23 (2 ng/ml). Las células estuvieron transfectadas durante 48
horas. Tras las 48 h, la primera determinacién realizada fue comprobar
la efectividad de la transfeccién, para lo cual se procedié a evaluar la
expresion de los niveles de microRNA 221 y microRNA 222.

Como se puede observar en la figura 30, la expresion de
microRNA 221 aumentd de forma significativa en aquellas células
transfectadas con mimic microRNA 221 (361,2 + 50,25) en comparacion
con la expresion de las células control (1,08 + 0,31). Del mismo modo,
la expresion de microRNA 222 aumenté también muy
significativamente (292,4 + 70,53) con respecto a la expresion de las

células control (1,20 £ 0,42).

177



Resultados

. microRNA 222
500~ microRNA 221 400- o
400 b 301
= 1 N 3004
o 3504 x|
mm .
®Z 35 50l ©Z 35 20l
;II w 10 ;ﬂ: w 10
2> s Se= a4
w.e 64 w .2 64
E 4 E 44
2 2
0- D4
FGF23 FGF23 FGF23 FGF23
+SCR +miR-221 +SCR +miR-222

Figura 30. Expresion de microRNA 221 y microRNA 222 tras la transfeccion de los
mimic microRNA 221 y microRNA 222. Las CMLYV fueron tratadas con FGF23 durante
9 dias antes de realizar la transfeccion de los mimic microRNA. Las células estuvieron
transfectadas durante 48 h. A) Expresion de microRNA 221 después de la transfeccién
con mimic microRNA 221. B) Expresion de microRNA 222 después de la transfeccion
con mimic microRNA 222. La expresidon de los microRNA fue normalizada con la
expresion del microRNA U6 y comparada con las células control transfectadas con un
escramble negativo (SCR). Los datos son representados como el valor medio y el error
estandar de la media (N=3/grupo, 3 experimentos independientes, **p<0,01 vs grupo
control).

5.2 Efecto de FGF23 sobre la expresion de MAP3K2 en CMLV
transfectadas con mimic microRNA 221 y mimic microRNA
222

Después de comprobar la eficiencia de la transfeccion de
microRNA 221 y microRNA 222, se procedié a evaluar el efecto de estos
altos niveles de microRNA sobre la expresion de MAP3K2 (diana de los
microRNA de estudio) en CMLV transfectadas con microRNA 221 vy

microRNA 222 en combinacidn con FGF23 recombinante (2 ng/mL).

5.2.1 Efecto de FGF23 sobre la expresion génica de MAP3K2 en CMLV
transfectadas

Antes de realizar la evaluacion de la expresidon génica de

MAP3K2 en CMLYV transfectadas con microRNA 221 y microRNA 222, se
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comprobé el efecto que produce la administracion de FGF23
recombinante (2 ng/mL), el cual disminuye la expresién de microRNA
221 y microRNA 222, sobre la expresion génica de MAP3K2, gen diana
de ambos microRNA. Como se puede ver en la figura 31, después de 9
dias de cultivo, la administracion de FGF23 aumenté de forma

significativa la expresién de ARNm de MAP3K2.

- MAP3K2

Expresion
MAP3K2
vs GAPDH
N

Control FGF23
(2 ng/ml)

Figura 31. Efecto de FGF23 sobre la expresion génica de MAP3K2 en CMLV. La
expresion génica de MAP3K2 fue normalizada respecto a la expresiéon génica de
GAPDH y comparada con las células control. Los datos son representados como el
valor medio y el error estdndar de la media. (N=3/grupo, 3 experimentos
independientes, **p<0,01 vs grupo control). Las CMLV fueron incubadas durante 9
dias en presencia de FGF23 2 ng/mL.

A continuacidn, persiguiendo el objetivo de este apartado, se
evalud el efecto potencial de los microRNA 221 y microRNA 222 sobre
la accion de los intermediarios MAP3K2 y ERK1/2 en CMLV
transfectadas con mimic microRNA 221 o mimic microRNA 222 vy

tratadas con FGF23 recombinante (2 ng/mL).
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Como se puede ver en la figura 32, el incremeto de microRNA
221 y microRNA 222 produjo una disminucion significativa de la

expresion de MAP3K2 en células tratadas con FGF23.

MAP3K2
1.5
<
2] I
o -
< 5 1.0
=q
c <
0O
] -1 *k
g2 os %
o
x
0 ﬁ_i
0.0 .
FGF23 FGF23 FGF23
+SCR +miR-221 +miR-222

Figura 32. Efecto de la sobreexpresion de microRNA 221 y microRNA 222 en CMLV
tratadas con FGF23 sobre la expresion génica de MAP3K2. Las CMLV fueron tratadas
con FGF23 (2 ng/mL) durante 9 dias antes de realizar la transfeccién de mimic
microRNA 221 y mimic microRNA 222. Las células estuvieron transfectadas durante
48 h y después se procedid a la cuantificacidon de la expresion génica de MAP3K2. La
expresion fue normalizada respecto a la expresion génica de GAPDH y comparada con
las células control, las cuales estan transfectadas con un escramble negativo (SCR). Los
datos son representados como el valor medio y el error estandar de la media
(N=3/grupo, 3 experimentos independientes, **p<0,01 vs grupo control).

5.2.2 Efecto de FGF23 sobre la expresion proteica de MAP3K2 en CMLV
transfectadas

Los resultados de la expresidon proteica de MAP3K2 en CMLV
transfectadas con mimic microRNA 221 o mimic microRNA 222 en
combinacion con FGF23 (2 ng/mL) mostraron una disminucion de la

expresion de MAP3K2, como se puede ver en la figura 33.
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Figura 33. Efecto de la sobreexpresion de microRNA 221 y microRNA 222 en CMLV
tratadas con FGF23 sobre MAP3K2. Las CMLV fueron tratadas con FGF23 (2 ng/mL)
durante 9 dias antes de realizar la transfeccién de mimic microRNA 221 o mimic
microRNA 222. Las células estuvieron transfectadas durante 48 h y después se
procedid a la cuantificacion de la expresion de MAP3K2 mediante western blot a partir
de extractos de proteina total. Se utilizé B-actina como proteina constitutiva y control
de carga. La imagen es representativa de 3 experimentos independientes.

5.3 Efecto de FGF23 sobre la expresion de ERK 1/2 en CMLV
transfectadas con mimic microRNA 221 y mimic microRNA
222

Los resultados de la expresion proteica de ERK1/2 en CMLV
transfectadas con mimic microRNA 221 o mimic microRNA 222 en
combinaciéon con FGF23 (2 ng/mL) mostraron una disminucion de la

fosforilacion del intermediario ERK 1/2, como se puede ver en la figura

34.
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Figura 34. Efecto de la sobreexpresion de microRNA 221 y microRNA 222 en CMLV
tratadas con FGF23 sobre el intermediario ERK 1/2. Las CMLV fueron tratadas con
FGF23 (2 ng/mL) durante 9 dias antes de realizar la transfeccion de mimic microRNA
221 o mimic microRNA 222. Las células estuvieron transfectadas durante 48 h vy
después se procedio a la cuantificacidn de la expresidon de ERK1/2 mediante western

181



Resultados

blot a partir de extractos de proteina total. Se utilizé ERK en su forma no fosforilada
como proteina constitutiva y control de carga. La imagen es representativa de 3
experimentos independientes.

5.4 Analisis de los marcadores de fenotipo contractil en
CMLV transfectadas con mimic microRNA 221 o mimic
microRNA 222

Como se muestra en la figura 35, tras la administracion de FGF23
y la transfeccidn del microRNA 221 la expresion de genes especificos de
fenotipo contractil como Elastina y MHC aumentd de forma significativa
en comparacion con las células control transfectadas con FGF23 vy el

escramble negativo.
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Figura 35. Efecto de la sobreexpresion de microRNA 221 en CMLYV sobre la expresion
de los marcadores de fenotipo contractil. Las CMLV fueron tratadas con FGF23
durante 9 dias antes de realizar la transfeccién de mimic microRNA 221. Las células
estuvieron transfectadas durante 48 h y después se procedio a la cuantificacion de la
expresion génica de A) elastina y B) MHC. La expresion fue normalizada respecto a la
expresion génica de GAPDH y comparada con las células control, las cuales estan
transfectadas con un escramble negativo (SCR). Los datos son representados como el
valor medio y el error estandar de la media (N=6/grupo, 3 experimentos
independientes, *p<0,05; **p<0,01 vs grupo control).

Como se muestra en la figura 36, las células transfectadas con

mimic microRNA 222 en combinacion con FGF23 solo tuvieron una
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tendencia a aumentar la expresion de MHC aunque no llegd a alcanzar

diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 36. Efecto de la sobreexpresion de microRNA 222 en CMLYV sobre la expresion
de los marcadores de fenotipo contractil. Las CMLV fueron tratadas con FGF23
durante 9 dias antes de realizar la transfeccion de mimic microRNA 222. Las células
estuvieron transfectadas durante 48 h y después se procedid a la cuantificacion de la
expresion génica de A) elastina y B) MHC. La expresion fue normalizada respecto a la
expresion génica de GAPDH y comparada con las células control, las cuales estan
transfectadas con un escramble negativo (SCR). Los datos son representados como el
valor medio y el error estandar de la media (N=6/grupo, 3 experimentos
independientes , *p<0,05 vs grupo control).

6. Estudio comparativo de los efectos de la molécula de
FGF23 intacta vs su fragmento C-terminal sobre el cambio
de fenotipo de las CMLV

Después de obtener los resultados con la molécula intacta de
FGF23, los cuales se han comentado anteriormente, nos preguntamos
si el fragmento C-terminal de FGF23 (FGF23-c) podria también
promover el cambio de fenotipo de las CMLV. Por esta razén,
comparamos los efectos sobre el cambio de fenotipo de las CMLV de la
adicion de FGF23 intacto con los de la adicién de FGF23-c a las mismas

concentraciones.
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6.1 Cambios sobre la expresion génica de genes contractiles
de CMLV

Las células fueron tratadas durante 9 dias en presencia de FGF23
(2 ng/ml) 6 FGF23-c (2 ng/mL) y a continuacién se compararon los
niveles de expresiéon génica de marcadores especificos de fenotipo
contractil como elastina y MHC.

La Figura 37 muestra que la administracion de FGF23-c induce
un descenso significativo en la expresion de Elastina en comparacién
con CMLYV tratadas con FGF23. En el caso de MHC solo se detect6 una

tendencia no significativa a disminuir la expresion.
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Figura 37. Efecto de FGF23-c comparado con el de FGF23 sobre la expresion de
marcadores de fenotipo contractil de CMLV. La expresion génica de los distintos
marcadores de fenotipo contractil de CMLV A) Elastina y B) MHC fue normalizada con
la expresidn génica de GAPDH y comparada con las células tratadas con FGF23. Las
CMLV fueron incubadas durante 9 dias en presencia de FGF23 (2 ng/mL) o FGF23-c (2
ng/mL). Los datos son representados como el valor medio y el error estandar de la
media (N=30/grupo, 3 experimentos independientes, *p<0,05 ; ***p<0,001 vs grupo
FGF23).

6.2 Estudio comparativo de la seializacion promovida por
FGF23 intacto y FGF23 C-terminal en CMLV

Para evaluar y comparar la sefalizacidon que activa tanto FGF23
como FGF23-c para promover el fenotipo sintético en las CMLV se
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realizaron estudios de Western Blot para estudiar el papel de la
activacion de FGFR1 y la ruta ERK 1/2 y. Para ello las células fueron
tratadas durante 6 horas en presencia de FGF23 6 FGF23-c.

Tanto la adiciéon de FGF23 (2 ng/mL) como la de FGF23-c (2
ng/mL) promovieron la fosforilacion del receptor FGFR1. En este caso
observamos en la Figura 38 que el grado de fosforilacion del receptor
FGFR1 fue mayor tras la administracion del fragmento C-terminal que
con la molécula intacta. Ademas, observamos que tanto |Ia
administracion de FGF23 como la de FGF23-c promueven la
fosforilacion de ERK 1/2, siendo mayor también la activacion en el grupo

tratado con FGF23-c.

-+ - FGF23 (2ng/ml) s -+ - FGF23 (2ng/mL)
- - + FGF23-c(2ng/mL) -+ FGF23-c (2 ng/mL)

FGFR1p 120 KDa ERKp E 42/84 KDa

Figura 38. Efecto de FGF23 y FGF23-c sobre la activacion de receptor FGFR1 y la ruta
ERK 1/2 en CMLV. Las células fueron tratadas con FGF23 (2 ng/ml) 6 FGF23-c (2 ng/mL)
durante 6 horas con medio sin FBS. A) Expresion proteica de FGFR1. B) Expresion
proteica de ERK 1/2. Los niveles de FGFR1 y ERK 1/2 fueron evaluados mediante
western blot a partir de extractos de proteina total. Se utilizéd FGFR1 y ERK en su forma
no fosforilada como proteina constitutiva. La imagen es representativa de 3
experimentos independientes. Los datos son representados como el valor medio y el
error estandar de la media (N=3/grupo, 3 experimentos independientes).

7. Efecto de FGF2 recombinante sobre el cambio de fenotipo
de las CMLV
Por ultimo, para conocer si el efecto de FGF23 es comun a otras

citoquinas de la familia FGF o si es una accién exclusiva del mismo,
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comparamos el efecto de FGF2 recombinante sobre el cambio de
fenotipo de las CMLV. En primer lugar se evalud la expresién génica de
algunos marcadores de fenotipo contractil. Posteriormente, se estudié

la fosforilacién de FGFR1 y la activacion de la ruta ERK 1/2.

7.1 Cambios sobre la expresion génica de genes contractiles
de CMLV

Las células fueron tratadas durante 9 dias en presencia de FGF2
a dos concentraciones diferentes, 2 ng/mL 6 20 ng/mL. A continuacion,
se evalud la expresion génica de los marcadores contractiles habituales
mediante RT-PCR.

La Figura 39 muestra que la adicion de FGF2 no modifica
significativamente la expresion de genes contrdctiles especificos de

CMLV.
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Figura 39. Efecto de FGF2 sobre la expresion génica de los principales marcadores de
fenotipo contractil. Las CMLV fueron incubadas durante 9 dias en presencia de FGF2
(2 ng/mL 6 20 ng/mL). La expresion génica de los distintos marcadores de fenotipo
contractil A) Elastina y B) MHC fue normalizada con la expresidn génica de GAPDH y
comparada con las células control. Los datos son representados como el valor medio
y el error estandar de la media (N=30/grupo, 3 experimentos independientes).
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7.2 Efecto de FGF2 recombinante sobre activacion de FGFR1
y ERK 1/2

Para evaluar el efecto de FGF2 sobre la activacion del receptor
FGFR1 vy la fosforilacién de ERK 1/2, las CMLYV se cultivaron en placas de
6 pocillos y fueron tratadas durante 6 horas con medio y sin FBS. Como
se observa en la figura 40, la adicién de FGF2 no indujo la activacion del
receptor FGFR1 respecto al grupo control en ninguna de las dos
concentraciones estudiadas. Del mismo modo, y respecto a células
control, la fosforilacién de ERK 1/2 tampoco se vio afectada por la

presencia de FGF2.

C FGF2 C FGF2
2 20 ng/ml 2 20 ng/ml

FGFR1p [ 120k0a  ERkp W w—— ;) 0,
FGFRL [ 10x0-  ERK B Em =R a2/4kpa

Figura 40. Efecto de FGF2 sobre la expresion del receptor FGFR1 y el intermediario
ERK 1/2. Las CMLV fueron tratadas con FGF2 a distintas concentraciones (2 ng/mL ¢
20 ng/mL) durante 6 horas con medio sin FBS. A) Fosforilacion de FGFR1 y B)
Fosforilacion de ERK 1/2. Los niveles de FGFR1 y ERK fueron evaluados mediante
western blot a partir de extractos de proteina total. Se utilizd FGFR1 y ERK en su forma
no fosforilada como proteina constitutiva. La imagen es representativa de 3
experimentos independientes. Los datos son representados como el valor medio y el
error estandar de la media (N=3/grupo, 3 experimentos independientes).
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Bloque 2: Efecto de altos niveles de FGF23 sobre el cambio
de fenotipo de CMLV en aortas de rata

Para este bloque se utilizaron 12 ratas Wistar macho divididas
en grupo control (Vehiculo, N=6) y grupo experimental (rFGF23, N=6).
Tras 14 dias de infusidon de Vehiculo 6 FGF23, se midieron distintos
parametros de metabolismo mineral con el objetivo de validar el
modelo experimental. En primer lugar, se midieron los niveles
plasmaticos de FGF23, la fraccién de excrecién de fésforo y los niveles
de fésforo sérico. Los resultados de la Figura 41 revelan que tras 14 dias
de tratamiento hubo un incremento significativo en los niveles de
FGF23 acompafnado de un incremento en la fraccién de excrecién de P

y un descenso en los niveles de P sérico.

A B

FGF23 sérico Fraccién excrecién P P sérico
1500 50

*

1000

pg/ml
mg/dl

500

Vehiculo FGF23 Vehiculo FGF23 Vehiculo FGF23

Figura 41. Evaluacién de parametros bioquimicos relativos al modelo experimental
de alto FGF23. Tras finalizar el experimento se utilizé una muestra de suero y otra de
orina de cada una de las ratas de ambos grupos para realizar las siguientes mediciones:
A) FGF23 sérico, B) Fraccion de excrecion de fosforo y C) Fosforo sérico. Los datos son
representados como el valor medio y el error estandar de la media (N=6/grupo, 1
experimento independiente, *p<0,05).

Con respecto a los niveles de creatinina sérica y los valores
plasmaticos de PTH y CTR, como se puede observar en la Tabla 17, no
hubo ninguna diferencia significativa entre ambos grupos

experimentales.
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Creatinina
Tratamiento PTH CRT
sérica

Vehiculo 0.52+0.22 52+18.2 215+ 32
FGF23 0.48+0.14 50+10.9 183 +45

Tabla 17. Parametros bioquimicos relacionados con la funcion renal y el

metabolismo mineral.

8. Efecto de altos niveles de FGF23 sobre la expresion de
marcadores de fenotipo contractil en aorta toracica de rata

Para determinar el efecto del elevado FGF23 sobre la expresion
de marcadores de fenotipo contractil se evalud la expresion de
calponina, elastina, ColA1l, MHC y miocardina en la aorta tordcica de los
diferentes grupos estudiados. Como se puede observar en la figura 42,
en comparacién con las ratas del grupo control, la administracién de
FGF23 disminuyé significativamente la expresién de calponina, elastina,

ColAl1, MHC y miocardina en el grupo de ratas con infusién de FGF23.
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Figura 42. Efecto de la infusion de altos niveles de FGF23 sobre la expresion génica
de marcadores de fenotipo contractil en células de musculo liso de aorta abdominal
de rata. Las ratas fueron divididas en dos grupos, un grupo control y otro experimental
(FGF23: 15 ug/dia), durante 14 dias. Se midieron los marcadores de fenotipo contractil
mediante RT-PCR de los siguientes genes A) calponina, B) Elastina, C) ColA1 D) MHCy
E) Miocardina. La expresion relativa de los genes diana fue normalizada con la
expresion génica de GAPDH y comparada con la del grupo control. Los datos son
representados como el valor medio y el error estandar de la media (N=6/grupo, 1
experimento independiente, *p<0,05; ***p<0,001 vs grupo control).

9. Analisis de los niveles de expresion de microRNA 221 y
microRNA 222 en aorta toracica y en plasma en el modelo
experimental de alto FGF23 en ratas

En nuestro modelo animal evaluamos la expresion de los
microRNA 221 y microRNA 222 en aorta toracica. Como se puede
observar en la figura 43, encontramos que la expresion de microRNA
221 en aorta abdominal fue disminuida significativamente en las ratas
del grupo experimental a las que se les administré FGF23.

Respecto a la expresidon del microRNA 222, observamos que en aorta
abdominal claramente se observd que no existian diferencias

significativas entre los dos grupos experimentales estudiados.
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Figura 43. Efecto de la infusion de FGF23 sobre la expresion de microRNA 221 y
microRNA 222 en aorta tordcica de rata. Las ratas fueron divididas en dos grupos, un
grupo control y otro grupo experimental tratado durante 14 dias con FGF23 (15
pg/dia). En secciones de aorta tordcica se evalud tanto la expresion del A) microRNA
221 como la del B) microRNA 222. La expresién de los microRNAs fue normalizada
respecto a la expresion del microRNA U6 y comparada con el grupo de ratas control.
Los datos son representados como el valor medio y el error estandar de la media
(N=6/grupo, 1 experimento independiente, *p<0,05 vs grupo control).

Como se puede observar en la figrua 44, en nuestro modelo
animal también evaluamos la expresion de los microRNA 221 y
microRNA 222 en plasma encontrando que la expresién de microRNA
221 en plasma fue disminuida significativamente en las ratas del grupo
experimental a las que se les administré FGF23.

Respecto a la expresidon del microRNA 222, observamos que en plasma
hubo una tendencia no significativa a disminuir la expresién del

microRNA 222 entre los dos grupos experimentales estudiados.
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Figura 44. Efecto de la infusion de FGF23 sobre la expresion de microRNA 221 y
microRNA 222 en plasma de rata. Las ratas fueron divididas en dos grupos, un grupo
control y otro grupo experimental tratado durante 14 dias con FGF23 (15 ug/dia). En
el plasma de cada una de las ratas de ambos grupos se evalud tanto la expresion del
A) microRNA 221 como la del B) microRNA 222. La expresion de los microRNA fue
normalizada con la expresiéon de microRNA 39 y comparada con el grupo de ratas
control. Los datos son representados como el valor medio y el error estandar de la
media (N=4/grupo, 1 experimento independiente, *p<0,05 vs grupo control).

10. Cambios histolagicos inducidos por el exceso de FGF23
sobre la aorta toracica

Tras realizar una tincidon de hematoxilina y eosina en un corte
histolégico de aorta tordcica de rata pudimos observar cambios
estructurales entre los dos grupos experimentales estudiados. En
primer lugar, como se observa en la Figura 45 en el grupo de ratas
tratadas con FGF23 se observd a nivel celular cambios significativos en
la orientacidon de los nucleos de las CMLV dentro de la tunica media. De
esta manera, en el grupo control (Vehiculo), se observd una orientacion
de los nucleos de forma paralela a las fibras elasticas de la aorta con un
angulo medio de aproximadamente 25°. Sin embargo, en las ratas
tratadas con FGF23 se observd un gran nimero de nucleos dispuestos

de forma no paralela a estas fibras, sino mas bien con una orientacién
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perpendicular a las fibras eldsticas y el endotelio. La amplitud media de

este angulo con respecto a las fibras eldsticas en los animales con alto

FGF23 fue de 58°.

Vehiculo

Orientacién nucleo celular

*kk
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nucleo celular al eje

Vehiculo FGF23

Figura 45. Andlisis histolégico del efecto de FGF23 sobre las CMLV de aorta toracica.
Las ratas fueron divididas en dos grupos, un grupo control y otro grupo experimental
tratado con FGF23 (15 ug/dia) durante 14 dias. Se realizaron cortes histoldgicos de
una muestra de aorta toracica (seccion proximal) de cada una de las ratas y se tifieron
con hematoxilina y eosina. A) Imagen representativa de rata control e B) imagen
representativa de ratas con altos niveles de FGF23. C) Orientacién del nucleo celular
al eje de la fibra muscular (N=200/grupo, 1 experimento diferente, ***p<0,001 vs
grupo control).

Del mismo modo, como se puede observar en la figura 46, se
detectd un incremento del grosor de la tunica media de las aortas

correspondientes a animales con infusidon de rFGF23. Este incremento
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fue estadisticamente significativo representando una aorta tordacica de

hasta un 30% mas ancha que la correspondiente a ratas control.

Medida del grosor

&l de la tinica media
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Figura 46. Estudio del grosor de la tunica media de aorta tordacica de rata. Medida
del grosor de la tunica media de la aorta (N=6/grupo, 1 experimento independiente,
*p<0,05 vs grupo control).

11. Cambios sobre la rigidez arterial inducida por altos
niveles de FGF23

Para analizar si los cambios estructurales descritos
anteriormente podrian tener implicaciones funcionales e implicaciones
en la rigidez arterial, se realizaron experimentos en un miégrafo de hilo.
Inicialmente, los anillos arteriales (2 mm de didmetro) de cada uno de
los grupos experimentales estudiados se estiraron mecanicamente
utilizando un microposicionador. Simultaneamente, se midieron los
cambios en la tensidn de la pared (fuerza pasiva) con un transductor de
fuerza sensible hasta que la presiéon transmural alcanzé 100 mm Hg
(normalizacién del vaso). Las figuras 47A y 47B muestran trazos
representativos de la fuerza generada en anillos arteriales obtenidos de

animales tratados con vehiculo o con FGF23 (figura 47A y 478,
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respectivamente). En condiciones de estiramiento similares, la fuerza
evocada por los anillos arteriales fue mayor en los animales tratados
con FGF23. Ademas, los anillos arteriales de las ratas a las que se
administraron FGF23 necesitaron un menor estiramiento para alcanzar
100 mm Hg de presidn transmural que los anillos arteriales de las ratas
tratadas con el vehiculo (~1387 um, vehiculo; ~1049 um, FGF23) (Figura
47C). Para garantizar que las alteraciones observadas en las
propiedades pasivas se debian a cambios en la estructura de la pared
arterial, se realizé un andlisis de tensidn-deformacion. La tension de la
pared aumentd en los anillos de los animales tratados con FGF23 (Figura
47D) Tras la normalizacidn, los anillos arteriales se estabilizaron durante
1h y luego se trataron con agentes vasoactivos: solucién de alto K* (70
K, Figura 47E) y noradrenalina (NA, Figura 47F), encontrando efectos
vasoconstrictores diferenciales entre las ratas tratadas con vehiculo y
con FGF23. Los anillos arteriales de las ratas tratadas con FGF23
mostraron una reduccion significativa de la respuesta vasoconstrictora
a 70K (~19,02 mN en el vehiculoy ~ 15,62 mN en el FGF23) o NA (~23,45
mN en el vehiculo y ~16,74 mN en el FGF23) (Figura 47G y 47H

respectivamente).
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Figura 47. Cambios en la tension pasiva y activa de la pared arterial inducidos por
FGF23 elevado. Las ratas fueron divididas en dos grupos, un grupo control (4 ratas
vehiculo, 16 anillos) y otro grupo experimental tratado con FGF23 (15 mg/dia) (4 ratas
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con FGF23, 16 anillos) durante 14 dias. Se realizaron registros representativos durante
el proceso de normalizacién en anillos adrticos de ratas tratadas A) con vehiculo o B)
con FGF23. C) Estiramiento de los anillos arteriales para alcanzar una presidn
transmural de 100 mm Hg. D) Relacién tensidn-estrés en anillos arteriales tratados
con vehiculo o FGF23. Ademas, también se realizaron registros representativos de la
contraccién arterial inducida por (E) 70K o (F) NA en anillos de aorta de ratas tratadas
con FGF23 y vehiculo. Los analisis cuantitativos de la fuerza isométrica generada en
los anillos arteriales estan representados en respuesta a (G) 70K o (H) NA.
((N=4/grupo, 1 experimento independiente, **p<0,01, *** p<0,001 vs grupo control,
los datos representan la media + SE).
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Bloque 3: Estudio clinico en pacientes con enfermedad renal
crdnica 2-3 y sindrome metabdlico para estudiar la relaciéon
entre altos niveles de FGF23 y rigidez arterial.

Para evaluar la posible relacion entre altos niveles de FGF23 y
rigidez arterial se realizé un ensayo clinico en pacientes con ERC 2-3 y
sindrome metabdlico de acuerdo a las principales caracteristicas
demogréficas descritas en la Tabla 14. Se analizaron un total de 71
pacientes que cumplieron los criterios de inclusidon de los cuales 51
fueron hombres y 20 mujeres.

En la Tabla 18 se muestra también ademas de otros pardmetros
clinicos relevantes las comorbilidades de los pacientes y el listado de los

principales tratamientos concomitantes.

Parametros Valor medio Desviacion estandar

Edad (afios) 61 9
Sexo 50 (H) / 20 (M) -
Perimetro abdominal en

110.3 10.1
hombres (cm)
Perimetro abdominal en

108 10.1
mujeres (cm)
Peso corporal (Kg) 90.6 13
IMC (Kg/m?) 32 4
Presion arterial sistolica

136.3 25.5
(mmHg)
Presion arterial diastdlica

84.1 16.6
(mmHg)
Presion arterial media

108.4 19

(mmHg)
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Fumadores/ex-fumadores
(N/%)

Tratamiento de
hiperuriremia (N/%)
Cardiopatia isquémica
(N/%)

Arteriopatia periférica
(N/%)

Eventos cardiovasculares
(N/%)

Tratamiento antidiabético
(N/%)

Tratamiento dislipidemia
(N/%)

Tratamiento
antihipertensivo (N/%)
IECA (N/%)

BRA (N/%)

Diuréticos (N/%)

BCC (D) (N/%)

BB (N/%)

BAC (N/%)

Otros farmacos

antihipertensivos (N/%)

8/24

43

12

35

55

71

61
41
45
28
31

Resultados

11/17

61

11

13

17

49

77

100

10
86
58
63
39
44

Tabla 18. Principales caracteristicas de la poblacion de pacientes con ERC estadio 2-

3 y sindrome metabdlico (N final de 71). Las variables cuantitativas que se muestran

en esta tabla representan el valor medio de toda la poblacidn con su correspondiente

desviacién estandar. Las variables cualitativas se representan con el nimero de

individuos que la presentan y su correspondiente porcentaje en la poblacion. IMC=

indice de masa corporal. IECA: Inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina.

BRA: Bloqueantes de receptores de angiotensina. BCC (D): Bloqueantes de los canales

de calcio (D). BB: Betabloqueantes. BAC: Bloqueantes alfa central.
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Todos los individuos presentaron un filtrado glomerular
(estimado por la formula CKD-EPI) entre 30 y 90 ml/min/1.73 m?lo cual
corresponden con estadios 2-3 de la enfermedad renal crénica.
Ademas, los sujetos cumplieron al menos tres de los cinco criterios de
sindrome metabdlico propuestos por la Federacion Internacional de la
Diabetes: perimetro abdominal elevado, triglicéridos elevados, HDL
reducido y alta glucosa en ayunas e hipertension. Se analizaron
pacientes con sindrome metabdlico debido a que estos presentan un
mayor grado de inflamacién y en donde la progresién de la enfermedad
renal es mds rapida que en pacientes solo con ERC 2-3.

En la tabla siguiente, niumero 19, se muestran los principales
parametros bioquimicos, tanto en suero como en orina, de la poblacién

de pacientes con ERC en estadio 2-3 y sindrome metabdlico.

Parametros Valor medio Desviacion estandar

FG CKD-EPI (mL/min/1.73

) 67 21
Suero
Creatinina (mmol/L) 0.105 0.036
Urea (mmol/L) 17.1 5.7
Glucosa (mmol/L) 7.14 2.71
Sodio (mEq/L) 139.4 2.4
Potasio (mEq/L) 4.4 0.5
Cloro (mEq/L) 106.1 33
Calcio (mmol/L) 2.37 0.07
Fosforo (mmol/L) 1 0.16
Magnesio (mmol/L) 0.8 0.1
Triglicéridos (mmol/L) 1.70 0.74
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Colesterol (mmol/L)
Colesterol HDL (mmol/L)
Colesterol LDL (mmol/L)
Albimina (umol/L)

PCR (ug/L)

Hierro (umol/L)
Ferritina (ug/L)

PTH (pmol/L)

c-FGF23 (RU/mL)

Creatinina (mg/dia)
UNN (g/dia)

Sodio (mEq/dia)
Potasio (mEq/dia)

Calcio (mg/dia)

4.60
1.01
2.80
652
26000
14.9
74
6.1
77
Orina (Colecciéon 24 h)
1402.3
12.2
183
67
106

Resultados

0.96

0.23

0.83

30
12000-55000
6
39-130
4.2-8.5
61.8-112.6

618.4
4.5
76
28
79

Parametros relativos al P en orina (Coleccion 24 h)

Excrecion de P (mg/dia)

FeP (%)

Ratio Excrecion de P / FG

(mg/dia/FG)

Ratio P/creatinina (mg/mg)

Ratio P/ UNN (mg/g)

797.2
23.3

13.1

0.60
66.5

324.7
10

7.1

0.17
16.3

Tabla 19. Principales parametros bioquimicos en suero y orina de la poblacion de
pacientes con ERC estadio 2-3 y sindrome metabdlico (N final de 71). Las variables
que se muestran en esta tabla representan el valor medio de toda la poblacién con su

correspondiente desviacion estandar. FG CKD-EPI: Filtrado glomerular en base a la

colaboracion epidemiolédgica de la ERC. HDL: Lipoproteina de alta densidad. LDL:
Lipoproteina de baja densidad. PCR: Proteina C reactiva. P: Fosforo. FeP: Fraccién de

excrecion de fosforo. UNN: Nitrégeno en la urea urinaria.
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A continuacion, en la tabla 20, se muestra la velocidad onda de

pulso y los principales pardmteros hemodinamicos de la poblacion de

pacientes con ERC en estadio 2-3 y sindrome metabdlico.

Parametros
Presion arterial sistdlica
central (mmHg)
Presion arterial diastolica
central (mmHg)
Presion central de pulso
(mmHg)
Presiéon de pulso periférica
(mmHg)
Frecuencia cardiaca (bpm)
Velocidad onda de pulso
(m/s)
Gasto cardiaco (L/min)
indice cardiaco (L/min/m?)
Resistencia vascular

periférica (mmHg/ml)

Valor medio

127

87

40

53

64

9.1

3.9
1.9

15

Desviacion estandar

17

12

11

13

10

1.5

0.7
0.4

0.2

Tabla 20. Velocidad onda de pulso y principales hemodinamicos de la poblacion de

pacientes con ERC estadio 2-3 y sindrome metabdlico (N final de 71). Las variables

gue se muestran en esta tabla representan el valor medio de toda la poblacién con su

correspondiente desviacion estandar.
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12. Efecto de FGF23 sobre los parametros bioquimicos mas
relevantes de la ERC

En primer lugar, realizamos la medicién de FGF23 C-terminal en
plasma. Posteriormente realizamos analisis estadisticos mediante la
prueba de Kolmogorov-Smirnov encontrando que la distribucion de los
valores de FGF23 C-terminal de nuestra poblacidn no representa una
distribucién normal (p<0.05). Por tanto, los posteriores analisis de
correlacion bivariantes se realizaron mediante el calculo del coeficiente
de correlacion Rho de Spearman.

La Tabla 21, muestra el resultado del analisis bivariante entre
FGF23 c-terminal y el resto de parametros bioquimicos analizados. De
esta manera, FGF23 c-terminal correlacioné positiva vy
significativamente con creatinina sérica (p=0.000), filtraciéon glomerular
(FG CKD-EPI, p=0.000) y excrecion de fésforo orina 24 h (p=0.002). Del
mismo modo no se detecté una correlacidon positiva con parametros

como fésforo sérico (p=0.152).

c-Terminal
Parametros c-Terminal FGF23 (p)

FGF23 (R)
Edad (afios) 0.032 * 0.255
Creatinina sérica (mg/dL) 0.000 ** 0.483
Fosforo sérico (mg/dL) 0.152 0.173
FG CKD-EPI (mL/min/1.73 m?) 0.000 ** -0.610
Excrecion de fésforo orina 24h (%) 0.002 ** 0.450

Tabla 21. Correlacién entre FGF23 C-terminal y principales parametros bioquimicos
en el contexto de la ERC. La medicion de FGF23 fue en una muestra de plasma, la cual
se ha correlacionado con parametros bioquimicos obtenidos a partir de muestras de
plasma y de orina (24h) en la poblacidn de estudio con pacientes en estadio 2-3 de
ERC. (* correlacion significativa a nivel 0.05, ** correlacion significativa a nivel 0.01; R:
Coeficiente de correlacion Rho de Spearman).
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13. Efecto de FGF23 sobre los parametros clinicos relativos
arigidez arterial

En el andlisis de correlacion realizado, como se puede ver en la
Tabla 22, FGF23 C-terminal no correlacioné de forma directa con los
niveles de presion arterial sistdlica y diastdlica. Sin embargo,
encontramos correlacion significativa entre los niveles de FGF23 C-
terminal y la presidon de pulso periférica (p=0.006), siendo esta la
diferencia de presidon arterial sistélica y presidon arterial diastodlica.
También, FGF23 C-terminal correlaciond significativamente con la
presion de pulso central (p=0.013) siendo esta la diferencia de presidon
arterial sistdlica central y presiéon arterial diastdlica central con las
cuales no hubo correlacién significativa directa entre estas variables por
separado. Resulté también muy interesante comprobar que FGF23 C-
terminal también correlacioné de forma significativa con la velocidad
de onda pulso (p=0.013). Sin embargo, FGF23 C-terminal no
correlaciond con el gasto cardiaco, indice cardiaco y tampoco con la

resistencia vascular periférica.
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c-Terminal FGF23 c-Terminal

Parametros
(p) FGF23 (R)

Presion arterial sistdlica (mmHg) 0.213 0.154
Presion arterial diastdlica (mmHg) 0.300 -0.128
Presion de pulso periférica (mmHg) 0.006 ** 0.331
Presion arterial media (mmHg) 0.902 0.01

Presion arterial sistdlica central (mmHg) 0.279 0.134
Presion arterial diastélica central (mmHg) 0.311 -0.126
Presion de pulso central (mmHg) 0.013 * 0.303
Velocidad onda de pulso (m/s) 0.013 * 0.303
Gasto cardiaco (L/min) 0.878 0.019
indice cardiaco (L/min/m?) 0.885 0.018
Resistencia vascular periférica 0.819 -0.029

Tabla 22. Correlacion entre FGF23 C-terminal y parametros relativos a rigidez
arterial. La medicién de FGF23 c-terminal se correlaciond con parametros
relacionados con rigidez arterial (Mobil-O graph y Periflux) en la poblacién de estudio
con pacientes en estadio 2-3 de ERC y sindrome metabdlico. (*p< 0.05, ** p<0.01; R=
Coeficiente de correlacion Rho de Spearman).

Finalmente se realizaron varios andlisis de regresiéon lineal
multiple. La Tabla 23 muestra el resultado en el que se utilizd la presiéon
de pulso periférica como variable dependiente ya que es un marcador
clasico de rigidez arterial y las variables independientes que se
utilizaron fueron edad, filtrado glomerular (FG CKD-EPI) y FGF23 C-
terminal. La regresién lineal mostré que FGF23 C-terminal fue un

parametro independiente de rigidez arterial (p=0.02).
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Beta * 95% IC P
Modelo 1
Edad (afios) 0.29 0.055-0.736 0.024
FG CKD-EPI
0.106 -0.117 - 0.246 0.481
(mL/min/1.73 m?)
FGF23 C-terminal
0.340 0.02-0.232 0.021
(RU/mL)
Modelo 2
Edad (afios) Referencia
0.54-134 0.034
<60 / >60 0.260
FG CKD-EPI
0.110 -0.115-0.258 0.446
(mL/min/1.73 m?)
FGF23 C-terminal
0.410 0.040-0.260 0.007

(RU/mL)

Tabla 23. Regresion muiltiple lineal. Variable dependiente: presidn de pulso periférica.
Modelo 1: Variables independientes: edad, FG CKD-EPI y FGF23 C-terminal; Modelo
2: Variables independientes: edad como variable binaria, FG CKD-EPI y FGF23 C-
terminal. Coeficiente de regresién estandarizado (*) para ambos modelos.

En otro modelo de regresidon lineal multiple, mostrado en la
Tabla 24, se utilizé la presién de pulso central como variable
dependiente, mientras que la edad, filtracién glomerular (FG CKD-EPI)
y FGF23 C-terminal como variables independientes. En este caso, FGF23
C-terminal también fue un parametro independiente de rigidez arterial

(p=0.016).
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Modelo 1
Edad (afios)
FG CKD-EPI
(mL/min/1.73 m?)
FGF23 C-terminal
(RU/mL)

Modelo 2
Edad (afios)
<60 / >60
FG CKD-EPI
(mL/min/1.73 m?)
FGF23 C-terminal
(RU/mL)

Beta *

0.102

0.017

0.363

Referencia

0.140

0.040

0.400

95% IC

-0.184-0.428

-0.154-0.172

0.023-0.213

-2.550-8.910

-0.140-0.180

0.030-0.220

Resultados

0.428

0.911

0.016

0.271

0.787

0.011

Tabla 24. Regresion multiple lineal. Variable dependiente: presidn de pulso central.
Modelo 1: Variables independientes: edad, FG CKD-EPI y FGF23 C-terminal; Modelo
2: Variables independientes: edad como variable binaria, FG CKD-EPI y FGF23 C-
terminal. Coeficiente de regresién estandarizado (*) para ambos modelos.

Un dltimo andlisis de regresién lineal multiple se llevé a cabo

utilizando la velocidad de onda de pulso como variable dependiente y

la edad, filtraciéon glomerular (FG CKD-EPI), FGF23 C-terminal y presion

de pulso periférica como variables independientes. Como se muestra

en la Tabla 25, la presién de pulso periférica fue un parametro

independiente de rigidez arterial, mostrando una potente significacion

estadistica con la presién de pulso central.
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Modelo 1
Edad (afios)
FG CKD-EPI
(mL/min/1.73 m?)
PAM (mmHg)
FGF23 c-terminal
(RU/mL)
Interaccion
FGF23-c x PAM

Modelo 2
Edad (afios)
<60 / >60
FG CKD-EPI
(mL/min/1.73 m?)
PAM (mmHg)
FGF23 C-terminal
(RU/mL)
Interaccion

FGF23-c x PAM

Beta *

0.890

0.011

0.369

0.073

0.066

Referencia

0.784

0.024

0.323

0.311

0.150

95% IC

0.133-0.151

-0.004 - 0.005

0.035-0.046

0.000 - 0.006

0.000 - 0.000

2.054-2.742

-0.008 —0.012

0.024 -0.047

0.008 —0.020

0.000 -0.001

Resultados

0.000

0.729

0.001

0.027

0.015

0.001

0.726

0.001

0.001

0.009

Tabla 25. Regresion multiple lineal. Variable dependiente: velocidad de onda de

pulso.

Modelo 1: Variables independientes: edad, FG CKD-EPI, PAM y FGF23 C-terminal;
Modelo 2: Variables independientes: edad como variable binaria, FG CKD-EPI, PAM y
FGF23 C-terminal. Coeficiente de regresion estandarizado (*) para ambos modelos.

14. Efecto de FGF23 sobre la expresion de microRNA 221y
microRNA 222 en plasma

De la poblacién estudiada, se seleccionaron los pacientes del

decil mas alto y mas bajo de FGF23 c-terminal para comparar los niveles

plasmaticos de los microRNA 221 y microRNA 222 relacionados con
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rigidez arterial. Para ello se seleccionaron los 7 pacientes con los valores
de FGF23 c-terminal mas bajos (rango de 34 a 52 pg/ml) y los 7
pacientes con el FGF23 c-terminal mas alto (cuyos valores comprenden
el rango de 148 a 171 pg/ml).

Los resultados mostrados en la Figura 48 revelan que la
expresion relativa de microRNA 221 fue disminuida de forma
significativa en el grupo de pacientes con elevado FGF23 C-terminal
(Decil 10) en comparacién con la expresién del micro-ARN en el grupo
con FGF23 C-terminal mas bajo (Decil 1).

Del mismo modo, la expresion relativa de microRNA 222
también disminuyd significativamente en el grupo con FGF23 C-
terminal mas bajo.

A
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Figura 48. Efecto de FGF23 C-terminal sobre la expresion de microRNA 221 y
microRNA 222 en plasma de pacientes con ERC 2-3 y sindrome metabdlico. De toda
la poblacion de estudio, se seleccionaron 7 pacientes con los niveles mas bajos de
FGF23 C-terminal (correspondientes al decil 1, rango 34-52 pg/mL) y otros 7 pacientes
con los niveles de FGF23 mas altos (correspondientes al decil 10, rango 148-171
pg/mL). A) Expresion relativa de microRNA 221 y B) Expresion relativa de microRNA
222. La expresion de los microRNA fue normalizada con la expresidon de microRNA 39
y comparada entre los dos grupos de pacientes seleccionados. Los datos son
representados como el valor medio y el error estandar de la media (N=7/grupo, 1
experimento independiente, *p<0,05 vs grupo control).
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Bloque 4: Estudio clinico en pacientes con enfermedad renal
crdnica 2-3 y sindrome metabdlico para estudiar la relaciéon
entre FGF23 y la ingesta de P

Una vez demostrada la relacidon entre FGF23 y rigidez arterial, el
siguiente objetivo que nos propusimos fue valorar, en esta misma
cohorte de pacientes, parametros clinicos que nos permitan conocer
cuando hay un mayor riesgo de rigidez arterial. Dado que el FGF23 no
es una medida clinica de rutina disponible en la mayoria de servicios de
analisis clinicos de hospitales nos hemos centrado en buscar alguna
relaciéon entre los niveles de FGF23 y parametros relacionados con la

ingesta y excrecion de P.

15. Efecto de la ingesta de P sobre los parametros clinicos de
P en orina

La Tabla 26, muestra el resultado de dos andlisis bivariantes. En
el primero se correlaciona la variable dependiente ingesta de P total con
los pardmetros clinicos relativos a la absorcion de P ingerido (variables
independientes). Y en el segundo se hace referencia a la correlacidn
entre la variable dependiente ratio P/UUN con la procedencia del P
ingerido, es decir, si se trata de P de origen animal, vegetal o inorgdnico

variables independientes).

De esta manera, la ingesta de P total correlaciond con la ratio P/
UUN (p=0.018), reflejando asi el total de P absorbido (en el intestino) y
excretado (en la orina) en relacion a la cantidad de proteina absorbida
y metabolizada. A su vez, el ratio P/UUN correlaciond significativamete

con el P inorganico (p=0.005).
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Variables R Significacion (p)
A) Ingesta total de P (mg/dia)

Excrecion de P (mg/dia) 0.189 0.128
FeP (%) -0.088 0.484
Ratio Excrecién de P/ TFG

-0.032 0.797
(mg/dia/FG)
Ratio P / Creatinina

0.110 0.373
(mg(mg)
UUN (g/dia) -0.11 0.927
Ratio UUN / Creatinina

-0.088 0.471
(mg/mg)
Ratio P / UUN (mg/mg) 0.284 0.018 **

B) Ratio P/UUN (mg/g)

P de origen animal (mg) 0.160 0.189
P de origen vegetal (mg) 0.223 0.066
P inorganico (mg) 0.332 0.005 **

Tabla 26. Correlacion entre A) la ingesta total de P (variable dependiente) con los los
parametros clinicos medidos en la coleccion de orina de 24 h (variables
independientes) y B) ratio P / UUN (variable dependiente) con el P ingerido seguin
su procedencia (variables dependientes), en la poblacién de estudio con pacientes
en estadio 2-3 de ERC. FeP: Fraccidon de excrecion de fosforo. TFG: CKD-EPI, Filtrado
glomerular en base a la colaboracidén epidemioldgica de la ERC. P: Fosforo. UNN:
Nitrégeno en la urea urinaria. (** correlacién significativa a nivel 0.01; R: Coeficiente
de correlacion Rho de Spearman).

16. Consumo de distintas fuentes de P y valores de FGF23

Como se ha comentado anteriormente, a través de la encuesta
dietética realizada a cada uno de los pacientes, se procedio a evaluar no
solo el consumo total de P en la dieta sino a registrar la procedencia del

mismo. De esta manera se distingue un consumo de P procedente de
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alimentos de origen animal y de origen vegetal (P orgdnico) y de origen
inorganico (P inorgdnico). Los niveles de cada uno de estos fésforos
fueron relacionados con los valores de FGF23 c-terminal encontrando
una correlacién positiva respecto al P organico e inorgdnico y no con el

P vegetal, como se puede observar en la Tabla 27.

Parametros c-Terminal FGF23 (p) c-Terminal FGF23 (R)
P organico 0.022 -0.278
P inorganico 0.019 0,283
P vegetal 0.904 0.015

Tabla 27. Correlacion entre los valores de FGF23 en plasma y los valores de P
organico, vegetal e inorganico de la poblacion de estudio con pacientes en estadio
2-3 de ERC.

17. Efecto de los parametros clinicos de P en orina con FGF23
y PTH

Analizamos la relaciéon entre los parametros de P en orina y las
hormonas fosfaturicas c-FGF23 y PTH. En la tabla 28 se muestra que la
excrecion de P en orina de 24 horas, la relacién P/Cr en orina y la
relacion P/UUN no mostraron una correlacion significativa con el c-
FGF23 o la PTH. Sin embargo, la TFG y el FeP si correlacionaron
significativamente tanto con los niveles de c-FGF23 (p<0.001 y p=0.002,
respectivamente) como con los de PTH (p=0.05 y p=0.001,

respectivamente).

La interpretacion es que los niveles circulantes de c-FGF23 y PTH
se correlacionan con la carga tubular de P, pero no con la excrecion

urinaria total de P. Finalmente las concentraciones de otros elementos
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en suero como calcio, P, PCR, albiumina o hierro no mostraron una

correlacidn significativa con el c-FGF23 o la PTH (datos no mostrados).

Variables

¢-FGF23 (RU/mL)
PTH (pg/mL)

¢-FGF23 (RU/mL)
PTH (pg/mL)

¢-FGF23 (RU/mL)
PTH (pg/mL)

c-FGF23 (RU/mL)
PTH (pg/mL)

c-FGF23 (RU/mL)
PTH (pg/mL)

R Significacion (p)
Excrecion de P (mg/dia)
-0.149 0.225
-0.096 0.435

Ratio P/Creatinina

-0.009 0.938

0.148 0.221
Ratio P/UUN

-0.022 0.859

0.147 0.228

TFG (CDK-EPI)

-0.534 <0.001 **
-0.265 0.050 *

FeP (%)

0.367 0.002 **
0.381 0.001 **

Tabla 28. Correlacion entre los diferentes parametros clinicos de P en orina de 24
horas (variables dependientes: Excrecion de P; Ratio P/Creatinina; Ratio P/UUN; TFG
y FeP) con las hormonas fosfattricas FGF23 y PTH (variables independientes) de la
poblacidn de estudio con pacientes en estadio 2-3 de ERC.

P: Fésforo. UUN: Nitrégeno en la urea urinaria. TFG: CKD-EPI, Filtrado glomerular en

base a la colaboracion epidemioldgica de la ERC. FeP: Fraccidn de excrecion de fosforo

(* correlacion significativa a nivel 0.05; ** correlacion significativa a nivel 0.01; R:
Coeficiente de correlacion Rho de Spearman).
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Los resultados obtenidos en esta tesis doctoral muestran que
altos niveles de FGF23 promueven la transicion de CMLV, desde un
fenotipo contractil hacia un fenotipo sintético, aumentando asi la
rigidez arterial y la disfuncién vascular. Estos resultados refuerzan la
idea de la accion directa de los eleveados niveles de FGF23 sobre el
sistema vascular explicando la correlacién observada con mortalidad
cardiovascular. Ademas, nuestros resultados reflejan que los pacientes
que tienen una tasa de filtracion glomerular y una FeP mds bajas son los
mas propensos a padecer, de una forma mas acusada, los dafios que
FGF23 provoca a nivel del sistema vascular en pacientes con ERC. Es por
esto que son estos pacientes los que deben de tener un cuidado mas
riguroso con la alimentacién para evitar el incremento de FGF23 y sus
efectos vasculares perjudiciales.

A nivel celular, nuestros resultados demuestran que elevados
niveles de FGF23 modificaron la proliferacién celular de las CMLYV,
obteniendo una mayor proliferacién en presencia de altos niveles de
esta citoquina. Estos datos no concuerdan con los observados por
Nakahara y colaboradores quienes mostraron que FGF23 no tenia un
efecto proliferativo sobre las células de aorta de musculo liso humanas
214 La diferencia entre los datos obtenidos por el grupo de Nakahara y
el nuestro podrian ser debidos a que el FGF23 usado en su
experimentacion estd incorporado en el interior celular mediante un
adenovirus a diferencia del nuestro, el cual se afiade directamente al
medio de cultivo y se trata de una molécula de FGF23 recombinante e
intacta, ya que hemos utilizado un FGF23 con una mutacién en R176Q
gue impide su ruptura en otros fragmentos. Ademas, las células del
grupo de Nakahara estaban transfectadas con klotho, por lo que las
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condiciones no son exactamente iguales. Kawai y colaboradores
demostraron también que FGF23 suprime la proliferacion de
condrocitos en presencia de a-klotho soluble %%

En nuestro caso, FGF23 aumentd los marcadores de
proliferacion celular como ciclina D1 y PCNA en ausencia de una
transfeccidn de klotho. Por tanto, sugerimos que los efectos observados
de FGF23 sobre la proliferacidon celular podrian ser independientes de
klotho, existiendo una conexién directa entra FGF23 y proliferacién
celular.

Estudios realizados por Shalhoub y colaboradores demuestran
que FGF23 aumenta la proliferacion en células precursoras de
osteoblastos (MC3T3) 26, Al igual que Feng y colaboradores que
confirmaron que FGF23 incrementa la proliferacién en varias lineas
celulares de cancer de préstata (PC3 y LNCaP) 2'7.

Por otro lado, hemos podido comprobar que los altos niveles de
FGF23 disminuyen la expresidon de la proteina a-SMA, caracteristica del
musculo liso vascular. Ademas, FGF23 promovié cambios en la
morfologia de las CMLV. Las células dejaron de tener forma fusiforme y
alargada, caracteristica del fenotipo contractil, y adquirieron una
morfologia menos alargada, caracteristica del fenotipo sintético. De
esta manera se presupone una pérdida de una de las funciones
principales de las células contractiles como es la regulacién del tono
vascular para mantener la presidén intravascular asi como la propia
contractibilidad celular 2 219,

Aunque el efecto directo de FGF23 sobre la pared vascular no ha
sido descrito con anterioridad, Faul y colaboradores han demostrado,
tanto en humanos como en modelos animales, que FGF23 no es solo un
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biomarcador asociado a riesgo cardiovascular, sino que es un factor
patogénico directo que cambia la morfologia de cardiomiocitos
causando hipertrofia en el ventriculo izquierdo 3. Apoyando estos
resultados, Leifheit-Nestler y colaboradores también relacionaron altos
niveles de FGF23 con el aumento del riesgo a desarrollar hipertrofia del
ventriculo izquierdo en pacientes con ERC 22°,

En este cambio de fenotipo en CMLV inducido por FGF23,
nuestros experimentos mostraron que altos niveles de FGF23
disminuyeron la expresién génica de marcadores especificos de
fenotipo contractil. El Array de microRNA que utilizamos para
profundizar en los mecanismos por los cuales altos niveles de FGF23
podrian estar induciendo el cambio de fenotipo de las CMLV desveld
que la mayoria de los microRNA estudiados fueron down-regulados en
presencia de FGF23. Algunos de estos microRNA down-regulados, como
por ejemplo microRNA 23b-3p, microRNA 26a-3p, microRNA 124-3p,
microRNA 125a, microRNA 130a-3p, microRNA 133b, microRNA 145-5p,
microRNA 181a, microRNA 181b, microRNA 221 o microRNA 222 han
sido relacionados previamente incluso, con rigidez arterial 221 222 223 y
cambio de fenotipo en CMLV %24 225 sugiriendo asi un papel importante
de altos niveles de FGF23 sobre la funcién vascular.

Fue un hallazgo interesante observar que la administracion de
FGF23 a las CMLV disminuyera no sélo algunos de los microRNAs
estudiados sino también la maquinaria de biogénesis de microRNAs. No
existen evidencias previas del efecto que tiene FGF23 sobre Ia
maquinaria que se encarga de la biogénesis de los microRNAs. Pero

segln nuestros resultados, podemos confirmar que la caida de

219



Discusion

expresion que FGF23 promovid sobre la biogénesis de microRNAS
explica el elevado nimero de microRNAs descendidos en CMLV.

De los microRNAs que identificamos con un descenso
significativo, todos han sido relacionados previamente con disfuncion
vascular, como por ejemplo microRNA 221, microRNA 222, microRNA
26a 225 y microRNA 145 198,

De acuerdo con la literatura especifica relacionada con el
cambio de fenotipo de las CMLV vy la rigidez arterial, de todos los
microRNA estudiados, los microRNA 221 y microRNA 222 son
especialmente interesantes. Tanto el microRNA 221 como el microRNA
222 muestran actividades notables en la red vascular al influir en las
propiedades angiogénicas de las células endoteliales *° y en los
cambios fenotipicos de las CMLV 2% . Ambos microRNAs regulan los
procesos vasculares esenciales como la angiogénesis 29, hiperplasia de

la neointima 227

, cicatrizacion de heridas del vaso 2%, envejecimiento
vascular 2°3 y remodelado vascular aterosclerético. Ademds, también se
ha visto que ambos microRNAs estan relacionados con procesos
tumorales donde hay una excesiva proliferacion celular 2%,

Por esta razén decidimos explorar la relacién entre los niveles
elevados de FGF23 y los microRNA 221 y microRNA 222 en las CMLV. El
efecto directo de FGF23 sobre microRNA 221 y microRNA 222 en CMLV
es una observacion novedosa en nuestro grupo de investigacién, la cual
esta basada en datos experimentales in vitro e in vivo e incluso en una
seleccion de pacientes en estadio 2-3 de la ERC.

Segun nuestros resultados in vitro, la ruta de sefializacién que
desencadena FGF23 para promover el cambio de morfologia en las
CMLYV, desde el fenotipo contractil hacia el fenotipo sintético, se realiza
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mediante la fosforilacién del receptor FGFR1 con la posterior activacion
de la cascada de senalizacion Ras-MAPK, siendo uno de los
intermediarios la fosforilacion de ERK 1/2. Posteriormente,
comprobamos que la inhibicion de las proteinas FGFR1 y ERK 1/2
presentes en las CMLV evitd que estas mismas células cambiaran al
fenotipo sintético. En esta tesis comprobamos que los efectos de FGF23
intacto sobre el cambio de fenotipo de las CMLV son también
producidos por el fragmento c-terminal de FGF23. En este sentido
hemos comprobado que este fragmento es mas efectivo incluso que el
intacto en la fosforilacion del receptor FGFR1y de ERK 1/2 lo cual podria
asociarse con una mayor capacidad para promover el fenotipo sintético.

Para examinar la relacién entre los microRNAs y la sefializacidn
de FG23 a través de FGFR1 y Ras-MAPK, comprobamos que al inhibir el
receptor FGFR1, la expresién de microRNA 221 aumenté. Sin embargo,
la inhibicion del intermediario ERK 1/2 no mostré cambios significativos
en la expresion de microRNA 221. Por tanto, podemos deducir que la
down-regulacién de microRNA 221, como consecuencia de altos niveles
de FGF23, se asocia a la fosforilacion de FGFR1 y no a la fosforilacion del
intermediario ERK 1/2. Pudiendo sugerir que la existencia de una
proteina o factor podria estdr directamente implicado con la
fosforilacion de ERK 1/2 y con los niveles de microRNA 221 y microRNA
222.

Seguln bases de datos como TargetScan o mirDB, la proteina
MAP3K2 es una diana de los microRNA 221 y microRNA 222. De hecho,
nuestros resultados muestran que la administracion de FGF23
recombinante, el cual disminuye la expresién de microRNA 221 y
microRNA 222, aumenta la expresion génica de MAP3K2.
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Para verificar que el efecto de FGF23 sobre la expresién de
MAP3K2 se realiza a través de la accion de los microRNA 221 y
microRNA 222, nuestros resultados de las CMLV transfectadas con
mimic microRNA 221 y mimic microRNA 222 mostraron una
disminucion en la expresién génica de MAP3K2. Ademas, las
transfecciones de microRNA 221 y microRNA 222 condujeron a una
disminucion de la fosforilacion de ERK 1/2, lo que subraya la relacién
entre MAP3K2 y ERK 1/2, en el mecanismo por el cual el FGF23
promueve el fenotipo sintético de las CMLV debido a que los niveles
elevados de mimic microRNA 221 aumentaron significativamente la
expresion de elastina y MHC. Sin embargo, estos efectos no se
observaron en las CMLV transfectadas con micmic microRNA 222.

En los experimentos in vitro, el papel clave de estos microRNA,
sobre todo del microRNA 221, quedd demostrado cuando Ia
administracion de FGF23 en CMLV transfectadas con microRNA 221
revertio la expresidn génica de la elastina y de MHC, aumentando asi su
expresion. De tal manera que las células mostraron una recuperacién
del fenotipo contrdctil en presencia de FGF23 y del microRNA 221
transfectado.

Con respecto a nuestros experimentos in vivo, podemos
confirmar también la existencia de bajos niveles de microRNA 221 en
ratas con una infusién exdgena constante de FGF23. En nuestro estudio
clinico de pacientes con ERC en estadio 2-3, todos con sindrome
metabdlico, encontramos también una asociacidon negativa entre el
FGF23 sérico y los niveles de microRNA 221 y microRNA 222 en estos
pacientes. Los pacientes con los niveles mas altos de FGF23-c fueron
aquellos con los niveles mas bajos de microRNA 221 y microRNA 222.
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Estos resultados de nuestro estudio clinico consolidaron aun mas los
resultados obtenidos, tanto en nuestros estudios in vitro como en los
experimentos en ratas, en los que demostramos que el efecto de FGF23
sobre las CMLV parece estar mediado por una disminucién de estos dos
microRNAs.

Sin embargo, existe en la actualidad una gran ambigliedad entre
la relacion del microRNA 221 y el cambio de fenotipo de las CMLV. Davis
y colaboradores mostraron que el cambio de fenotipo de contractil
hacia el sintético de las CMLV, con la consecuente disminucién de la
expresion de los marcadores de fenotipo contractil, fue debido al
aumento de la expresion de microRNA 221, cuya expresién fue
aumentada al doble en tan solo una hora y media después de aiiadir el
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF, del inglés platalet-
derived growth factor). Posteriormente, esos niveles de microRNA 221
fueron descendiendo gradualmente 2%,

En relacién con este efecto, a priori contradictorio al nuestro,
planteamos la hipdtesis de que la respuesta temprana de los estimulos
sobre la expresion de microRNA 221 en las CMLV podria diferir alo largo
del tiempo. De tal manera que el microRNA 221 podria estar implicado
en el inicio de las primeras etapas de la transdiferenciacion de las CMLV
disminuyendo finalmente su expresion a medida que las células
cambian de fenotipo.

En este mismo sentido, Mackenzie y colaboradores mostraron
un aumento de los niveles de los microRNA 221 y microRNA 222, los
cuales actuan sinérgicamente para aumentar los niveles de calcificacion
en estas células. Pero posteriormente observaron una down-regulacion
de ambos microRNAs en CMLYV vya calcificadas. Por lo que sugieren que

223



Discusion

estos microRNAs pueden estar implicados en el inicio de las primeras
etapas de la transdiferenciacion celular y que su expresion se reduce a
medida que las células progresan hacia un fenotipo
osteo/condrogénico 1.

Esta teoria estd respaldada por Wu y colaboradores que
mostraron que la up-regulacidon de varios microRNAs, entre ellos el
microRNA 222, coordina los programas de diferenciacidn celular desde
una etapa incial, en concreto, desde células madre embrionarias
humanas. Posteriormente, a medida que estas células se van
diferenciando hacia neuronas maduras, va disminuyendo la expresion
de estos microRNAs 2%,

Es muy interesante estudiar cdmo hay otros estudios que
muestran un efecto pro-sintético en las CMLV a través del aumento del
microRNA 221. Como por ejemplo, un estudio de Liu y colaboradores
gue demuestra que la sobreexpresidon de los microRNA 221 y microRNA
222 tiene un efecto proliferativo y de migracién, caracteristico del
fenotipo sintético de las CMLV 230,

Este hecho podria explicarse por el hecho de que las CMLV
provienen de un tipo diferente de arterias como la carétida 23° o las
arterias pulmonares 2%, donde los requerimientos de contraccion,
mantenimiento del tono vascular, elasticidad y distensién son
diferentes a los de la aorta. Davis y colaboradores demostraron que la
administracion de PDGF a las CMLV pulmonares aumentaba el
microRNA 221 promoviendo el fenotipo sintético de estas células 2°°,
Los datos no mostrados de nuestro laboratorio mostraron que en las
CMLV de la aorta humana, la administracién de PDGF a 20 ng/ml
disminuyd la expresion de microRNA 221 y la expresion de los genes
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contractiles después de 24 horas. Por lo tanto, se necesitan mas
estudios para dilucidar los efectos de los microRNAs en los diferentes
tipos de células.

El mecanismo por el cual FGF23 interfiere en la expresion de los
microRNA 221 y microRNA 222, no esta claro. Consideramos también
que el amplio espectro de microRNAs disminuidos y los efectos sobre la
biogénesis de microRNAs podrian estar relacionados. Ademas, de
acuerdo a publicaciones existentes podrian discutirse tres mecanismos
adicionales a través de los cuales FGF23 podria disminuir los niveles de
microRNA 221 y microRNA 222.

En primer lugar, cabe citar la posible participacién de
estrégenos. Estas hormonas juegan un papel importante en Ia
fisiopatologia cardiovascular ya que existen evidencias clinicas que
demuestran que las mujeres en edad fértil estdan protegidas contra
enfermedades cardiovasculares, proteccién que desaparece cuando los
ovarios dejan de producir estas hormonas durante la menopausia. Y
parece ser que los estrégenos ejercen este efecto de proteccién
mediante receptores especificos presentes en la membrana celular de
las CMLV 231, Se ha descrito, ademas, que el receptor de estrégenos es
un modulador negativo de la expresion del cluster microRNA 221/222 a
través del reclutamiento de varios correpresores transcripcionales 29,
Por otro lado, se ha demostrado que el estradiol, por un lado aumenta
la rigidez arterial 232, y por otro lado, promueve el cambio de fenotipo
de contractil al sintético de las CMLV adrticas 233, probablemente a
través de la down-regulacién de microRNA 221. Finalmente, existen
varios trabajos en los que se pone de manifiesto la relacion entre FGF23
y estradiol 234,
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Otro posible mecanismo implicado en la expresion de los
microRNA 221 y microRNA 222 puede estar relacionado con el efecto
del estrés del reticulo endoplasmico de las células, ya que se ha
documentado que durante el estrés del reticulo endopldasmico se
produce una down-regulacion de ambos microRNAs 23° y que ese estrés
puede ser mediado por la activacion de un complejo de diana de la
rapamicina (mTOR, del inglés mammalian target of rapamycin complex)
236 Nuestro grupo ha observado una relacién directa entre FGF23 y la
activacién de mTOR 237, Ademas, otros autores han explorado el papel
de la activacion de mTOR en el cambio de fenotipo de las CMLV 238, Por
lo tanto, podriamos sugerir que el efecto de altos niveles de FGF23
sobre la activacion de mTOR podria promover el estrés del reticulo
endoplasmatico y la consecuente down-regulacion de los microRNA 221
y microRNA 222. Por lo que este mecanismo podria también contribuir
a explicar el cambio de fenotipo de las CMLV inducido por el FGF23.

Un tercer mecanismo podria ocurrir a través de la participacion
de una molécula de RNA no codificante de longitud larga, KCNQ10OT1,
gue afecta a la migracion, la proliferacién, la inflamacidn y la hiperplasia
de las CMLV a través de su interaccion con el microRNA 221 239,
Sunamura y colaboradores han demostrado que la B-catenina puede
promover la transcripcion de KCNQ10T1 a través de su union directa al
promotor de KCNQ1OT 24; y curiosamente, varios trabajos describen
un papel inductor del FGF23 de la B-catenina 2*1. Por lo tanto, el FGF23
a través de la B-catenina podria aumentar la expresiéon del RNA no
codificante de longitud larga KCNQ10OT1 y desregular a microRNA 221,
por lo que podria estar relacionado este mecanismo con la rigidez
arterial de las CMLV de la aorta.

226



Discusion

Independientemente del mecanismo por el que FGF23
desregula la expresion de los microRNA 221 y microRNA 222, el cual se
deberia de estudiar en mas profundidad, nuestros resultados indican
que la desregulacidon de ambos microRNAs, podria estar implicada en la
disminucion de la elasticidad de |la pared vascular y en el incremento de
la rigidez arterial observada en nuestros experimentos.

Como se ha mencionado ya, FGF23 promueve su efecto sobre
las CMLV a través de la fosforilacion de FGFR1 y ERK 1/2. Este efecto
sobre la actividad MAPK en CMLV ya habia sido descrito por otros
autores. Jimbo y colaboradores evaluaron el efecto de FGF23 sobre la
fosforilacion de ERK 1/2 en CMLV de rata. El resultado fue que no se
produzco la fosforilacidon de este intermediario, ya que sus células no
expresaban klotho. Posteriormente, en otro experimento,
sobreexpresaron klotho de membrana en las CMLV con el objetivo de
facilitar y ayudar la sefializacion promovida por FGF23 en estas células.
Como resultado obtuvieron que ERK 1/2 fue fosforilado por el efecto de
FGF23, confirmando asi que la presencia de klotho es necesaria para la
sefalizacion de FGF23. Ademas, esta sefializacion también esta
ocasionada mediante la activacién del receptor FGFR1 *2,

La interaccion de FGF23 con FGFR1 también se ha descrito en
células diferentes a las CMLV, tanto dependiente como
independientemente de klotho. Por un lado, Canalejo y colaboradores
demostraron que en células paratiroideas, donde se expresa klotho,
FGF23 activa el intermediario ERK 1/2 mediante la activacion del
receptor FGFR1 22, Ademds, Gattineni y colaboradores demostraron
que FGF23 interacciona con FGFR1 en células renales, las cuales son las
principales células donde se expresa klotho 2*3. También, Shalhoub y
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colaboradores demostraron que FGF23 aumenta la expresion de FGFR1
en osteoblastos en presencia de klotho soluble 2,

La interaccion de FGF23 con FGFR1, en células diferentes a las
CMLV, también se ha demostrado de manera independiente a klotho.
Por ejemplo, Bianchi y colaboradores demostraron que FGF23
contribuye al mantenimiento del fenotipo de condrocitos mediante la
estimulacidon de FGFR1 independientemente de klotho 244,

Datos no incluidos en esta tesis verificaron que la administracion
de klotho no indujo una mayor activaciéon del receptor FGFR1 ni
fosforilacion de ERK 1/2. Tampoco modificé el fenotipo de las CMLV
tratadas con FGF23. Por lo que podriamos sugerir que los niveles altos
de FGF23 tienen un efecto fisiopatoldgico sobre el tejido vascular
independiente de Klotho. Aunque es cierto que, en la actualidad, la
expresion de klotho en CMLV es motivo de discusidn y debate. Lim y
colaboradores defienden que las CMLV expresan kltoho y sugieren que
en el cambio de morfologia de estas células, desde un fenotipo
contractil hacia un fenotipo sintético, podria estar motivado por Ila
pérdida de expresion de Klotho siendo un factor clave en el
mantenimiento de la integridad de las CMLV >,

Las acciones de FGF23 sobre la actividad Ras-MAPK también ha
sido descrita en otros tipos celulares. Por ejemplo, Andrukhova y
colaboradores mostraron que los efectos promovidos por FGF23 en
células renales estan mediados por la fosforilacion del intermediario
ERK 1/2 2%, Yamazaki, también mostré esta sefializacion promovida por
FGF23 pero en células embrionarias de rifion. 24¢

Otros receptores de FGF23 como FGFR4 son también activados
por altos niveles de FGF23 en otros tipos de células. Gattineni et al
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demostraron que el receptor FGFR4 es activado por FGF23 en células

renales 243

y Grabner demostré que FGF23 puede activar a FGFR4 en
miocitos cardiacos en ausencia de su correceptor de klotho 2*’. Singh
demostrd que FGF23 puede activar FGFR4 en hapatocitos, en este caso
en presencia de B-klotho 2%,

En relacidon con nuestros experimentos realizados in vivo, la
relacion estiramiento/fuerza exhibida por los anillos arteriales durante
la normalizacién indicé que las arterias de las ratas tratadas con FGF23
requerian menos estiramiento para alcanzar 100 mmHg de presidn
transmural en comparacién con las arterias de las ratas control. Con
este resultado podemos sugerir que las arterias patoldgicas eran mas
resistentes a la distensidn, lo que podria ser consecuencia de una mayor
rigidez de la pared arterial.

En consonancia con este cambio en la respuesta pasiva, la
tension activa de la pared, o la fuerza ejercida por la pared del vaso
durante la contraccién de las CMLV, se redujo en las arterias
patoldgicas.

Dado que la VOP esta relacionada con las propiedades elasticas
intrinsecas de los biomateriales de la pared arterial, el aumento
observado en la VOP en los pacientes con ERC podria estar relacionado
con una reduccion de la distensibilidad de las arterias como
consecuencia de una mayor rigidez. El aumento de la rigidez arterial
observado en condiciones patoldgicas podria facilitar la reflexion
temprana de las ondas, amplificando la presion adrtica sistdlica y
reduciendo la diastdlica, con el consiguiente aumento de la presion del

pulso 24,
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Estos cambios también podrian estar relacionados con las
modificaciones histoldgicas observadas en las aortas tordcicas de las
ratas tratadas con FGF23. Los cambios en la orientacién de los nucleos
de las CMLV y en el grosor de la tunica media podrian ser una
consecuencia de la transicidn fenotipica de las CMLV, que conduce a la
rigidez arterial. Este cambio en la orientacion de los nucleos también se
observé en las CMLV con fenotipo sintético de aortas de pacientes con
aortopatia asociada a estenosis valvular 2°°, lo que sugiere que este
cambio en la morfologia de las CMLV podria ser una respuesta a
factores hemodindmicos o a tensiones de traccion 2°1.

Segun varios estudios de otros autores se demostré que otro
factor de la misma familia como FGF2 era capaz de producir hipertrofia
en cardiomiocitos a través de los receptores FGFR y mediante la
activacion de rutas de sefializacién comunes a las que FGF23 activa para
producir esta patologia a nivel de la vasculatura 113252253 Sin embargo,
los resultados obtenidos en esta investigacién muestran que el FGF2 no
tiene el mismo efecto sobre el cambio de fenotipo que sufren las CMLV
gue cuando estan en presencia de niveles altos de FGF23. FGF2 no
activa la ruta ERK 1/2 a través de FGFR1 en las CMLV, como si ocurre en
el caso de FGF23, ni tampoco produce cambios significativos en la
expresion de los genes contractiles de las CMLV. Por lo que nuestros
resultados confieren un alto grado de exclusividad a FGF23, ya sea en
su forma intacta o en su fragmento C-terminal, sobre el cambio de
fenotipo de las CMLV del contractil hacia el sintético promoviendo la
aparicion de enfermedades cardiovasculares en pacientes con ERC.

Aligual que ha sido observado in vitro, los modelos animales han
mostrado un descenso significativo de los niveles de microRNA 221. Sin
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embargo, en este caso, los niveles de microRNA 222 no resultaron ser
modificados significativamente. Los animales tratados con FGF23 no
presentaron una reduccion en la expresion de microRNA 222 de la aorta
ni en los niveles plasmaticos de microRNA 222. Esto significa una
diferencia respecto a lo encontrado in vitro o en pacientes. En general,
el origen de los microRNAs circulantes esta siendo un tema de intenso
debate. Se desconoce si los microRNA circulantes se generan a partir de
células muertas y lisadas o por la liberacién de microRNA en el
microambiente circundante 2°%, alternativamente a través de exosomas
que contienen microRNA 2°°, La respuesta inmunitaria del huésped o las
reacciones inflamatorias también podrian afectar a la degradacién del
microRNA. En este sentido, Waters y colaboradores demostraron que
en ratones con trasplante de células tumorales, el microRNA 221 estaba
incrementado en el tejido tumoral, mientras que no se observaron
diferencias significativas en los niveles circulantes de microRNA 221 en
los animales con tumor trasplantado frente a los controles 2°°.

En relacién con el estudio clinico, los pacientes en estadio 2-3 de
la ERC presentaban niveles de fésforo sérico normales, como era de
esperar y, elevacion moderada de los niveles de FGF23-c. No
encontramos ninguna correlacién entre los niveles de FGF23-c y la
presioén arterial sistélica o diastélica. Sin embargo, pudimos comprobar
la existencia de una correlacidn positiva entre los niveles de FGF23-c y
la presion de pulso central y periférica, las cuales estan asociadas con la
hipertrofia del ventriculo izquierdo 2°’. Ademds, niveles de FGF23-c
también correlacionaron con el aumento de la velocidad de onda de
pulso. Tanto la presién de pulso periférica como la velocidad de onda
de pulso son marcadores de la rigidez arterial 2°8 y disfuncién vascular.
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Por lo que sugerimos la posible asociacion entre rigidez arterial y altos
niveles de FGF23, los cuales estdn probablemente relacionados con una
reduccion de la elasticidad de la pared vascular.

El andlisis de regresion lineal multiple mostré también una
asociacién independiente entre FGF23-c y la presidn de pulso central,
presion de pulso periférica y la velocidad de onda de pulso. Por lo tanto,
podemos confirmar con este tipo de analisis que altos niveles de FGF23
quizds promueven la rigidez de los vasos probablemente a través del
cambio de fenotipo de las CMLV de contractil al sintético.

Estos resultados aumentan aun mas las evidencias contrastadas
por otros estudios anteriores de que los niveles altos de FGF23 se
encuentran asociados a mortalidad en pacientes con ERC debido a un
aumento del riesgo cardiovascular 2°°,

Resultados similares fueron obtenidos por Mirza vy
colaboradores aunque utizaron una poblacidon de pacientes con estadio
mucho mas avanzado de ERC. De esta manera, demostraron una
asociacién entre altos niveles de FGF23 y rigidez arterial en sujetos con
un valor inferior a 60 mL/min/1.73 m? de tasa glomerular 132,
proponiendo la rigidez arterial como un marcador clave en la mayoria
de los pacientes que tienen la ERC.

Por otro lado, un aumento de la rigidez arterial puede ocasionar
calcificacion arterial, por lo que la rigidez arterial podria ser considerada
como un marcador prondstico de calcificacion vascular y mortalidad en
pacientes en hemodidlisis 2¢°. Una de las causas que podria relacionarse
con el desarrollo de calcificacidén vascular es el aumento de los niveles
de FGF23. Sin embargo, este hecho no ha sido aun demostrado. Por un
lado, existen estudios que muestran la ausencia de relacién del FGF23
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con la aparicién de calcificaciones vasculares 261 156262 ‘mjentras que,
por otro lado, existen evidencias opuestas. El estudio de Nakayama y
colaboradores apoya la relacidn entre los elevados niveles de FGF23 con
la apariciéon de calcificaciones vasculares en pacientes con ERC,
confirmando que esta relacién aumenta en dichos pacientes a medida
que la funcién renal empeora 1°% >4

En el contexto de la uremia, los efectos in vivo de niveles
elevados de FGF23 sobre el endotelio ya han sido descritos en
diferentes trabajos 263 264 Sin embargo, alin no se ha explorado el
efecto especifico de FGF23 sobre la contractibilidad de las CMLV.

El estudio de la relacion entre FGF23 y rigidez arterial podria ser
de utilidad para reducir la morbilidad cardiovascular que presentan los
pacientes con ERC mediante la disminuciéon de los altos niveles de
FGF23 265 266 por |o que FGF23 podria ser un biomarcador para predecir
el riesgo vascular en una etapa temprana de la ERC, incluso podria ser
una diana terapéutica dirigida a prevenir el incremento de la rigidez
arterial. Sin embargo, la valoracidn clinica de los niveles de FGF23 no
estd aun disponible por lo que de momento la utilidad clinica es baja.
Por esta razén se procedid a investigar otros parametros clinicos que
puedan ser utiles para estimar altos niveles de FGF23 y habitos
alimenticios que contribuyen a su incremento.

Dado que FGF23 es una hormona fosfaturica, resulta légico
pensar que sus niveles deben estar correlacionados con la cantidad de
fésforo excretado en orina y este, a su vez, con la ingesta de P que se
haya tenido. Segun nuestros resultados, al igual que han demostrado
otros estudios *°, la ingesta de P no se correlacioné con la cantidad de
P excretado ni con ninguno de los demas parametros de P en orina
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estudiados, a excepcion del ratio P/UUN, que si correlacioné. El ratio
P/UUN refleja el P total absorbido en el intestino y excretado por la
orina relativo a la cantidad de proteina absorbida y metabolizada.
Nuestros resultados muestran que existe una relacién entre el ratio
P/UUN y la cantidad de P inorganico ingerido. Por lo tanto, sugerimos
que aquellos pacientes que tengan una ingesta de P, cuya proporcion
de P inorgdnico sea mayor que la del P procedente de las proteinas
seran mas propensos a tener un ratio P/UUN elevada. Esto es debido a
qgue la absorcion intestinal del P procedente de proteinas es mucho
menor (sobre todo la de origen vegetal, la cual es aln menor que la de
origen animal #6) que la absorcidn intestinal del P inorganico, la cual es
practicamente del 100% % %3,

Por esta razdén, pensamos que el ratio P/UUN vy varios
parametros similares relacionados con el P en orina podrian tener
correlacién con los niveles de FGF23 en los pacientes con ERC en estadio
2-3. Los niveles séricos de FGF23 no correlacionaron con la cantidad
total de P excretado en orina. Sin embargo, FGF23 si correlacioné con
la tasa de filtracion glomerular y con la FeP, sugiriendo asi que es la
carga de P en relacién con la tasa de filtracién lo que determina la
estimulacion de FGF23. Es decir, que el grado de insuficiencia renal
determina la cantidad de FGF23 y PTH necesaria para excretar un
exceso de ingesta de P. Ademds, demostramos que los niveles de FGF23
correlacionan con la cantidad de P animal e inorganico procedente de
la dieta. Esta asociacion es de gran relevancia clinica de manera que
podriamos establecer criterios que nos permitan ponderar el consumo
de Py su fuente para advertir del posible riesgo cardiovascular derivado
de los presumibles altos niveles de FGF23.
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En la actualidad, no esta claro si el P de la dieta deberia de
restringirse en los pacientes con ERC en estadio 2-3 con niveles de P
normales. Pero lo que si es verdaderamente importante educar a los
pacientes para que seleccionen alimentos sin aditivos de P 297,
Ciertamente, un P sérico dentro del nivel alto del rango normal de
laboratorio (<1,45 mmol/L) es un factor de riesgo para la calcificacion
vascular 268, Un argumento a favor de la restriccion dietética de fuentes
especificas de P es el hecho de que la carga tubular de P se asocia con
un aumento tanto del FGF23 como de la PTH, que se observa antes de
que haya un aumento significativo de la concentracidn sérica de P asi
como que FGF23 correlaciona con la ingesta de P animal e inorgdnico.
Algunos autores indican que un aumento progresivo de FGF23 predice
una rapida progresion de la enfermedad renal y la mortalidad 2.
Ademas, como se ha podido ver a lo largo de toda la tesis doctoral, el
efecto de altos niveles de FGF23 produce cambios patoldgicos en el
sistema cardiovascular.

En definitiva, como se puede apreciar en la figura 49, las
moléculas de FGF23 interaccionan de forma especifica con el receptor
de membrana FGFR1 de las CMLV, las cuales se localizan en la tunica
media de las arterias. Tras esta interaccién se produce una disminucién
de microRNAs algunos de ellos importantes en el mantenimiento del
fenotipo de las CMLV y el remodelado vascular como el microRNA 221
y microRNA 222, Estos miRNAs son diana de la proteina MAP3K2 la cual
puede promover la posterior fosforilaciéon de Erk1/2. FGF23 activa
notablemente Ila ruta de sefalizacion intracelular Ras-MAPK.
Finalmente, la sefial llega al nucleo celular y se modula la actividad
celular, produciéndose una disminucion de los genes contractiles, un
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aumento de la proliferacién y cambios en la morfologia celular que

promueven el desarrollo de rigidez arterial.

FGF23
‘ Membrana celular
@] Inhibidor AZD 4547
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PD 98059
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Nucleo Fenotipo sintético

Figura 49. Altos niveles de FGF23 C-terminal promueven la rigidez arterial y el
cambio de fenotipo de las CMLV induciendo daiio vascular.

En conclusién, nuestros datos sugieren que un componente de
riesgo cardiovascular y mortalidad en pacientes con ERC podria ser
atribuido a la accidn de FGF23 sobre el fenotipo de las CMLV resultando
en un incremento de la rigidez arterial. En etapas tempranas de la ERC,
altos niveles de FGF23-c podrian ser util para identificar pacientes con
mas alto riesgo de desarrollar rigidez arterial y enfermedades
cardiovasculares. Sin embargo, aun queda mucho por descubrir de todo
este proceso fisiopatoldgico al que cada vez se suman un mayor numero
de factores, como es el caso de los microRNA 221 y microRNA 222. Por
lo que cada vez es mas necesaria una investigacién en profundidad que
esté focalizada en la evaluacién del papel de los microRNAs con
respecto a los cambios estructurales fisioldgicos y patoldgicos en las

CMLV.
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Para promover una traslacion clinica rdpida de estos resultados
parece recomendable controlar los niveles de FGF23 en aquellos
pacientes con una alta ingesta de P (sobre todo orgdnico de origen
animal e inorganico) y una mayor caida de la tasa de filtracién
glomerular y de la FeP ya que serian indicadores de un mayor aumento

de FGF23 y de un aumento de la disfuncién vascular.
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La conclusion general de nuestro estudio es que los elevados
niveles de FGF23 inducen la transicién de fenotipica de las CMLV desde
un fenotipo contractil a otro sintético promoviendo el incremento de la
rigidez vascular. Los altos niveles de FGF23 se asocian a la carga de
fosforo y correlacionan con el consumo de fésforo orgdnico de origen

animal e inorganico.

Este efecto del exceso de FGF23 sobre la vasculatura subraya su
efecto directo sobre la enfermedad cardiovascular y la mortalidad del

paciente con ERC.

De forma pormenorizada las conclusiones especificas de la tesis son las

siguientes:

1. Altos niveles de FGF23 intacto modifican el fenotipo de las CMLV
desde el fenotipo contractil al sintético el cual se asocia con disfuncién
vascular.

2. Altos niveles de FGF23 modifican la biogénesis de microRNAs
como por ejemplo el microRNA 221 y el microRNA 222 directamente
relacionados con el remodelado vascular.

3. La accién de FGF23 sobre las CMLV esta mediada por la
activacion del receptor FGFR1, la fosforlacion de ERK 1/2 vy la
disminucion de la proteina MAP3K2.

4, El cambio de fenotipo de las CMLV es desarrollado tanto por
FGF23 intacto como c-terminal, mientras que otros FGF como el FGF2
no promueven este efecto.

5. En modelos animales, altos niveles de FGF23 promueven el

cambio de fenotipo de las CMLV y el incremento de la rigidez arterial.
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Conclusiones

6. En pacientes con enfermedad renal crénica y sindrome
metabdlico los niveles de FGF23 correlacionan con parametros de
rigidez arterial.

7. La ingesta de alimentos ricos en fosforo de origen animal o
inorganico promueve la carga tubular de fésforo y el incremento de los

niveles de FGF23.
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Abstract: In chronic kidney disease (CKD) patients, it would be desirable to reduce the intake of
inorganic phosphate (P) rather than limit the intake of P contained in proteins. Urinary excretion of
P should reflect intestinal absorption of P(inorganic plus protein-derived). The aim of the present
study is to determine whether the ratio of urinary P to urinary urea nitrogen (P/UUN ratio) helps
identify patients with a high intake of inorganic P.A cross-sectional study was performed in 71
patients affected by metabolic syndrome with CKD (stages 2-3) with normal serum P concentration.
A 3-day dietary survey was performed to estimate the average daily amount and the source of P
ingested. The daily intake of P was1086.5 & 361.3 mg/day; 64% contained in animal proteins, 22% in
vegetable proteins, and 14% as inorganic P. The total amount of P ingested did not correlate with daily
phosphaturia, but it did correlate with the P/UUN ratio (p < 0.018). Patients with the highest tertile
of the P/UUN ratio >71.1 mg/g presented more abundant inorganic P intake (p < 0.038).The P/UUN
ratio is suggested to be a marker of inorganic P intake. This finding might be useful in clinical
practices to identify the source of dietary P and to make personalized dietary recommendations
directed to reduce inorganic P intake.

Keywords: phosphaturia; phosphate intake; FGF23; PTH; CKD

1. Introduction

In the early stages of chronic kidney disease (CKD), an increase in fibroblast growth
factor-23 (FGF23) and parathyroid hormone (PTH) cause a reduction in the tubular resorp-
tion of phosphate (P). Thus, the serum concentration of P is maintained within normal
values despite the decrease in the glomerular filtration of P [1]. However, in advanced
CKD (stages 4-5) the serum P concentration may be increased [2] because the phosphaturic
effects of FGF23 and PTH are not sufficient to overcome the marked reduction in the
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glomerular filtration of P. Consequently, at some stage of CKD, a reasonable strategy would
be to reduce the intestinal absorption of P in an attempt to prevent the development of
hyperphosphatemia. Ideally, it would be desirable to reduce the intake of inorganic P,
which is easily absorbed, rather than limiting the intake of P contained in proteins that are
necessary to prevent poor nutrition and muscle wasting.

Almost all food contains P. A large amount of P is found in proteins of animal origin.
Moreover, P salts (inorganic P) contained in some beverages and additives of processed
foods are a major source of highly absorbable P [3—6]. It has been shown that the restriction
of additives containing P contributes to the control of serum P [6]. The P contained in
animal proteins is hydrolyzed and then absorbed; P from plant proteins is poorly absorbed
since it is bound to phytate, and humans lack phytase, the enzyme required to extract P
from phytate [7]. The intestinal absorption of P from animal protein ranges from 50% to
70%, and from vegetable proteins, the intestinal absorption is only 30% to 50%. In contrast,
the absorption of inorganic P is close to 100% [3,8,9]. Hence, the net absorption of P [10]
is influenced by several factors, such as total P intake, food source, and vitamin D levels,
which increased the intestinal absorption of P [7,11]. Given all these factors affecting P
absorption, it is not surprising to find reports showing that the urinary excretion of P does
not correlate with total P intake [12]. Therefore, nephrologists may not have a strong reason
to measure urinary excretion of P.

High serum values of P should be corrected because there is an association between
high serum P and increased mortality both in CKD patients and in the general popula-
tion [13-16]. Recently, we observed that in the early stages of CKD, P overload, as reflected
by high urinary P excretion, induces renal injury and accelerates renal disease progres-
sion [17]. Other authors suggest that an increased P intake is associated with cardiovas-
cular morbidity and mortality, even if the serum level of P remains within the normal
range [18,19]. Therefore, even with normal serum P, it may be essential to reduce P load in
CKD, because it would decrease the demand for PTH and FGF23. Recent reports indicate
that an increased tubular load of P, required to maintain P balance, may contribute to the
progression of CKD [5,17]. Furthermore, there is increasing evidence indicating that the
elevation of FGF23, necessary to maintain serum P, is associated with negative cardiovas-
cular outcome [20]. Considering that the restriction of dietary P is a desirable therapy in
CKD patients, it would be important to have an easy method available to assess the source
of dietary P and make personalized nutritional recommendations. Ideally, protein intake
should be preserved and restrict the easily absorbable inorganic P.

Urinary excretion of P should reflect the intestinal absorption of P, which includes
both inorganic and organic P (from proteins). It is well established that the content of
urinary urea nitrogen (UUN) is a measure of the amount of protein that has been absorbed
and metabolized [21]. Hypothetically, an excessive intake of inorganic P relative to the
intake of organic P should be reflected in an increase in the ratio of P/UUN in the urine.

The aim of the present study is to determine whether the ratio of P to UUN in urine
helps to differentiate the sources of P ingested in a homogeneous group of patients with
metabolic syndrome and CKD stages 2-3.

2. Materials and Methods
2.1. Study Design

This is a cross-sectional study of patients being followed regularly at the outpatient
kidney and hypertension clinic. All subjects gave their informed consent for inclusion in
the study. The study was conducted in accordance with the Declaration of Helsinki, and the
protocol was approved by the Ethics Committee of Cordoba (Cordoba Research Ethics
Committee, Spain. Record number: 240; committee’sreferencenumber: 2730) and Agencia
Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios (Spain. EudraCT number: 2015-000619-42).



Nutrients 2021, 13,292

30f15

2.2. Inclusion Criteria

The total number of patients included in the study was 71. There were 18 to 85 years
old with an estimated glomerular filtration rate (eGFR) between 30 and 90 mL/min/1.73 m?
(CKD stages 2-3) [22]. All patients had been diagnosed with metabolic syndrome,
fulfilling at least three of the following five criteria [23]: (1) waist circumference >88 cm
in women and >102 cm in men; (2) serum triglycerides >1.69 mmol/L or drug treatment
for hypertriglyceridemia; (3) low high-density lipoprotein; men <1.03 mmol/L, women
<1.29 mmol/L or drug treatment; (4) elevated fasting glucose ( >6.11 mmol/L) or drug
treatment for diabetes mellitus; and (5) systolic blood pressure >130 and/or diastolic
blood pressure >85 mmHg or treatment for high blood pressure. All patients had lim-
ited proteinuria (albumin/creatinine ratio <0.4 mg/mg and a protein/creatinine ratio
<1 mg/mg).

2.3. Exclusion Criteria

Patients with serum P concentration >1.61 mmol/L, congestive heart failure, glomeru-
lar disease, HIV infection, hepatitis B or C, chronic liver disease, systemic inflammatory
disease, or previous history of cancer in the last 5 years were excluded.

2.4. Patients

Participant flow chart is shown in Figure 1. All patients were followed in the outpatient
clinic by the same physician at least twice yearly. Baseline data included age, gender,
body mass index, waist circumference, blood pressure, and comorbidities, or prevalent
diseases. Hypertension was defined as a systolic blood pressure >140 mmHg and/or
diastolic blood pressure >90 mmHg or a previous diagnosis of hypertension on blood
pressure medication. Abnormalities in glucose metabolism were defined as a fasting
glucose level >6.11 mmol/L or the use of hypoglycemic medication.

Patients followed in the out patient clinic
from February 2016 to October 2016
n=742

Patients with age <18 or >85 years-old (n=24)

|

Patients with age from 18 to 85 years-old
n=718

Patients with eGFR <30 or >90 ml/min/1.73m?(n=252)

|

Patients with eGFR 30 to 90 mi/min/1.73m?*
n=466
Patients with basal missing values of UPr/Cr ratio, HDL-
Chol, TG or not metabolic syndrome criteria (n=184)

|

Patients with metabolic syndrome criteria
n=282

Patients with overt proteinuria (defined by UPr/Cr >1mg/mg
or UAIb/Cr >0.4mg/mg) (n=58)

T

Patients without overt proteinuria
n=224
Patients with known or suspected glomerular disease,
P >5 mg/dl or another exclusion criteria (*) (n=138)

|

Patients without exclusion criteria
n=86

Patients who refuse to participate (n=15)

|

n=71

]

Figure 1. Participant flow chart.eGFR: estimated glomerular filtration rate; UPr/Cr ratio: ratio of
protein to creatinine in urine; HDL-Chol: high-density lipoprotein cholesterol; TG: triglycerides;
UAIb/Cr: ratio of albumin to creatinine in urine; P: phosphate. (*) Congestive heart failure, HIV in-
fection, hepatitis B or C, chronic liver disease, systemic inflammatory disease or previous history of
cancer in the last 5 years.

Patients underwent a detailed 3-day dietary survey prior to the extraction of blood
and urine samples to estimate the average daily amount and the source of P ingested.
The intake of P was estimated from a table with the composition of aliments consumed in
Spain, particularly in the south of Spain [24]. This extensive table has been very helpful to
obtain the P content of many homemade dishes that are common in this region. The in-
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formation on the content of P shown in this table matched the values indicated in another
source of food information, the Spanish Food Composition Database “BEDCA” [25] de-
veloped by the Spanish Federation of Food and Beverage Industries (“FIAB: Federacion
Esparfiola de Industrias de la Alimentacion y Bebidas”) and the Spanish Agency for Food Safety
and Nutrition (“AESAN”). The food composition values collected in this database have
been obtained from different sources, including laboratories, food industry, and scientific
publications. This database is built according to European standards developed by the
EuroFIR European Network of Excellence, and is included in the list of food composition
databases of the EuroFIR Association [26]. The dietary record has been used as an ap-
propriate assessment method for a pan-European dietary survey of the European Food
Safety Authority (EFSA). However, with the information available, it is not possible to
estimate with precision the amount of inorganic P contained in the diet; the data collected
and the values reported are only a brief estimation based in the amount of processed food
ingested (self-reported) by the patients. Before obtaining dietary information, patients were
trained on how to adequately describe the foods, amounts consumed, cooking methods, etc.
Food consumption was recorded daily both per meal and between meals. Food quantities
were assessed by a description of the utensils commonly used for cooking and serving and
indicating the amount consumed of each product [27]. Patients were asked to report if,
independently of the amount consumed, the diet included processed food. The survey was
reviewed with the patient during the clinic visit with the aim of clarifying the entries and
adding any omitted items and amounts.

2.5. Blood and Urine Chemistries

Blood was collected for measurements of serum biochemistry and complete blood
count. Laboratory tests included serum creatinine, urea, glucose, uncorrected calcium, P,
magnesium, albumin, lipids, ferritin, iron, and C reactive-protein (CRP). The 24-h urine
samples were collected and used for quantification of P electrolytes, albumin, protein,
urea with an Architect c-16000 (Abbott®, Chicago, IL, USA). The eGFR was calculated us-
ing the Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration (CKD-EPI) formula [22].
Complete blood count was measured with a ABX Pentra 120 Retic® (Horiba, Kyoto,
Japan). Human plasma c-terminal FGF23 (c-FGF23) was determined by ELISA (Inmuno-
topics, San Clemente, CA, USA). Intact PTH level was quantified by ELISA (Inmunotopics,
San Clemente, CA, USA).

Parameters measured in the 24-h urine collection were: Urine P excretion (mg/day)
that should match daily intestinal absorption of P. Fractional excretion of P (FeP) (%) calcu-
lated as FeP = ([Serum creatinine x Urine P]/[Urine creatinine x Serum P]) x 100. Urine P
excretion/eGFR (mg/day/eGFR), that reflects the urine P excretion relative to kidney
function. Urine P/creatinine ratio (P/Cr ratio) (mg/mg). Urine Urea nitrogen (UUN)
excretion (mg/day) (UUN (mg/dL) = Urea (mg/dL)/2.1428), UUN/Cr ratio (mg/mg).
P/UUN ratio (mg/g) that reflects daily intestinal absorption of P relative to daily amount
of absorbed and metabolized protein.

2.6. Animal Studies

To obtain additional information about the relationship between inorganic P intake
and the ratio P/UUN in urine, we analyzed urine samples stored in our Biobank. These are
samples from previous experiments using experimental rat model of 5/6 nephrectomy
(Nx) fed diets with inorganic phosphate added to achieve a 0.2%, 0.4%, 0.6%, and 0.8% of
total dietary content of phosphate. The normal P content in rat diet is 0.6%.

2.6.1. Animals

Male Wistar rats (Charles River Laboratories, Wilmington, MA, USA), 9-10 weeks old
and weighing 250-300 g, were individually housed using a 12-h/12-h light/dark cycle and
given ad libitum access to 1318 Altromin breeding diet (Altromin, Germany). Rats received
humane care in compliance with the Principles of Laboratory Animal Care formulated by
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the National Society for Medical Research. Ethics approval was obtained from the Ethics
Committee for Animal Research of the University of Cordoba.

Renal failure was induced by subtotal nephrectomy (5/6 NXx), a two-step procedure.
In the first step, animals were anesthetized using xylazine (5 mg/kg intraperitoneally)
and ketamine (80 mg/kg intraperitoneally). A 5 to 8 mm incision was made on the left
mediolateral surface of the abdomen. The left kidney was exposed, and the two poles (two
thirds of the renal mass) were ablated. After 1 week, animals underwent right Nx under
anesthesia. The control group underwent sham operation.

2.6.2. Dietary Inorganic Phosphorus Modulation

One day after the second surgery, rats were randomly distributed into groups and
fed diets with inorganic P added to achieve a 0.2%, 0.4%, 0.6%, and 0.8% of total dietary
content of P for 15 days. During the last 3 days of the 15-day experiment, rats were housed
in metabolic cages to collect urine samples. Urine Urea nitrogen and P were quantified by
spectrophotometry (Biosystems, Barcelona, Spain).

2.7. Statistical Analysis

Continuous variables are shown as mean (+ standard deviation, SD) or median
(interquartile range, IQR). Categorical variables are presented as a percent (%). Simple cor-
relation analysis (Spearman) was used to identify the relationship between phosphaturia
variables and other variables. P/UUN ratio was categorized into tertiles to compare P
intake, phosphaturia, FGF23, and PTH. The Kruskal-Wallis test was used to compare the
difference between means of more than two groups. Multivariable logistic regression was
used to evaluate the association between various factors and the odds of having consumed
processed food as patients included were asked to answer whether they ingested known
processed food in a binary fashion (Yes/No). Two models were performed, and model 2
was selected as the final model because it had the best goodness-of-fit. Discrimination abil-
ity was performed using the ROC (Receiver Operating Characteristic) curve and Youden'’s
Index identified the optimal cutpoint to discriminate patients whoself-reported having
consumed processed food from those who did not. The area under the curve (AUC),
sensitivity, specificity, and the accuracy of the model were also assessed. A p-value <0.05
was considered statistically significant. Statistical analyses were performed using SPSS sta-
tistical program (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) and R 3.6.1 (R Core Team, 2019), the tableOne
(v0.10.0 [28]), the corrplot (V0.84 [29]), and cutpoint packages [30].

3. Results

Demographics and clinical characteristics of the 71 patients are shown in Table 1.
Mean age 61 £ 9 years-old, (range 38 to 77), 72% (n = 51) were male, with a mean eGFR of
68 4 28 mL/min/1.73 m?. Hypertension was present in 100% of patients (n = 71), insulin
resistance in 49% (n = 35) and dyslipidemia in 77% (n = 55). The mean body mass index
(BMI) was 32.5 & 4.1 kg/m?, and the mean body weight was 90.6 & 13.8 kg. Serum and
urine biochemistry and calculated urine P parameters are shown in Table 2.

Table 1. Demographics and clinical characteristics of the study patients (n = 71).

Characteristic Mean + SD

Age (years) 61+£9

Gender (male, n/%) 51/72
Type 2 diabetes (n/%) 35/49
Dyslipidemia (n/%) 55.0/77
Hyperuricemia (n/%) 43.0/61
Smokers (n/%) 8.0/11
Ischemic cardiopathy (n/%) 8.0/11
Peripheral arteriopathy (n/%) 9.0/13

Cardiovascular events (n/%) 12.0/17
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Table 1. Cont.

Characteristic Mean + SD
Hypertension (n/%) 71.0/100
ACEI (n/ %) 7.0/10
ARB (n/%) 61.0/86
Diuretics (n/ %) 41.0/58
CCB (D) (n/%) 45.0/63
Beta-blocker (n/%) 28.0/39
Central Alfa-Blocker (n/%) 31.0 /44
Other antihypertensive drugs (n/%) 4.0/6
Body weight (kg) 90.6 + 13.0
Body mass index (kg/ m?) 32.0£4.0
Waist circumference (cm) in men 110.3 +10.1
Waist circumference (cm) in women 108.0 4+ 10.1
Systolic blood pressure (mmHg) 136.3 + 25.5
Diastolic blood pressure (mmHg) 84.1 £ 16.6
Mean blood pressure (mmHg) 108.4 +19.0
Heart rate (bpm) 64.0 +13.3

Quantitative and qualitative variables are presented as mean =+ standard deviation and number/percentage,
respectively. ACEL angiotensin converting enzyme inhibitor; ARB: angiotensin receptor blocker; CCB (D): calcium

channels blocker dihydropyridine.

Table 2. Biochemical parameters for serum and 24-h urine.

Serum Mean + SD
Creatinine (mmol/L) 0.105 £+ 0.036
Urea (mmol/L) 171 +£57
Glucose (mmol /L) 714 +2.71
Sodium (mEq/L) 1394 +24
Potassium (mEq/L) 44+05
Chloride (mEq/L) 106.1 + 3.3
Calcium (mmol/L) 2.37 £ 0.07
Phosphate (mmol /L) 14+0.16
Magnesium (mmol/L) 0.8 +0.1
Triglycerides (mmol/L) 1.70 £ 0.74
Cholesterol (mmol/L) 4.60 + 0.96
HDL-Cholesterol (mmol/L) 1.01 £0.23
LDL-Cholesterol (mmol/L) 2.80 +£0.83
Albumin (umol/L) 652 + 30
CRP (ug/L) 26,000 (12,000-55,000)
Iron (umol/L) 149+ 6
Ferritin (ug/L) 74 (39-130)
PTH (pmol/L) 6.1 (4.2-8.5)
c-FGF23 (RU/mL) 77.0 (61.8-112.6)
URINE (24-h Collection) Mean + SD
Creatinine (mg/day) 1402.3 + 618.4
UUN (g/day) 122+45
Sodium (mEq/day) 183 £ 76
Potassium (mEq/day) 67 + 28
Calcium (mg/day) 106 + 79
Urine P Parameters (24-h Collection) Mean + SD
Urine Phosphate excretion (mg/day) 7972 £324.7
Fractional excretion of phosphate (FeP) (%) 23.3 +£10.0
Urine Phosphate excretion/eGFR (mg/day/eGFR) 13.1+7.1
Phosphate/Creatinine ratio (mg/mg) 0.60 £ 0.17
Phosphate/UUN ratio (mg/g) 66.5 £16.3

Biochemical parameters for serum and 24-h urine summarized as mean =+ standard deviation. c-FGF23: c-terminal
fibroblast growth factor-23; CRP: C-reactive-protein; HDL: high density lipoprotein; LDL: low density lipoprotein;
P: phosphate; PTH: parathyroid hormone; UUN: urine urea nitrogen.
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The average intake of P was 1086.5 £ 361.3 mg/day (range 286.2 to 2093.7 mg/day).
The sources of P were: animal protein (64 & 13%, 677.3 £ 215.1 mg/day), vegetable protein
(22 £ 10%, 236.5 £ 130.2 mg/day), and inorganic P (14 + 13%, 174.8 & 205.1 mg/day).

Simple linear correlation analyses of daily intake of P versus urine parameters are
shown in Table 3. There was no correlation between P intake and the 24-h Urine P excretion
or any of the urinary P parameters, except with the P/UUN ratio in urine (p = 0.018).
The P/UUN ratio reflects total P absorbed and excreted in urine relative to the amount of
protein absorbed and metabolized. Linear correlation between P/UUN ratio in urine and
different dietary sources of P is shown in the lower panel of Table 3. The urine P/UUN
ratio showed a significant correlation with the amount of inorganic P ingested (p = 0.005)
and failed to show a correlation with P intake from animal or vegetable origin.

Table 3. Simple linear correlation analysis.

Variable Spearman Coefficient Significance (p)
(A) Total P intake (mg/day)
Urine P Excretion (mg/day) 0.189 0.128
FeP (%) —0.088 0.484
Urine P Excretion/eGFR (mg/day/GFR) —0.032 0.797
P/Creatinine ratio (mg/mg) 0.110 0.373
UUN (g/day) —0.11 0.927
UUN/Creatinine ratio(mg/mg) —0.088 0.471
P/UUN ratio (mg/g) 0.284 0.018
(B) P/UUN ratio (mg/g)

P from Animal protein (mg) 0.160 0.189
P from Vegetable protein (mg) 0.223 0.066
Inorganic P (mg) 0.332 0.005

(A) Total phosphate intake (mg/day) (dependent variable) vs.independent variables, measured in 24-h urine
collection. (B) Phosphate/UUN ratio (mg/mg/g) (dependent variable) vs.independent variables: phosphate
ingested from animal protein; phosphate ingested from vegetable protein and inorganic phosphate ingested. P:
phosphate; eGFR: estimated glomerular filtration rate using CKD-EPI; FeP: fractional excretion of phosphate;
UUN: urine urea nitrogen.

These findings are not surprising since inorganic P augments the numerator of the
P/UUN ratio, whereas animal or vegetable sources of P increase both the numerator and
the denominator of the P/UUN ratio. Therefore, according to the results presented in
Table 3, the P/UUN ratio, but not the daily phosphaturia, appear to reflect the intake of
inorganic P.

To assess to what extent the different sources of P ingested account for the total P intake,
the amount of P ingested from the different sources (animal, vegetable, and inorganic) was
plotted against total P intake (Figure 2A-C, respectively). Patients within the highest tertile
of P intake show a disproportionally high intake of inorganic P (Figure 2C) relative to the
amount of P ingested of animal (Figure 2A) or vegetable (Figure 2B) origin. Therefore,
patients within the highest tertile of P intake eat proportionally more inorganic P than P
from proteins; thus, in these patients, it is expected to find an elevation in the P/UUN in
the urine.
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Figure 2. Relationship between the amounts of phosphate intake (mg/day) from different sources
(Y axis):animal (A), vegetal (B), and inorganic (C), and the total phosphate intake (mg/day)
(X axis).Tertiles of phosphate intake and the tertiles of the different sources of phosphate are shown
as dotted line in the Y and X axis. P: phosphate.

Subsequently, patients were categorized into tertiles of P/UUN ratio in urine to
determine if patients with the higher P/UUN ratio show a high intake of inorganic P.
Patients in the highest tertile of P/UUN ratio showed a significantly higher intake of
P mainly from inorganic sources. Moreover, it exhibited more phosphaturia (Table 4).
Although the average intake of inorganic P is substantially less than that of organic P,
the intestinal absorption of inorganic P double that of organic P. The age and eGFR were
similar in the different tertiles of P/UUN (Table 4).
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Table 4. Patients separated by tertiles of urine phosphate/urine urea nitrogen ratio. Comparisons of

age; glomerular filtration; total intake of phosphate; phosphate intake from animal, vegetable and

inorganic sources; fractional excretion of phosphate; urine phosphate excretion per day.

. T1 (<589 mg/g) T2(58.9-71.1mg/g) T3 (>71.1 mg/g)

Variable n=24 n=23 n=24 r
Age (years) 62 £ 10 62+8 61+9 0.863
GFR (CKD-EPI) (mL/min/1.73 m?) 65 == 23 66 £ 20 73419 0.441
Total intake of P (mg/day) 979.3 4+ 3485 1042.1 4 355.2 12272 +£347.3 0047
P intake from animal source 628.5 + 98.9 673.0 + 726.2 7262+ 1648 0243

_ (mg/day)

P intake fr?;“g‘;i?:;;*ble source 194.0 + 98.9 257.3 & 143.9 2554 +137.2  0.185
Inorganic P intake (mg/day) 160.1 &+ 211.1 113.4 £+ 103.6 2471+2531  0.038
FeP (%) 229+ 123 241+ 10.6 229+ 6.8 0.653
Urine P Excretion (mg/day) 696.7 £+ 237.2 770.1 + 313.7 923.6 £ 356.1 0.049

FeP: fractional excretion of phosphate; GFR: glomerular filtration; P: phosphate; P/UUN ratio: phosphate/urine
urea nitrogen ratio.

The amount of inorganic P in the diet is not quantified with precision. However,
we had available a self-reported questionnaire from patients indicating whether they had
eaten processed foods, bakery, beverages, and others that are known to contain different
amounts of inorganic P. Patients were asked to answer whether they ingested known
processed food in a binary fashion (Yes/No). This is not an estimation of the amount of
inorganic P ingested, it was just a yes/no answer. A logistic regression was performed
to analyze if the urinary P/UUN ratio was associated with the probability of having
consumed processed food. The mean (SD) values of P/UUN were: 71.4 &+ 15.9 mg/g
and 60.6 £ 14.9 mg/g, p =0.005, in patients who, respectively, reported having consumed
processed food and those who did not. Results of logistic multivariable regression analysis
using eat vs did not eat processed food as dependent variables showed the following
information (Table 5):

Table 5. Multivariable logistic regression showing the factors associated with the probability of
having consumed processed food.

Model 1 Model 2
Characteristic OR 95 % CI p-Value OR 95% CI p-Value

Gender (F vs. M) 0.939  0.232,3.696 0.93

Age (Years) 0.885  0.811,0.95 0.002 0.883  0.807,0.95 0.003

P/UUN ratio (mg/g) 1.058 1.015,1.111 0.013 1.061 1.019,1.112 0.007
P from animal sources (mg/day) 1.000 0.997,1.003 0.82
P from vegetal sources (mg/day) 1.002  0.997, 1007 0.52

GFR (CKD-EPI) (mL/min/1.73 m2) 1.000  0.97,1.029 0.9

Model 1: adjusted for age, gender, P/UUN ratio, daily P intake from animal and vegetable sources. Model 2:
adjusted for ageP/UUN ratio, and eGFR by CKD-EPI equation. The bold means p < 0.05. OR: odds ratio;
CI: confidence interval; F: female; M: male.

P/UUN ratio is independently associated with the probability of having consumed P
from inorganic sources. Age, on the contrary, is associated with the probability of having
consumed P from other than inorganic P sources. The AUC of the model is 0.809 (Figure 3).
Sensibility and specificity of the model were 82% and 62%, respectively. Youden’s index
with bootstrap estimation for simulating the cutpoint variability (1000 replications) was
used to estimate the optimal cutpoint to discriminate patients whoself-reported having
consumed processed food from those who did not. Patients with a urine P/UUN ratio
>67.3 mg/g have 80% probability of eating processed food.
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Figure 3. ROC curve representing the diagnostic accuracy of model 2.Area under the curve
(AUC) = 0.80. The sensitivity of the model was 82% meaning the ability of the model to prop-
erly recognize the subjects that consumed processed food. Specificity was 62%, indicating that 62 out
of 100 non-processed food consumers were properly identified. The accuracy of the model was 75%.

The relationship between urine P parameters and phosphaturic hormones c-FGF23
and PTH was also analyzed. A simple linear correlation analysis is shown in Table 6.
The 24-h urine P excretion, the urine P/Cr ratio, and the P/UUN ratio failed to show
a significant correlation with ¢-FGF23 or PTH. However, eGFR, and the FeP correlated
significantly with both ¢-FGF23 and PTH. Therefore, circulating levels of c-FGF23 and
PTH correlated with the tubular load of P, but not with the total urinary excretion of P.
The serum concentration of calcium, P, CRP, albumin, and iron did not show significant
correlation with, c-FGF23 or PTH (data not shown).

Table 6. Simple linear correlation analysis between phosphate parameters obtained from 24-h urine
collection and phosphaturic hormones.

Variable Spearman Coefficient Significance (p)
Urine P excretion (mg/day)
¢-FGF23 (RU/mL) —0.149 0.225
PTH (pg/mL) —0.096 0.435
Urine P/Cr ratio (mg/mg)
c¢-FGF23 (RU/mL) —0.009 0.938
PTH (pg/mL) 0.148 0.221
Urine P/UUN ratio (mg/g)
c-FGF23 (RU/mL) —0.022 0.859
PTH (pg/mL) 0.147 0.228
eGFR (CKD-EPI)
¢-FGF23 (RU/mL) —0.534 <0.001
PTH (pg/mL) —0.265 0.050
FeP (%)
¢-FGF23 (RU/mL) 0.367 0.002
PTH (pg/mL) 0.381 0.001

Fibroblast growth factor 23 (c-FGF23) and parathyroid hormone (PTH). Dependent variables: urine P excretion
(mg/day): urine phosphate excretion (mg/day). Urine P/Cr ratio (mg/mg): urine phosphate/creatinine ratio
(mg/mg)). Urine P/UUN ratio (mg/g): urine phosphate/urine urea nitrogen ratio (mg/mg). eGFR (CKD-EPI):
glomerular filtration rate estimated by CKD-EPI (mL/min/1.73 m?). FeP (%): fractional excretion of P (%).

To obtain additional information about the relationship between inorganic P intake
and the urine ratio P/UUN ratio we used an experimental ratmodel of uremia by 5/6
Nxfed diets with increasing amounts of inorganic P (0.2%, 0.4%, 0.6% and 0.8%). Figure 4
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shows that urine P/UUN increases significantly with the percentage of inorganic P ingested.
This result supports that the urine P/UUN ratio could be useful to evaluate an excessive
intake of inorganic P.
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4. Discussion
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é&feémaﬁgﬁl ;8 eRT latgdvaihaqgiébarw&ﬁsf%r@fmﬁwMbwagﬁﬁét%c hormones
(%"Fﬁ C%FéFyﬁlear%%dég%%ﬁg Sydvdh é%ﬁé%%ﬁ*taftﬁ/r[fUbi"ﬁ%u}c%PﬁﬁlucSS%léentratlons of
¢-FGF23 and PTH did not correlate with total urinary P excretion but with tubular load of
P, FeP, and eGFR. We learned from this study that the ratio of P/UUN could be a useful
tool for clinicians to assess the intake of inorganic P and to make dietary recommendations.

Our results agree with previous findings by others [12], showing that phosphaturia
measured in a 24-h urine collection does not correlate with the total amount of P ingested.
Phosphaturia reflects the amount of P absorbed, which varies according to the source
of P ingested. The intestinal absorption of P is lower from vegetables than from meat
(30 to 50% vs. 50 to 70%) [10], whereas almost all inorganic P is absorbed. The proportion
of P ingested from the different sources is not uniform among the different individuals;
with such variability in factors affecting intestinal absorption of P, it is not a surprise to find
no correlation between total P intake and the urinary excretion of P.

Protein malnutrition is frequent in CKD patients with advanced age. Protein restriction
should not be recommended in patients with elevation of the P/UUN ratio. The total
amount of inorganic P ingested is less than the P intake from animal and vegetable protein;
however, it is almost totally absorbed and should contribute notably to the value of the
numerator of the P/UUN ratio. The P intake from proteins of animal origin contributes
to the numerator, but it also increases the amount of UUN, which tends to reduce the
P/UUN ratio. It is widely accepted that the value of 24-h UUN excretion is a measure of
the protein intake [31], so the P/UUN ratio reflects the amount of P excreted relative to the
protein intake. It can be assumed that if protein intake is maintained and the amount of
inorganic P ingested is decreased, the P/UUN ratio will be reduced. This hypothesis could
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be validated in future studies. From the results obtained in the present study; it is clear that
if the patient has a high P/UUN ratio (>71.1 mg/g), the total P intake is high and with
a high proportion of inorganic P (Figure 1, Table 4). Of interest is the study by Caravaca
et al., showing that the reduction in intestinal absorption of P by P binders is reflected by a
decrease in urine P/urea ratio [32].

Serum levels of PTH and ¢-FGF23 did not correlate with the total amount of P excreted.
However, these phosphaturic hormones did correlate with the eGFR and the FeP, suggesting
that it is the load of P relative to the prevailing GFR what dictates the stimulation of PTH
and c-FGF23.

In our patients, it was not observed a correlation between P intake and phosphaturia.
Others have reported the same observation. Twenty four-hour urine P excretion was
considered a parameter that reflects P intake in a situation of P balance, assuming that
net P absorption is linearly related to intake. This relationship has been assumed to apply
to patients with CKD [33]. Ix et al. showed that the circadian pattern of serum P is
modifiable by P intake [34], and the same author showed that P intake did not correlate
with phosphaturia [12]. Stremke ER et al. have recently published that 24-h urine P was
highly variable and was not correlated with dietary P intake in eight patients with moderate
CKD on a tightly controlled dietary intake [35].

In the western diet, P is ingested primarily as protein. The recommended dietary
allowance for P in our area is 900-1100 mg/day in healthy adults. The EFSA in Europe,
reports that the P intake ranges should be between 1000-1767 mg/day [36]. Our patients
have an average P intake of 1086.5 £ 361.3 mg/day, and only 14% is inorganic P, and much
of this is contained in additives [7]. P ingested as additives are easily absorbed and
excreted in the urine. The amount of P ingested as additives is low but contribute in large
proportion to the P collected in urine obscuring the relationship with the total P intake.
Despite their widespread use, P additives are typically unaccounted in the estimated P
content of processed foods. P additives represent a significant and “hidden” P load in
modern diets [3,37]. It must be recognized that the quantification of inorganic P in the
diet is difficult because the foods do not have the necessary information to make the
calculations. A high proportion of inorganic P is contained processed food. It was very
interesting to observe that patients who reported the intake of processed food presented
a high P/UUN in urine, in fact, if the value is >67.3 mg/g, they have 80% probability of
having processed foods in their diets. We believe that this may be a valuable information
in daily clinical practice. The results obtained from groups of uremic rats fed increasing
amount of inorganic P indicate that maintaining P intake of animal or vegetable origin the
addition of known amounts of inorganic P to the diet will produce predictable increases
in the P/UUN ratio in urine. Of course, an increase in the P/UUN may be detected
if the protein intake is reduced, which would be reflected by low amounts of urinary
UUN excretion.

It is not clear whether dietary P should be restricted in CKD stages 2-3 normophos-
phatemic patients. Kidney Disease improving Global Outcomes (KDIGO) guidelines do not
recommend the use of P binders in these patients if the serum P is not elevated. However,
it is important to educate patients to select foods without P additives [38]. Certainly,
a serum P within the high level of the normal laboratory range (<1.45 mmol/L) is a risk
factor for vascular calcification [15]. An argument favoring the dietary restriction of specific
sources of P is the fact that the tubular load of P is associated with an increase in both
c-FGF23 and PTH, which is observed before there is a significant increase in serum P con-
centration. Reports indicate that a progressive increase in FGF23 predicts rapid progression
of kidney disease and mortality [39].

The serum concentration of PTH and ¢-FGF23 correlated with the tubular load of P
but did not correlate with the total amount of P in the urine. The degree of renal failure
determines the amount FGF23 and PTH required to excrete an excess of P intake [11].
In animals, with renal failure, the increase in the renal load of P is accompanied by a
reduction in tubular expression of klotho, which generates resistance to the phosphaturic
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effect of FGF23 [40]. The association between high levels of FGF23 and mortality [39]
supports the importance of dietary restriction of inorganic P; therapeutic approaches to
reduce the intestinal absorption of P, according to urinary P/UUN ratio, may prevent the
increase in FGF23 [7,41]. Some authors have shown that short-term dietary P restriction
tends to reduce FGF23 levels in patients with moderately decreased kidney function [42].

This study has several limitations. A high P load may be associated with a decrease in
serum bicarbonate level, unfortunately serum bicarbonate was not measured. Moreover,
it was not taken into account that patients on proton-pump inhibitors may have changed
the intestinal absorption of P [43,44]. An important limitation of this type of study is the
difficulty of a precise calculation of the P content in the diet despite a conscious training
of patients in how to complete the dietary survey. Databases of food composition do not
specify with enough precision the amount of P contained in food additives, a main source
of inorganic P.

It was decided to performed this study in patients with CKD stages 2-3 with the same
cause of renal failure in an attempt to collect more uniform results; however, a reasonable
question is whether the results could be unrestrictedly applied to the general population.
Nonetheless it is likely that the data obtained in these patients with metabolic syndrome
could be useful in the general population.

5. Conclusions

In conclusion, our results suggest that the proportion between P and UUN excreted in
urine increases with the relative amount of inorganic P ingested. Thus, the P/UUN ratio
in 24-h urine is a marker of inorganic P intake, which is easily absorbed. It remains to be
proven if, in daily clinical practice, the use of P/UUN ratio urine is useful to guide the
dietary advice of patients with CKD.
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