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Resumen

La primera causa de muerte en pacientes con EefiatnRenal Cronica
(ERC) es la enfermedad cardiovascular (ECV), siesuldndice al menos 20
veces mas alto en pacientes en dialisis que eoblagon general. Los pacientes
con ERC sufren hiperfosfatemia y otras alteracialesnetabolismo mineral que
les conducen al desarrollo de HiperparatiroidismezuBdario (HPT?) y de
calcificaciones vasculares (CV); estas Ultimas rilomyen a la alta tasa de
morbilidad y mortalidad cardiovascular observad&sns pacienteka CV es un
proceso activo que implica la transformacion osteap de las células de
musculo liso vascular (CMLV), aunque los mecanismesilares y moleculares
por los que ocurren no estan completamente defnile ha descrito que niveles
elevados de fosfato (PO) inducen la calcificacyota diferenciacion de las
CMLV.

El calcitriol (CTR), molécula empleada en el tra@mo del HPT2en las
Ultimas décadas, induce hipercalcemia y un aumeéetoproducto calcio x
fosforo, favoreciendo el desarrollo de CV. Actuaitee se vienen usando
analogos de la vitamina D menos calcémicos conpmagtalcitol (PC), que ha
resultado ser efectivo en el tratamiento del HESIi29nducir CV. No obstante, los
mecanismos moleculares que median el efecto ddededel calcitriol y del
paricalcitol sobre las CV no estan del todo clatdiso de los objetivos de este
estudio es determinar si los tratamientos con tcalcio con paricalcitol
modularan de manera desigual la calcificacionrdasformacion osteogénica y
las vias de sefializacion intracelular relacionadas la CV de las CMLV
inducidas por niveles elevados de fosfato.
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Resumen

Por otro lado, dos de los principales factoresiados al progreso y a la
severidad de la ERC son la inflamacion crénica gsttés oxidativo (EO), los
cuales se han relacionado también de manera caus#s CV. Sin embargo, no
esta claro en qué medida el fosfato ejerce un eféicecto y especifico como
agente pro-inflamatorio y pro-oxidante sobre las L&M Por lo tanto, otro
objetivo del presente estudio es determinar si adfato elevado actla
directamente sobre las CMLV como un elemento geloerde especies reactivas
de oxigeno (EROs) e inductor de la respuesta paonaftoria, ademas de
esclarecer qué efecto ejercerian el CTR y el P@dalposible induccién de EO

e inflamacion por niveles elevados de fosfato.

Para abordar este trabajo de investigacion sertiava cabo cultivos in
vitro de CMLV durante 9 dias con los siguientegpgaiexperimentales: Control,
PO (3,3 mM fosfato), PO+CTR (f0M) y PO+PC (3x18 M) y se evalué la
diferenciacion osteogénicamediante expresion génica y lealcificacion.
Asimismo, en relacidbn con los mecanismos intraeeds implicados, se
realizaron cultivos de 24 horas para valorar luarfcia de estos grupos sobre la
activacion de laruta candnica Wnip-Catenina por western blot, microscopia
confocal y expresion de genes diana de la ruta &aluar el efecto de inhibir la
ruta Wnt/g-Cateninasobre la calcificacion y la actividad de la riga,llevaron a
cabo tratamientos de 24 horas con el inhibidor Dkk-0s grupos estudiados
fueron: Control, PO, PO+CTR, PO+PC, PO+Dkk-1, POREDkk-1 vy
PO+PC+Dkk-1. La actividad de la ruta se midi6 pdcroscopia confocal y
mediante la expresién de genes diana de la ruta.
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Resumen

Ademas, se incubaron CMLV durante 24 horas corgtapos Control,
PO, PO+CTR y PO+PC para evaluagéneracion de EROgy la activaciéon de la
via de sefalizacion canonica de MF mediante western blot y microscopia
confocal. Asimismo, cultivos de 9 dias fueron wmados para determinar
expresion génica dmarcadores inflamatorioshivelesde ICAM-1 por citometria
de flujo y niveles deitoquinas secretadaal medio de cultivo por ensaygio-
Plex. Concentraciones mas bajas de CTRYM y 10%? M) fueron utilizadas
para valorar su efecto sobre el estrés oxidatita inflamacion; los grupos
experimentales fueron: Control, PO, PO+CTRO+CTRY y PO+CTR". Tras
24 horas de cultivo se evaluarorgkeneraciéon de ERO¥ la activacion de laia

de sefalizacion canonica de Mg por western blot.

Los resultados obtenidos en este trabajo de temisuelstran que el
desarrollo de calcificacion y la diferenciacion @dLV a células de estirpe
osteogénica que ocurre con niveles elevados datfosfon mediados por la
activacién de la ruta canénica Whtatenina. La adicién de CTR (1) en
condiciones de fosfato elevado produce una solivaeaxin de la ruta Wnit
Catenina, resultando en mayor calcificacion y maiiarenciacion osteogénica.
Sin embargo, el paricalcitol inhibe la activaciéa & ruta canonica Wit/
Catenina, reduciendo la calcificacién y la difeiani®n osteogénica.

Por otro lado, niveles elevados de fosfato produgerincremento en la
produccion de EROs, la activacion de la ruta cargdde Nkp y un aumento en
la expresion de ICAM-1 y de citoquinas inflamater{#_-1p, IL-6, IL-8 y TNF-
alfa) en CMLV. La adicién de calcitriol (fM) a CMLV incubadas con fosfato
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elevado incrementa la produccién de EROs, la agtimade Nkp y la expresion
de los marcadores inflamatorios ICAM-1, IL-6 y T&NFPor el contrario, el
tratamiento con dosis mas bajas de CTR'{3010* M) resulta en una reduccion
del estado inflamatorio y del estrés oxidativo. iDeal forma el PC inhibe el
estrés oxidativo, la activacion de la via dfFy la expresion de marcadores
inflamatorios en CMLYV cultivadas con niveles elevade fosfato.

En base a todo lo expuesto anteriormente, losteed de este estudio
describen nuevos mecanismos por los que el foséddwado favorece la
disfuncién vascular. Ademas, dada la efectividatbdenalogos de la vitamina D
inhibiendo la calcificacién, el estado inflamatoyi@l estrés oxidativo inducidos
por el fosfato, éstos podrian proporcionar berwsiciclinicos adicionales

previniendo las complicaciones cardiovasculardsgpacientes con ERC.
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Cardiovascular disease (CVD) is the main causesathdin patients with
chronic kidney disease (CKD), with a frequency 2fet higher than the
observed in the general population. CKD patientsl@khyperphosphatemia and
other disorders of mineral metabolism that leathe&odevelopment of Secondary
Hyperparathyroidism (HPT2°) and vascular calcifwat(VC). Both of them
contribute to the high rate of cardiovascular maitgiand mortality observed in
uremic patients. CV is an active process involvirsgeogenic transformation of
vascular smooth muscle cells (VSMC), although tmeleulying cellular and
molecular mechanisms are not fully elucidatedall heen described that elevated
levels of phosphate (PO) induce calcification aifiéigbntiation of VSMCs.

Calcitriol (CTR), molecule which has been used foe treatment of
HPT2° during the last decades, has an effect pmogubypercalcemia and
increasing the calcium x phosphorus product, asl vasl promoting the
development of VC. Currently, less calcemic vitamimanalogues are being used.
For instance, paricalcitol (PC) has been proveddoeffective in controlling
HPT2° without inducing VC. Nevertheless, the molacumechanisms mediating
the differential effect of CTR and PC are not ejirclear. One objective of this
study is to determine whether treatment with CTRGfwill modulate differently
calcification, osteogenic transformation and indtadar signaling pathways

associated with high phosphate-induced VC.

Furthermore, two of the main factors associateth Wie progression and
severity of CKD are chronic inflammation and oxidatstress (OS), which have

also been related to VC. However, it is uncleawtat extent phosphate has a
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direct and specific effect as pro-inflammatory gd-oxidant agent on VSMC.
Therefore, another objective of this study is tdedaine whether elevated
phosphate acts directly on VSMC as an inducer adtiee oxygen species (ROS)
and of a pro-inflammatory response, as well adanofg the effects that CTR and
PC exert on the possible induction of OS and infteation by high phosphorus

levels.

In order to address these aims, VSMC were cultdoed9 days and
experimental groups were as follows: Control, PG (8M), PO+CTR (18 M)
and PO+PC (3xI®M). Calcification and osteogenic differentiatidn (erms of
gene expression) were assessed. In addition, wells treated for 24 hours to
evaluate the effect of these treatments on theain of the canonical Wifd/
Catenin pathway by western blot, confocal microgcapd expression of target
genes. Furthermore, cells were treated for 24 hautts the inhibitor Dkk-1 to
evaluate the effect of inhibiting the WpHCatenin pathway on calcification and
pathway activity. The groups were: Control, PO, BOR, PO+PC, PO+Dkk-1,
PO+CTR+Dkk-1, and PO+PC+Dkk-1. The pathway actiwias tested by
confocal microscopy and the expression of targeege

On the other hand, VSMC were incubated for 24r&iggroups Control,
PO, PO+CTR, and PO+PC) to evaluate the ROS geoerats well as the
activation of the canonical MB pathway by western blot and confocal
microscopy. Likewise, 9-day cultures were perforredetermine the expression
of inflammatory markers, the levels of ICAM-1 byoft cytometry and the
cytokines secreted into the culture medium by BexP assay. Lower

concentrations of CTR (1§ M and 10" M) were alsaused to assess its effect on
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OS and inflammation. The experimental groups wéentrol, PO, PO+CTR,
PO+CTR', and PO+CTR? ROS generation and the activity of the canonical

NF«p pathway were evaluated by western blot after 2&¢sof culture.

The results obtained in this study show that thevetbpment of
calcification and the osteogenic differentiationv8MCs induced by high levels
of phosphate are mediated by activation of the c@abWntp-Catenin pathway.
The addition of CTR (& M) with high phosphate induces an overactivatibn o
the Wntp-Catenin pathway, resulting in increased calcifaratand osteogenic
differentiation. However, paricalcitol inhibits aation of the canonical Wrfif
Catenin pathway, therefore reducing both the daltibn and osteogenic

differentiation processes.

Furthermore, high phosphate levels cause an @eviat ROS production,
activation of the canonical NB pathway and increased expression of ICAM-1
and inflammatory cytokines (ILfl IL-6, IL 8 and TNF-alpha) in VSMC. The
addition of CTR (18 M) to VSMC incubated with high phosphate increaR&sS
production, Nk activation and the expression of inflammatory neaskl CAM-

1, IL-6 and TNF alpha. By contrast, treatment wittv doses of calcitriol (1€’
and 10" M) results in reduced inflammation and OS. SinylaPC inhibits OS,
activation of the NkB pathway and the expression of inflammatory markers

VSMCs cultured with high levels of phosphate.
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On the basis of these results, this study descniloe®l mechanisms whereby
elevated phosphate promotes vascular dysfunction.addition, given the

effectiveness of vitamin D analogues to inhibit tadcification, the inflammatory

status and the OS induced by high phosphate, thghtnprovide additional

clinical benefits by preventing cardiovascular cdingtions in CKD patients.
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1.ENFERMEDAD RENAL CRONICA

La enfermedad renal crénica (ERC) conlleva una igargrogresiva e
irreversible de las funciones renales, cuyo graalafdccion se determina a través
del filtrado glomerular (FG), siendo <60 ml/min/3, 7 indicativo del dafio
renal. A consecuencia de ello los rifiones pierdercapacidad para eliminar
desechos, concentrar la orina y conservar losrelgots en la sangre. Las causas
méas comunes de ERC son la nefropatia diabétichipéatension arterial, y
la glomerulonefritis. Juntas causan aproximadamelni®% de todos los casos de
ERC en adultos.

El prondstico de pacientes con ERC es pobre y erapeoedida que la
funcion renal disminuye. Los pacientes  con ERC esufr
de aterosclerosis acelerada y tienen una incidem@a alta de enfermedades
cardiovasculares. La principal causa de muerte amieptes con ERC es la

enfermedad cardiovascular (ECV) (1,2).

En el afio 2002, la Fundacion Nacional del RifionEdéados Unidos
(National Kidney Foundation) propuso, a través ate duias de practica clinica
K/DOQI, una definicidon y una clasificacion de la ERon el objetivo de aunar
criterios y facilitar de forma sencilla y practied diagnostico precoz de la

enfermedad independientemente de la causa original.
Las Guias K/DOQI proponen la siguiente definici@neRC:

1. Dafo renal durante al menos tres meses, defieodoo alteraciones

renales funcionales o estructurales, con o sinethsscdel FG, manifestado por: la
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presencia de marcadores de dafio renal, que inclayemaciones en la
composicién de la sangre u la orina y/o alteradotketectadas por estudios de

imagen.

2. Disminucion de la funcion renal, expresada medidFG o0 por un
aclaramiento de creatinina inferior a 60 ml/minBLjM2 durante al menos tres
meses, con 0 sin dafio renal aparente. En los @tiafms se ha puesto de
manifiesto que las alteraciones del metabolismoerainasociadas a la ERC
tienen efecto adverso incrementando la morbimdadli por causas
cardiovasculares. Por ello, el enfoque actual di#dreno urémico debe abordarse
en conjunto con las alteraciones del hueso, debloésmo mineral y de la
enfermedad cardiovascular asociada. Existe unaxmmnestrecha entre todas
estas alteraciones. La Fundacion KDIGO (Kidney &sse Improving Global
Outcomes) ha propuesto nuevas definiciones:

- Osteodistrofia renal (ODR). Este término queda riregtlo a las
alteraciones de morfologia y arquitectura 6seagigsade la ERC. El diagnéstico
exacto sélo se consigue mediante analisis histam@tiico, es decir mediante
biopsia 6sea.

- Trastorno mineral y 6seo asociado a la ERC. Hafegercia a todas las
alteraciones bioquimicas, esqueléticas y calcificas extraesqueléticas que
ocurren como consecuencia de la ERC. Esta entldi@dacse denomina "chronic
kidney disease-mineral and bone disorder" (CKD-MB®9 manifiesta por una o

la combinacién de las siguientes manifestaciones:
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1) Anormalidades en la regulacién del calcio (Cfasforo (P), hormona

paratiroidea (PTH) y vitamina D.

2) Alteraciones en el remodelado, mineralizaciéolumen, crecimiento o

fragilidad del esqueleto.

3) Calcificaciones vasculares o de otros tejidasdhbs.

1.1. ALTERACIONES DEL METABOLISMO MINERAL EN LA
ENFERMEDAD RENAL CRONICA

Los rifiones, junto con otros érganos como son lgasdglas paratiroides,
el intestino y el hueso, juegan un papel fundanherteel mantenimiento de la
homeostasis del Ca y del P. Durante la progres®nadERC se producen
alteraciones en el metabolismo mineral que finatmeiaran lugar a la aparicion
de calcificaciones extraesqueléticas, dando consulteelo complicaciones

cardiovasculares y un aumento de la mortalidad)(3,
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Figura 1. Alteraciones del metabolismo mineral eral ERC.

Dichas alteraciones comienzan con un descenscsanveles de calcitriol

(CTR) y con un aumento de P sérico debido a sungete renal. Ademas, el

déficit de CTR provoca a su vez un descenso de2fieos Todo ello produce un

aumento en la secrecion de la hormona paratir@geaatohormona (PTH).

La PTH es una hormona con accion fosfaturica cereettomo objetivo,

entre otros, regular los niveles de Ca en sangim Bllo, la PTH estimula la

liberacion de Cay de P procedente de la matria,daereabsorcion de Ca por el

riidn y la produccion renal de CTR, el cual aumdatabsorcién de Cay P a

través del intestino.
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Por otro lado, la produccion del factor de crecirtoede fibroblastos 23 (FGF23,
del inglésFibroblast growth factor 2Ben el hueso es estimulada por CTR (5) y
por el contenido de P en la dieta (6, 7). FGF28res hormona fosfaturica que
requiere de la proteina klotho para su activaciéactjla sobre el rindbn como
organo diana inhibiendo la actividadadridroxilasa en el tubulo proximal,
reduciendo indirectamente la absorcion intestimalRly Ca, e inhibiendo la
reabsorcion de P en el riidn. Todo esto con eldénmantener la fosfatemia

dentro de la normalidad.

1.1.1. Homeostasis del fésforo en la enfermedad @drcronica.

El P, mayoritariamente en la forma de fosfato iaoigo (Pi), es un factor
importante en la homeostasis celular y sistémicsim&mo, es uno de los
principales componentes del hueso, los fosfolipigdes &cidos nucleicos, asi
como necesario para la generacion de ATP, la gadan intracelular y el

mantenimiento del pH.

Cuando los niveles séricos de fosfato exceden losn®l/L (valores
normales entre 1 y 1,5 mmol/L) se produce la hgstatemia Por otro lado, la
hiperfosfatemia y el consiguiente aumento del petmlgalcio x fésforo (Ca x P)
en pacientes con insuficiencia renal estan estneehi relacionados con la
calcificacion de arterias coronarias, arteriasf@ecas y valvulas cardiacas (8)
(9), y estan significativamente ligados a la mattal en pacientes en
hemodidlisis (10). Ademas, la hiperfosfatemia gsrieicipal factor de riesgo para

la mortalidad cardiovascular en pacientes con ERCX2).
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En humanos, la mayoria del P (85%) se encuentel Baeso, el 14% es
intracelular y el 1% esta en el fluido extracelulaxr mayoria del P ingerido es
absorbido por el tracto gastrointestinal, por tpante pasivo a través de los
enterocitos o mediante un cotransportador de Pndég@e de sodio (NaPi-2b)
(13).Bajo condiciones normales, el 80-90% del P filtradoreabsorbido en el
tubulo proximal renal, principalmente a través dePN2a (14)Aunque el rifion
es el principal regulador de la homeostasis dehjp bondiciones normales, el
hueso también sirve como un reservorio de P quéepcentribuir a la regulacion

de P sérico mediante procesos de formacion y riésobsea (15).

La regulacion de los niveles de P depende fundaimeente de la PTH, la
fosfatonina FGF23, cuya funcién esta intimamengada a la proteina
transmembrana Klotho, y del CTR. Estas moléculasiaac principalmente
modulando la reabsorcion renal y/o la absorcidestmal de P (15). PTH y
FGF23, promueven la eliminacion de P renal estinddala internalizacion e
inactivaciéon del cotransportador NaPi-2a, y, deaestanera, disminuye la
reabsorcién renal de P (16). La PTH también estirtauliberacién de Ca y P de
los huesos a través del proceso de resorcion. dfeipa Klotho es un cofactor
para FGF23, pero también promueve la fosfaturieepeddientemente de la
inactivacion de NaPi-2a (17 CTR promueve la absorcion intestinal de P por
incremento de NaPi-2b. Todos estos sistemas apt@ranmantener los niveles de
P sérico en un estrecho rango, normalmente er@ng 25 mg/dl (18)Uno de los
primeros sintomas en la insuficiencia renal esuglento sérico del P debido a la

disminucién de la funcién renal.
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La insuficiencia renal conduce a la alteraciénalexcrecién de P y a la
disminucién en los niveles de klotho (19), aunqo® hiveles de P séricos se
mantienen inicialmente en el rango normal por @ualacion al alza de FGF23 y
PTH (20).Desafortunadamente, este mecanismo compensaderdesbordado a
medida que la funcion renal va declinando. Asi,ealioa que avanza la ERC, el
filtrado glomerular disminuye y con ello se redleexcrecion de P. Ademas, el
aumento en el remodelado 6seo provocado por ursexde PTH y la continua

ingestion de P resulta en una marcada hiperfosfatem
1.1.2. Homeostasis del calcio en la enfermedad rémadnica.

El Ca en su forma ionizada ademas de ser un impertamponente del
hueso, es crucial para numerosos procesos fisoaggicomo sefializacion
neuronal, contraccion muscular o coagulacién saeguiEn humanos, el 99% del
Ca se encuentra en el hueso y el 1% restante gnesaren células. El 50 % del
Ca en suero se encuentra unido a proteinas, porltantra mitad del Ca esta en
forma ionizada. El Ca es absorbido en el intestielyado, tanto por difusion
paracelular como por mecanismos de transportecactiel 98% del Ca filtrado es
reabsorbido por el riidén (21). Aproximadamente B@ifioles de Ca intervienen

en procesos de formacion y resorcion 0sea al dia.

Los factores que controlan los niveles de Ca seremon CTR, PTH,
Klotho y calcitonina (21l CTR favorece la absorcion intestinal de Ca, ceda
excrecion urinaria de Ca e incrementa la resor@g@aa incrementando los niveles
séricos de Ca. La PTH, incrementa los niveles deddiaos de forma indirecta al

estimular la actividad de adhidroxilasa en el rifidn, incrementando asi la

43



Revision Bibliogréafica

produccion de CTR y de forma directa inhibiend@xarecion urinaria de Ca y
promoviendo la resorcién 6sea. Finalmente, Klodrmkién mantiene los niveles
séricos de Ca estimulando la reabsorcion de Cardlulas renales (28n

contraste, la calcitonina es una hormona hipocabm@en que estimula la
excrecion urinaria de Ca e inhibe la reabsorcioeadsEstos complejos
mecanismos sirven para mantener los niveles dex@@acelular en un rango muy

estrecho, de 9 a 10,5 mg/dl y el Ca i6nico en in®R&b

En los enfermos renales, la hiperfosfatemia inHéeactividad de la
enzima 25-dihidroxivitamina D3ethidroxilasa en el rifion, disminuyendo la
produccion de 1,25(0H)2D3 (CTR) a partir de 25(O8Bl)@alcidiol) (23). Por
otra parte, el aumento de P plasmético determinaaramento de los niveles de
FGF23, que es un inhibidor directo de la actividachidroxilasa, contribuyendo
al déficit de CTR. Los bajos niveles de CTR conduee una situacion de
hipocalcemia (nivel sérico de Ca total menor dendgdL o 2,1 mmol/L en seres
humanos). La hipocalcemia junto con la hiperfosfédeestimula la secrecion de

PTH originando el desarrollo del hiperparatiroidisranal secundario.
1.1.3. Hiperparatiroidismo Secundario

El hiperparatiroidismo secundario (HPT 2°) es wramicacion comun de
la ERC que se produce como consecuencia de logusiesaen el metabolismo
mineral con alteraciones en los valores de PTI,a&Py CTR (24, 25).

La PTH participa en la regulacién de la homeostasigral mediante los

siguientes mecanismos:
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1. Disminuye la reabsorcion de P en los tubulos renale
2. Incrementa la reabsorcion de Ca en los tubulodesna
3. Libera Cay P de los huesos.

4. Estimula la sintesis de CTR aumentando indirectéanknabsorcion

de Cay de P através del intestino (24).

En la ERC este balance se encuentra alteradoiMeles en suero de CTR
y Ca disminuyen y los de P aumentan. La hiperfesia estimula directamente
la secrecion de PTH (26) y la proliferacién celyaratiroidea (27). Asimismo,
el descenso de Ca extracelular induce un aumeni® sgcrecion de PTH con la
finalidad de restablecer los niveles normales d€28a Ademas, el aumento de
PTH estimula la secrecion de FGF23 (209).

En enfermos renales con HPT2° es bastante frecleegeneracion de un
hiperparatiroidismo terciario. En éste, las glaaduparatiroideas crecen de
manera incontrolada originando una hiperplasia lamdharatiroidea. Los nédulos
no responden a sus reguladores Ca, P y CTR; grnrento de PTH estimula la
absorcion intestinal de Ca y de P, produciendorbgbeemia(31).
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1.1.4. Klotho y FGF23

FGF23 y Klotho son proteinas clave para el cordeola homeostasis del
P y del Ca. FGF23 es una “fosfatonina” secretadaopteocitos y osteoblastos
maduros. Tanto CTE82) como la sobrecarga deg(®L)se asocian con altos niveles
sericos de FGF23.

El principal 6rgano diana de FGF23 es el rifidn, ddolisminuye la
sintesis renal de CT{®). Este descenso en la sintesis de CTR resulttaegkaen
un descenso de la calcemia que conlleva a un nragr@mento en la secrecion de
PTH. En condiciones de alto P, el FGF23 inhibeskbsorcion de P en el tdbulo
renal, convirtiéndose asi en la principal hormofasfaturica”. La finalidad de
estos mecanismos es mantener la fosfatemia deatiosdniveles fisiol6gicos
normales(33). Otro 6rgano diana de FGF23 son las glandulaatipzides.
FGF23 regula directamente la produccion de PTHbighdola a través del
receptor de FGF23 (FGFR) y del correceptor KlotBa).

En cuanto a Klotho, dicha proteina se expresa ipaimente en el rifion,
pero también en la glandula paratiroides y en delgp del plexo coroideo
(sistema nervioso centra(Bs). Klotho puede presentarse como una isoforma
asociada a la membrana o bien en forma soluble,rgauiere para posibilitar la
union de FGF23 con su receptor (FGFR) fundamentdknen el tubulo distal,
aunque su efecto biolégico se desarrolla fundarimeatde en el tubulo proximal
(36).
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Los niveles plasméaticos de FGF23 aumentan prognesinte conforme la
funcion renal disminuye, alcanzando niveles notablge mas elevados que los
observados en la poblacion nornga¥). EI aumento de FGF23 constituye un
mecanismo regulador frente a la retencion de Piribagendo a mantener los
niveles de P en un rango normal. Asimismo, la d&fa en Klotho observada en
la ERC, que confiere resistencia renal al FGF28ptén podria contribuir a los
niveles elevados de FGFZ3).

Membrane -l Soluble
Klotho =] Kiotho
O
Binding O
FGF-23 FGF-23
Shedding | Blood
LA R LR R L LR R R R R R R R aREREAEREN
LR R T L .I'O. L R R R L LR LR T ]
Klotho s FGFR-1 Intracellular
transport ,* i signaling :
.-\- # %*E-\\r’f_-"'"
i, Gene transcription ;@ Pitranspor

Figura 2. Complejo proteico heterotrimero de Klothg FGF23 y FGFR1 (39).

Ha sido observado que ratones deficientes en klothGF23 desarrollan
importantes calcificaciones vasculares (CV) y d@ds blandos (pulmones,

vejiga, testiculos, piel, muUsculo esquelético ydimmo). La desregulacion de
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FGF23 y klotho en estos roedores provoca un aungnlos niveles séricos de P,
Ca y CTR, alterando el metabolismo mineral y fagigmedo el desarrollo de CV
(40).

2. LA ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR EN LA
ENFERMEDAD RENAL CRONICA

La ECV sigue siendo la principal causa de muertelemundo y es la
responsable de més del 50% de la mortalidad eemtasi con ERC. De hecho, el
riesgo de mortalidad en pacientes con enfermedal terminal es 20 6 30 veces

mayor que en la poblacién genefl).

Aunqgue la enfermedad renal suele considerarse daector de riesgo
independiente de la ECV, existe una relacién patentre ambas enfermedades

gue crece a medida que progresa el deteriorofdadsn renal42).

La ECV puede ser debida a distintos factores coa@resencia de
patdogenos periodontales, el estrés oxidativo, kslipdimia, la diabetes, la
hipertension, el envejecimiento, factores inflamaw o el estado urémico en
enfermos renales, el cual lleva asociado algunososlefactores enumerados
anteriormente. En relacion a la ECV y la ERC se pahlicado numerosos
estudios en los que se establece una asociacitg eraumento de FGF23 vy el

riesgo de mortalidad por eventos cardiovascul@®s

Una de las principales complicaciones cardiovaseslque ocurren en los

ultimos estadios de la ERC en la formacién de C¥ tr8ta de una patologia
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multifactorial caracterizada por la deposicién dsfdto calcico en forma de
hidroxiapatita en tejidos cardiovasculares, comspgasanguineos, el miocardio y
en las valvulas cardiacést). La hiperfosfatemia y el elevado producto Ca P e
pacientes con insuficiencia renal estan estrech@meslacionados con la
calcificacion de arterias coronarias, arteriasf@ecas y valvulas cardiacé&10),

y estan significativamente ligados a la mortalidedpacientes en hemodialisis
(10).

En pacientes urémicos las CV se caracterizan pomas prevalentes y
extensas, progresar mas rapidamente y aparecadasenhas tempranas que en la
poblacién general. Asimismo, las calcificacioneslate arterias coronarias tanto
en la poblacion general como en pacientes urémiesisn fuertemente
correlacionadas con la presencia de placa aterosche(45, 46) la inestabilidad
de dicha plac#47, 48)y con el incremento de riesgo de infarto de midicai49,
50). En los pacientes con ERC y hemodidlisis, el gdeloalcificacion arterial es

un factor predictor de enfermedades cardiovasaulgrmortalidad51-53)

Durante muchos afos se penso que las CV se debfapraceso pasivo y
a una enfermedad degenerativa sin opcion de tratéo(b4). En las dos dltimas
décadas se ha demostrado que se trata de un pamtasonfuertemente regulado
y que presenta una gran similitud al proceso figimo de la mineralizacion 6sea
(55-57) Ademas, se sabe que durante el desarrollo d€Vadas células de
musculo liso vascular (CMLV) sufren una transformdadenotipica hacia células
de estirpe osteogéni¢as, 59) En este sentido, existen importantes semejanzas
entre el proceso de formacion de las CV y la ogteesjs, ya que los mecanismos
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de osificacion que ocurren en las CV son similaréss de la formacion de hueso
(61, 62). En cualquier caso, los mecanismos que condudarC& adn no estan

completamente definidos.
2.1. ESTRUCTURA DE LOS VASOS SANGUINEOS.

Los vasos sanguineos se clasifican en arteriaggsvgncapilares. Las
arterias y las venas poseen una estructura ordenad®guesta por tres capas
concéntricas llamadas tunica intima, tinica medianyca adventicia. La tunica
intima es la mas interna de las capas, y se comgenena capa de células
epiteliales especializadas que constituye el etidot@ebajo de la intima esta la
capa subendotelial, una fina capa de tejido cormecfile no esta presente en los
vasos de menor calibre. Entre ambas capas se didpoldmina basal. Los
capilares solo presentan una tanica intima formpda células endoteliales
apoyadas en su lamina basal. La tunica media e&asarrollada en las arterias
gue en las venas y se compone de capas concémteaadulas musculares lisas
entre las cuales se interponen cantidades varidbletastina, fibras reticulares y
proteoglicanos. Entre la tanica intima y la medealas arterias esta la lamina
elastica interna, una capa formada por fibras detiah. Dicha capa confiere
elasticidad al vaso para extenderse y contraesdarhina elastica interna esta

menos desarrollada en venas.
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Figura 3. llustracion de la estructura de los vasosanguineos Las arterias presentan una tdnica media
bastante mas desarrollada que las venas, mienteasmglas venas la tinica adventicia es, frecuarttamla
capa mas gruesa del vaso. Los capilares sélo pagsena tlnica intima formada por células enddeslique

se apoyan en su lamina basal.

La capa mas externa es la tunica adventicia, laesia compuesta por un
tejido conectivo laxo constituido por fibroblastolbras elasticas y fibras
colagenas dispuestas paralelamente al eje longéudel vaso sanguineo. Es la
capa mas prominente de las venas y esté irrigadeapos de pequefio calibre, los
vasa vasorumEntre la tanica media y la adventicia de las m$ese diferencia

una capa limitante formada por elastina denomih@taa elastica externa.
2.2. LA CELULA DE MUSCULO LISO VASCULAR.

El citoesqueleto de las células del muasculo lisMIC se compone de
filamentos de actina y de filamentos intermediopasgeina fibrosa, ademas de

un aparato contractil constituido por filamentosof de actina y gruesos de
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miosina. La red de filamentos de actina e interomdista implicada en la
preservacion de la morfologia de las C#). El citoesqueleto esta organizado
COMO una estructura geometrica que asegura qeadedbh contractil se distribuya
uniformemente y el mantenimiento de la morfologial yfenotipo de las CML
(64).

Las CMLV forman parte de los vasos sanguineos @sluyltconstituyen
uno de los subtipos de las CML. Otros subtiposlasiCML cardiaco y las CML

viscerales.

Las CMLV tienen una tasa de proliferacion extreamaénte baja y
expresan un repertorio de proteinas contractisales ionicos, y moléculas de
sefalizacion, claramente enfocados a su contdadi{65). Estas células tienen la
capacidad de contraerse o relajarse para altechareletro de la luz de los vasos
sanguineos con el fin de regular la tension aftés). Ademas de su funcion
contractil, también interviene en procesos de ag@n y su alteracion juega un

papel muy importante en el desarrollo de la enfdadesascular.
2.2.1. Plasticidad fenotipica.

Las CMLV, a diferencia de las células de muscuimiado o de las del
musculo cardiaco, retienen la capacidad de modul&enotipo tras el desarrollo
post-natal67, 68). La plasticidad fenotipica de las CMLV madurasies ventaja
de supervivencia que poseen los organismos SUeERMIMOo respuesta a cambios
vasculares. Las CMLV poseen las propiedades dermamtar drasticamente las

tasas de proliferacion, migracion y de aumentarcdpacidad sintética (no
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contractil) en la reparacién vascular y en la ag@msis. Por otro lado, este
cambio hacia el fenotipo sintético suele estarcreteado con el desarrollo y/o
progresion de la enfermedad vascular. Existen agide que muestran que
cambios fenotipicos de las CMLV desempefian un payosl importante en un
gran numero de enfermedades, como hipertensiornasss arterial, cancer,

aneurismas y diabetéss)

Por tanto, las CMLV pueden tener fundamentalmerdas tipos de
fenotipos, el contractil y el sintétic@®6), aunque en respuesta a los distintos
estimulos del entorno celular pueden adquirir témhin fenotipo osteogénico
(58). La morfologia es un parametro importante padefaicion de los fenotipos
de las CMLV. Las CMLV contractiles son alargadafusiformes, mientras que
las CMLV sintéticas son menos alargadas y poseennuorfologia romboide.
Ademas, por lo general las CMLV sintéticas exhibemyores tasas de
crecimiento y mayor actividad migratoria que lasitcactiles(66). No obstante,

para la diferenciacion de fenotipos es mas fiablse de marcadores especificos.

El fenotipo osteogénico comparte algunas caratiteréscon el fenotipo
sintético, como es la pérdida de marcadores de CMiov ejemplo transgelina
(SM22y), elastina, miosina de cadena pesada de muscsto (MHC) y
esmotelina. Ambos fenotipos (sintético y osteog®nige diferencian en otros
aspectos, pues el fenotipo osteogénico posee yagptmiferacion celular, una

mayor liberacion de vesiculas de matriz y mayoresies de Cbfal/Runxg8).

Los mecanismos por los cuales las CMLV adquierefenotipo particular

son objeto prioritario de investigacion en la alitizal.
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Figura 4. Plasticidad fenotipica de la CMLV. Principales diferencias entre los fenotipos contractil,

sintético y osteogénico.
2.2.2. Proteinas miogénicas.

La a-actina de musculo liso, la calponina y la SM22 encuentran entre
los marcadores del fenotipo contractii mas relesniaunque también son
considerados marcadores importantes la miosinaadena pesada de musculo
liso y la esmotelina. Algunas de estas proteingédnefvolucradas en la
contraccién de las CMLV, y la desaparicion de pgrits asociadas al fenotipo
contractil se interpreta como un sintoma de difgesmon hacia otro fenotipo
(66,69)
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2.2.2.1 Alfa actina de musculo lise-EMA )

La o-SMA es una proteina contractil de cadena Unicauyo cpeso
molecular es de 42 kDa. Dicha proteina se dispenmanera helicoidal en dos
filamentos alrededor de la tropomiosina, y juega papel importante en la
contractilidad de las CMLV70, 71)

La a-SMA es el marcador més usado en la identificadé&rCMLV vy el
primero en aparecer durante la diferenciacion deLCKl segundo dia del
desarrollo embrionarig69). Estudios realizados in vitro en CMLV bovinas,
demuestran que la induccién de la calcificacion iargd la exposicidon, durante
10 dias, a concentraciones elevadagdgicerofosfato implica la disminucion de
la expresion de-SMA (58). Wang y colaboradores observaron que en arterias
radiales calcificadas de pacientes con ERC, edpemite en las zonas de
calcificacion, la expresion deSMA se encontraba significativamente disminuida
a la misma vez que aumentada la expresion de losad@es osteogénicO?).

2.2.2.2 Calponina

La calponina tiene un peso molecular de 32 kDa yrea proteina clave
para la funcionalidad de las CMLV. Es una proteimailar a la calmodulina que
une los filamentos de actina con tropomiosina. dstuin vitro acerca de la
funcién de la calponina han revelado que esta ip@tmhibe la actividad de la
enzima Ca/Mg ATPasa, blogueando el movimientoiveate actina y miosina en
ensayos de movilida@¥3). Estos hallazgos indican que la calponina es sibj®

regulador de relajacién de las CMLV.

55



Revision Bibliogréafica

Por otro lado, un trabajo publicado por Yoshikanaolaboradores reveld
gue los roedores deficientes en calponina mostraben aceleraciéon de la
formacion 6sea. En estos ratones la recuperacidasdgacturas 0seas fue mas
rapida que en los controles y también se encoraigficacion ectopica en los
mutanteg74). Estos datos sugieren que la calponina podridaregagativamente

la formacion 6sea.
2.2.2.3 SM22

SM220 es una proteina con un peso molecular de 22 keaequCMLV
contrictiles se asocia a los filamentos de actipea se agrupan en el
citoesqueleto. Esta proteina es el segundo marcaqder aparece durante la
diferenciacion de células progenitoras a CML, ysido detectada durante el
desarrollo embrionario en masculo liso, esqueléyictardiaco, pero durante el
desarrollo postnatal se expresa exclusivamente b @scerales y vasculares
(64, 69) Otras denominaciones de esta proteina son tiarsgeVS3-10.

Esta proteina comparte secuencias de aminoacidostias especificas de
CMLV, como la calponina. La expresion génica de 3M2se regula
negativamente cuando la CMLV asume un fenotiporelifie al contractil o
cuando los procesos de transformacién celular @apli una drastica
reorganizacion del citoesquelgb, 76) SM22y, asi como calponina ¢-actina,
disminuye su expresion cuando las CMLV cambian fdabtipo contractil al

fenotipo osteogénic(b9, 77).
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En un estudio llevado a cabo por Zhang y colaboesd@n ratones
deficientes en SM22 se observd que las CML eran histolégicamente
indistinguibles de CML de tejidos de roedores ndesiaa pesar de existir
pequefios defectos en la organizacion de los filtmsede actina en los embriones
de ratones deficientes en SM2@4). Estos datos parecen indicar que SMB22
es imprescindible para el desarrollo normal y pgasafunciones homeostaticas
basales de las CML.

Por otra parte, en un estudio donde se llevo a talablacion génica de
SM220. en ratones hipercolesterolémicos deficientes esEA@\polipoproteina E)
se observé un incremento de la lesion aterosobardyi un aumento en la
proliferacion de las CML\(78). Estos resultados identifican un papel fundamental

para SM22 en la regulacién del fenotipo de las CMLV.
2.3. TIPOS DE CALCIFICACION VASCULAR

La calcificacion de los vasos sanguineos puedeept@se en la tlnica
intima, en la tanica media o pueden observarse smbajuntamente, como

sucede en la mayoria de pacientes con ER(B0).

Clasicamente, se han distinguido los tipos de fozdcion arterial
dependiendo de donde se depositara el Ca. Asialtaicacion arterial se ha
dividido en calcificacion de la intima (asociadé&glaca de ateromg$l) y en
calcificacién de la media (conocida como esclerdsidonckeberg), la cual esta
ligada a la rigidez vascular por mineralizacion lde fibras elasticas y la

arteriosclerosis observada con la edad, diabeteRE (82). La primera estaria
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relacionada con un aumento de la deposicion ddolépy con la infiltracion de
células inflamatorias, mientras que en la segueddria mas influencia el cambio

de fenotipo de las CMLV hacia células méas parecdasteoblastos.

Sin embargo, algunos estudios sugieren que esidicdaion no seria tan
clara y que ambas serian manifestaciones del pratesosclerotico, encontrado

en los grandes vasos de pacientes con BBC

2.3.1. Calcificacion de la intima.

La calcificacion en la tanica intima esta relaeida con la aterosclerosis
(81, 84) y, aunque generalmente las placas ateroscleréés&s constituidas
principalmente por una masa central grasa (atergmaa capa fibroséss), en

pacientes con ERC hay también abundante CV.

El inicio de la formacion del ateroma coincide danaparicién de una
lesion o disfuncidon endotelial, producida por faetocomo la hiperlipidemia,
tabaquismo, hipertension arterial, o envejecimienfoas esta lesion inicial
sobreviene un proceso inflamatorio que produce tlaceion, adhesion y
migracion de monocitos y linfocitos T a través eetlotelio(86). A continuacion,
se forma la estria grasa debido al acumulo deesstier colesterol que atraen a los
macrofagos. Las CMLV de la tanica media migran &d&iintima, engrosando la
pared arterial. Después se forma una capa fib(88aque puede romperse

provocando la aparicién de un trombo y un accideatdiovascular agudas).

En el caso de pacientes con insuficiencia renafosman pequefios

agregados cristalinos de fosfato calcico, los auakevan uniendo dando lugar a
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formaciones mayores y poco uniformes. En algunazsioces, cuando la
calcificacion es muy extensa, se ha llegado a vasé& presencia de matriz ésea
en las placas aterosclerétigas, 90).

2.3.2. Calcificacion de la tunica media.

La calcificacion de la tunica media esta asociada @ pérdida de
elasticidad y es llamadambiénarterioesclerosis de Mdnckebergla cual tiene

lugar sobretodo como consecuencia del envejecimiéntiabetes y la ER@2).

Fue descrita por primera vez en 1903 por J.G. Mémeig, quien la
defini6 como un extenso acumulo mineral en la @imeedia de la pared de las
arterias, y en ocasiones se extiende hasta la damléstica interng91). Al
contrario que la calcificacién de la intima, tidogar sin formacion de placa de
aterosclerosi¢ss).

Wascular calcification (VC) in CKD

Atherosclerotic Monkeberg
Arterial intimal calcification Arterial medial calcification

Figura 5. Calcificacion vascular en la enfermedadeanal cronica. Adapatado de Hruska K et al(92)
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Inicialmente, este tipo de calcificacion presentpdsitos lineales de
fosfato célcico en la tinica media, proximos alaiha elastica. Cuando la lesién
avanza, los depoésitos se disponen a lo largo deedia formando anillos e

incluso matriz 6sea si la calcificacion es muy pg#€55).

Dentro de la CV de la media se incluye la denorarederiolopatia
urémica calcificante (CUA)que afecta a arterias de pequefio calibre y quersufr
entre el 1 y el 4% de los pacientes en dialisisCLEA tiene una presentacion
proximal (abdomen, muslo o gluteos) o distal (delig la rodilla o del codo) y se
caracteriza por la aparicion de lesiones cutanelsasas, nddulos subcutaneos,
isquemia tisular, y necrosis de la piel y del ®jglbcutaneo de las manos y los

pies. La CUA empeora considerablemente el prorwstdos pacientg93, 94).

2.4. ELEMENTOS CELULARES Y MOLECULARES
RESPONSABLES DE LAS CALCIFICACIONES VASCULARES.

En la actualidad, el proceso de calcificacion essiterado, ademas de un
proceso pasivo de deposicion de sales (inducidomipetes elevados de Ca y P),
un proceso activo, mediado por células, el cua estrechamente regulado por

diferentes mecanismos que no son excluyentes SIrfee).

A continuacién se enumeran diferentes factores are, términos
generales, conducen al proceso de calcificaciomaydiferenciacion osteogénica:
factores externos inductores de la calcificaciorscubar, factores internos

inductores de la diferenciacion celular (transicié@notipica), pérdida de
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inhibidores de calcificacién, liberacion de comp$ejde nucleaciéon, muerte
celular o apoptosis y degradacion de la elastina.

2.4.1. Factores inductores de las Calcificacion®asculares

La mineralizacion es un proceso complejo conducmy factores
inductores de la calcificacion tanto en huesos cemia calcificacion ectopica. A
su vez, existen proteinas o factores de transoénpgile actian como inhibidores
de este proceso de mineralizacion. Por tamieando el equilibrio entre
promotores e inhibidores se deshace a favor depiimseros, tiene lugar la
mineralizacién de los tejidogs6). A continuacion se describen los factores
inductores mas importantes que intervienen ensrdalo de las CV.

2.4.1.1. Calcio vy fosforo

En estudios llevados a cabovitro en CMLV, un aumento de los niveles
de Ca hasta niveles de hipercalcemia (>2.6mM) poodun aumento en la
mineralizacién y una transicion fenotipi@®). El efecto del Ca sobre el proceso
de mineralizacion fue mediado por el cotransportatboPi dependiente de Na,
Pit-1. Si bien de forma aguda los niveles elevalin€a no aumentaron la entrada
de P, una exposicion prolongada a Ca elevado inglujaumento del ARNm de
Pit-1, sugiriendo que el Ca elevado regula la ddidad al Pi en las CMLV.
Resultados similares fueron observados por Proddjooolaboradores, quienes
encontraron que en cultivos de CMLV una exposi@ditas concentraciones de
Ca (1.8 a 5mM) indujo calcificacion. EI aumento comitante en los niveles

intracelulares de Ca, se asocié con una fosfataséina alterada y con niveles
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disminuidos de la proteina Gla de la matriz (MG#,idglésMatrix gla protein).
Asimismo, niveles elevados de Ca estimularon baréicion de vesiculas de
matriz procedentes de CML humanas que potenciaanireralizacion96). El

uso de inhibidores del flujo de Ca (diltiazem y BA® bloqued la
mineralizacion de CMLV(97). Todos estos resultados indican que los niveles
elevados de Ca en las CMLV tienen efectos promiizardes, aumentando el
producto Ca x P, y regulando diferentes mecanisntcacelulares que favorecen

la mineralizaciéon de la matriz extracelular.

Histéricamente, niveles elevados de Ca sérico ldm @sociados con
mayor riesgo de infarto de miocardio, calcificacgmronaria, y un aumento de
espesor de placas. Mas recientemente, una seegtutios han demostrado entre
la poblacion con ERC una asociacion entre nivelikgs ade Ca seérico y
calcificacién (98-100) lo que se traduce también con mayor disfuncién
cardiovascular o mortalidad. Esta asociacion tambésulta significativa con la
comparacion del producto Ca x R01) Es interesante sefialar que las
hipercalcemias esporadicas son fendmenos relatianfieecuentes en pacientes
en dialisis dada la intervencion de factores comaedmposicion del liquido de
dializado, la terapia con vitamina D o la admirisidon de quelantes de P basados
en Ca. Las subidas de Ca, aunque esporadicas, entarmo de P elevado son
altamente perjudicialed 1, 101) Esta idea esta respaldada por estudios clinicos
gue muestran como el uso de quelantes de P nodsasadel Ca disminuian la
calcificacion vasculaf102-104)y la mortalidad102,105).

Por otro lado, diversos trabajos han comprobadeegumiltivosin vitro de
CMLYV se puede inducir mineralizacion aumentandorinles de fosfato en el
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medio. Cuando los niveles de fosfato del cultivelsyan hasta niveles similares
a los encontrados en individuos urémicos (> 2mld)mlatriz extracelular que
rodea a las CMLV desarrolla una mineralizacion caracteristicas similares a la
observada en las calcificaciones vasculares y dmuedoin vivo, incluyendo la
presencia de fibras de colageno calcificantescutsd de matriz e hidroxiapatita
(59, 106-108)

Altas concentraciones de P inducen una transi@datfpica de CMLMn
vitro, de manera simultanea al desarrollo de la calcificapasiva, disminuyendo
la expresion de marcadores de CMLV y aumentandodda marcadores
osteocondrogénicos, como osteopontina (OPN), Rufeatasa alcalina 6
BMP2 (106). Estos cambios son muy similares a los que serads en las
arterias de los pacientes con ERID7). Durante esta transicion las CMLV, de
fenotipo contractil, se transforman en células efeofipo osteogénico. Se piensa
gue este fenotipo osteogénico esta preparado @aasar 0 adaptar a las CMLV a

un microambiente mineralizant®07).

Villabellosta y colaboradores evaluaron in vitrgpedceso de calcificacion
inducido por P analizando la deposicion de Ca y®P) y estudiando los
cambios osteogénicos durante este proceso. Estt@esusugieren que
inicialmente la DCP es un fendmeno pasivo, que ripale la ausencia de
inhibidores de la calcificacién, y que impulsa despcambios osteogénicos que
inducen la aparicion de un deposito biomineralizadon una nanoestructura
cristalina bien organizada y muy diferente de laoestructura cristalina de una

mineralizacion exclusivamente pasia9,110).
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En estas condiciones de alto P, las CMLV cambiametfologia y su
patron de crecimiento, formando nodulos calcifieamjue se pueden observar al
microscopio 6ptico usando la tincién de Von Kosisa. Figura 6 muestra la
apariciéon de un nédulo calcificante inducido pore® las CMLV. Cambios
similares se han observado in vivo en humanos ymedelos animales de
calcificacion vascula(s8, 111). Estos datos confirman la importancia del P como
molécula de sefalizacion tanto en la transiciémtipica de CMLV como en la

mineralizacion.

Figura 6. Tincién von kossa realizada en cultivos d€MLV. La imagen “a” corresponde a células
controles, y la “b” a células cultivadas con 2mMfdsfato, durante 10 dias. Las zonas de color niegioan

la existencia de depdsitos de fosfato célcicoléehh sefiala un nodulo calcificarffel 2)

Transporte de P en las células de Musculo Liso Masc

El Pi extracelular entra en la célula a travésodecbtransportadores Pit-1
y Pit-2 dependientes de sodio, incrementando eltri@celular y la expresion de

genes relacionados con la mineralizagitos6).
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Existen tres tipos de cotransportadores de P deperd de sodio; los de
tipo 1 y Il, predominantemente en rifidn y epitafitestinal, y los de tipo 1l (Pit-1
y Pit-2), que se expresan en muchos tejidos y tggbslares, incluyendo rifidn,

cerebro, corazon, higado, pulmon, hueso y vass.

Jono y colaboradores demostraron en cultivos de \Zhjike el transporte
de P era dependiente de sodio y dependiente deorleemtraciéon de PO,
sugiriendo la presencia de un cotransportador @tH) dependiente de sodio en
las CMLV, lo cual se confirmo mediante la utilizawidel acido fosfonoférmico
(PFA), un inhibidor especifico de los cotranspastad de P dependientes de
sodio. Al afiadir PFA se inhibi6 el transporte de d&forma dosis-dependiente y
con ello la calcificacion y la expresion de margado osteogénicos como

Cbfal/Runx2, osteocalcina, osteopontina y fosfaabsaina(112).

[ Fosfato elevado] BMP.2

-~

SM22a

@ — SMa-actina
a /Z \ Calponina

Dy @ Vesiculas de matriz,
Osteopontina, 3 Cuerpos apoptéticos
Osteocalcina Colageno

Figura 7. Efecto de las concentraciones elevadas de P en |a4l(V. El fosfato entra a través del
cotransportador Pit-1 hacia el interior de la &leleva el P intracelular, y regula la expresiérCtfal, a la

vez que disminuye la expresion de marcadores micggrfacilitando de esta manera el cambio de figoot
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Asimismo Li y colaboradores demostraron que labididn del transporte
de P mediante ARNsi especifico del Pit-1 en CML¥doleaba la expresion de
marcadores osteocondrogéni¢b3), tal y como sucedio con PFA en los estudios
anteriores de Jono y colaboradores. Otros estudiaiso han demostrado que el
Pit-1 interviene en el desarrollo de las CV obsedgaun aumento en la expresion
génica de Pit-1 y Cbhfal en las aortas calcificattagatas urémicas respecto a las

aortas de ratas san@as4).

Un estudio realizado con osteoblastos también demlasimportancia del
cotransportador Pit-1 en la mineralizacion de edlubsteocondrogénicas. En
dicho estudio, los niveles de ARNm de Pit-1, peoode Pit-2, incrementaron

durante la diferenciacion de los osteoblastosmifeeralizacion115).

Sin embargo, Villa-Bellosta y colaboradores han tnao® en diferentes
estudios que el efecto del P sobre la calcificagdade ser independiente del
cotransportador Pit-1, estando por el contraripreceso de calcificacibon mas
relacionado con la produccidn de cristales calogieto que con la entrada

intracelular de R116).

2.4.1.2. Calcitriol

En términos generales, el CTR es considerado eitadgerapéutico mas
utilizado para el tratamiento del hiperparatirawiis secundario en la ERC. Sin
embargo algunos estudios sugieren que el CTR puaddeir calcificaciones por

dos vias: una via directa, a través del recepteitdmina D (VDR) de las CMLV
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(117), y una segunda via indirecta, por provocar un atoneel producto Ca x P
Sérico(118,119).

Trabajos llevados a cabo por nuestro grupo y @ubgres muestran que la
administracion de CTR a ratas con nefrectomia $t@lyce tanto CV como

calcificaciones en tejidos bland@d0-123)

OH

Calcitriol
1a, 25(OH), VD,

Figura 8. Estructura molecular de la molécula de Caiitriol

Las CMLV expresan receptores de vitamina D (VDRIg ¢esponden a la
adicion de CTR. En un estudio in vitro en CMLV hwas, Jono y colaboradores
observaron que el CTR ejercia un efecto estimuladire la calcificacion a
través de una inhibicion directa de la expresiéaderoteina relacionada con la
hormona paratiroidea (PTHrP), un inhibidor endoget® la calcificacion
vascular, y de la estimulacion de la expresion decadores osteogénicos como

es la fosfatasa alcaliria17)
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Los efectos negativos del CTR sobre las CV descriefuerzan la
intencién de buscar andlogos que ejerzan un coxblhiperparatiroidismo
similar al CTR pero con menor efecto sobre el ime&eto de los niveles séricos
de P y CV. En este sentido el paricalcitol (PChcaue es 3 veces menos efectivo
que el CTR en el control del hiperparatiroidismgmidnuye hasta 10 veces la
absorcidon de Ca del intestino, disminuyendo tamblgroducto Ca x P y las CV
(120, 124)

Un estudio con ratones LDLR -/- a los cuales searidujo ERC mediante
nefrectomia y una alimentacién con una dieta altaatorias demostrdé que tanto
el CTR como el PC, utilizados a la concentraciénimé& necesaria para inhibir la
secrecion de PTH, desempefiaron un papel protattaseCV. Datos publicados
por nuestro grupo de investigacion han mostradopguiealcitol y no calcitriol
disminuye la CV en ratas nefrectomizadas alimeistaen una dieta alta en P
durante 14 dias (124). Sin embargo, otros autoras mMmostrado que
concentraciones altas de ambos compuestos resulemola induccion de
calcificacion aodrtica, lo cual parece indicar laseencia de un comportamiento
bimodal de CTR y PC dependiente de la concentragia influye en el
desarrollo de las CY125).

2.4.1.3. Suero urémico v citogquinas pro-inflamatesri

Los pacientes con ERC presentan un menor aclasdd; ry la dialisis
s6lo elimina parcialmente algunas toxinas urémipas,lo que éstas tienden a

acumularse en el suero pudiendo influir en el dearde CV (24).
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En un estudio donde se cultivaron CMLV proveniemtesorta bovina en
presencia de suero humano normal, versus suek@rpemte de pacientes en
didlisis desde al menos 2 afios se observo queeeb suémico promovia la
calcificacion de estas células induciendo la exPresle osteopontina, un
marcador temprano de la diferenciacion a osteabl&stos resultados sugieren
gue, ademas de la hiperfosfatemia, otros factareernentados en la uremia
pueden estar implicados en la aparicion de CVpragresion de la ERQ26). Es
el caso de las toxinas urémicas, como el p-cresel ydoxil sulfato. En el
contexto de la enfermedad renal crénica, el aumaémiadoxil sulfato produce un
aumento del estrés oxidativo y del estado inflan@id27) y un aumento de las
calcificacioneq128). Al igual que el p-cresol induce la produccionEROs y de
moléculas inflamatoriag129), y esta estrechamente relacionado con la aparicion

de calcificacioneg130).

Las citoquinas proinflamatorias, muy abundanteglesuero del paciente
urémico, también parecen tener un importante papel desarrollo de CV. Tintut
y colaboradores observaron in vitro que la inculracide células vasculares
calcificantes (CVC) con concentraciones crecierdes TNFe condujo a un
incremento dosis-dependiente de la actividad déosfatasa alcalina y a la
aparicion de depdsitos minerales en dichas célu@l. Estos mismos autores
observaron que la actividad de la fosfatasa akalimicanzéd niveles
significativamente mayores en co-cultivos llevadosabo con CVC y monocitos
respecto a cultivos de CVC sin monocitdss2) Por otro lado, en estudios
realizados con células mesenquimales se ha obsequaala administracion de

TNFa estimula la expresion de BMP-2 a través de lavaciin de Nkp
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dependiente de IK&K y IKKB (133). Asimismo, la estimulacionn vitro de
macrofagos con cristales de fosfato célcico prodaudiberacion de TN, IL-1 e
IL-8 (134).

2.4.2: Genes y proteinas implicadas en la difereacion osteogénica

La CV es un fenOmeno activo que se asemeja alrdédeade células del
hueso y donde las CMLV van adquiriendo caractedstifenotipicas de
osteoblast@62, 95, 106). Este proceso de diferenciacidon esta sujeto egialacion
de genes osteogénicos en respuesta a sefiales ecascamiorfogenéticas,

metabadlicas, inflamatorias y de naturaleza endacéi?).

Entre la proteinas inductoras de diferenciacioreagginica destacan:
Runx2, Msh Homeobox 2 (Msx2), Proteina morfogeméfisea 2 (BMP2), BMP-
4, Distal-less homeobox 5 (DIx5), Osterix (Sp7}. €tras proteinas expresadas
por osteoblastos e inducidas por la actividad desefactores de transcripcion
osteogénicos son: Osteocalcina (OC 6 BGR)loproteina Osea (BSP), Fosfatasa

Alcalina, Colageno tipo | u Osteopontina.

2.4.2.1. Runx?

Runx2 también denominado Cbfa 1, Osf2, AML3 o PEBR2es uno de
los tres miembros de la familia de factores destrapcion relacionados con el
dominio Runt, y es esencial para la osteogénegiarg la condrogénesi$35)
Estos factores de transcripcion regulan, de mamesitiva o negativa, la
expresion de genes relacionados con la diferedciamelular osteogénica y con

numerosas patologias, como la mineralizacion ewa6m la progresion y
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metastasis de algunos tumoK@86, 137) Dicha regulacion es llevada a cabo a

través de la union de dicho factor a secuenciascégms de ADN.

El primer experimento que indicé que Runx2 podciaa como un factor
de diferenciacion del linaje osteoblastico se heo 1997 (138). En dicho
experimento se observéd que la expresion de Runx&iethas no osteoblasticas,
como fibroblastos primarios, activaba la transdééipcde sialoproteina 6sea
(BSP), osteopontina y osteocalcina, una proteiga expresion es principalmente
regulada por Runx2 en osteoblastos totalmente edibddos(139). Roedores
deficientes en Runx2 exhiben una pérdida totalgiiécacion, tanto endocondral
como intramembranosa, debida a una notable ausdmasteoblastqd40, 141)

Por otro lado, en relacion a la regulacion de laresion de Runx2, se ha
descrito que estad negativamente regulado por dacteres de transcripcion,
como Msx2(142) y Bapxl (143). Ademds, Runx2 contiene sitios de unién
funcionales para si mismo, de tal manera que unajwe el gen se ha activado
por otro factor, la proteina que se produce “adiegcal mismo gen de una
manera exponencial. De esta forma, se puede emtémdexplosion” que se
produce en la expresion de Runx2 durante el déeapamstnatal, pues el intervalo
de tiempo que separa la ausencia total de exprggbnivel maximo de la misma
es menor de 12 horé&si4).

En los dltimos afios se ha relacionado la expred®rRunx2 con la
diferenciacion osteogénica de las CMLV. Sin embarfms mecanismos
moleculares por los cuales Runx2 regula las CV stéanedel todo clarificados.
Tanaka et al demostraron que Runx2 reprime la sikpregénica de marcadores
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de CML y promueve la expresion génica de marcadosésogénicos en aorta
humana(135). Runx2 interactua fisicamente con el factor deuesta al suero
(SRF) y afecta al complejo ternario SRF/miocardtisgciando la miocardina de
la cromatina, lo que evita totalmente la actividiehscripcional de ésta, por lo
gue se concluye que Runx2 es un factor crucial lpanansicion osteogénica de
las CMLV.

2.4.2.2. BMP2

La proteina morfogenética de hueso 2 (BMP2) fornaatep de la
superfamilia del Factor de Crecimiento TumoBa(TGF{) y fue identificada
originalmente como una proteina inductora de lan&midon ectdpica de hueso
(145). La union de BMP2 a su receptor, un homodimeropcmsto por BMPR2
de tipo | y de tipo I, resulta en la fosforilacigractivacion de BMPR2 tipo | y
de proteinas de la familia SMAD que en el ndclecian la transcripcion de
genes de respuesta. Por tanto, BMP2 es un potatietor de la diferenciacion
celular osteocondrogénica a través de una sefidlizantracelular mediante
Smadl, Smad5 y Smad8, a los que hay que afadir4Sowmdo cofactor de
transcripcion. Por otra parte, también se ha deadstque la supresion en
roedores de Smad®6, inhibidor en la cascada deizatiah de BMP2, resultd en

calcificacion ectopicé146).
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Figura 9. Via de sefalizacion de BMP2Adaptado de Yan{147)

La proteina BMP2 se localiza en areas de minecafinaen las arterias y
en diversos tipos celulares, como osteoblastosdrooitos, células T, células
endoteliales y CML\V(148, 149). La secrecién de BMP2 por células T y células
endoteliales promueven de manera paracrina laedié@acion osteogénica y la
mineralizacion de células adyacentes (CMLV o célgktélite150-152)

En la diferenciacion de células mesenquimalesahadulas osteoblasticas
la proteina BMP2 induce la expresion de factoregatescripcion criticos para la

73



Revision Bibliogréafica

mineralizacion como Runx2 y Msx@53, 154). El efecto promineralizante de
Msx2 se produce mediante la regulacion positivasterix (SP7), un regulador
transcripcional global de la mineralizacion y dedlgerenciacion osteoblastica,
cuya actividad es esencial para la induccion ddokfatasa alcalina y la

mineralizacion por la via de Runxis5).

El tratamiento con BMP2 incrementa la calcificacidducida por alto P
en CMLV. Sin embargo, la adicion de BMP2 no pronaué calcificacion en
condiciones normales de P, indicando que la aa#BMP-2 como inductor de
las calcificaciones vasculares depende de la priesele P en concentraciones
elevadas. Ademas, BMP-2 estimula la calcificaci@bido al aumento del
cotransportador Pit-1 de manera dosis-dependierpeomoviendo la
diferenciacion osteogénica a través de un aumenfuthx2 y de la inhibicion de
SM22 (156). Por otra parte, el bloqueo de la accién de BMRRiante el usin
vivo e in vitro de noggin, un antagonista de esta proteina, inhidéerenciacion
osteoblastica y la mineralizacion de las CM{M7), asi como la deposicion de

Cay la diferenciacion osteogénica en células nipserale(158).

Diversos estudios atribuyen a los microARNs (pegse$ecuencias no
codificantes de ARN que silencian la expresion ¢gg@niin papel en el proceso de
calcificacion; de manera que determinados microARM$SARNS) han sido
implicados en el proceso de desdiferenciacion deClslL (159). En un estudio
reciente Balderman et al, demuestran que en célidanusculo liso de arterias
coronarias humanas, la administracion de BMP2 poodoa disminucion de la
expresion de los miARNs-30b y 30c, los cuales snumla regién 3" UTR de
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Runx2 para regular su expresion, aumentando asixpaesion de Runx2 y
promoviendo la calcificacio(60)

Se ha demostrado que inflamacion, estrés oxidagivhiperglucemia
regulan la expresion de BMP2 en tejidos vasculdtég, 162). Las células
endoteliales vasculares son las principales diamks las citoquinas
proinflamatorias, como el TN#F induciendo calcificacion sobre las células
vasculares calcificantes (CVQL31). En este contexto, TNFincrementa la
expresion de BMP2 en células endotelia{@3, 164). Ademas, Buendia y
colaboradores demostraron que el TNRducia la liberacion de microparticulas
en células endoteliales que contenian cantidadgsifisantes de BMP2,
potenciando la osteogénesis en CMLV vy la calcifima¢152). De esta manera,
bajo condiciones inflamatorias, la proteina BMPBedlada por las células
endoteliales podria actuar sobre las CMLV adyasemiduciendo diferenciacion
osteocondrogénica y resultando en calcificacideriaft Ademas, se sabe que la
elevacion de los niveles séricos de TiNFotras citoquinas en pacientes con ERC
estd asociada con complicaciones comunes, coméseskidativo, disfuncion

endotelial, dislipidemia y niveles séricos eleveade BMP2165).
2.4.2.3. Msx2

Msx2 es un miembro de la familia de genes homeahga proteina actia
como un regulador transcripcional en el desarrddb hueso. Segun Shimizu y
colaboradores, Msx2 es un factor osteogénico eageepor CMLV durante la
calcificacion vascular(166). Lee y colaboradores sugieren que el TdNF-
promueve la expresion de Msx2 a través de la riaeBNy a continuacion Msx2
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induce la expresion de fosfatasa alcalina, faderecen la mineralizacion de las
CMLV (167).

Para Shao y colaboradores, Msx2 aumenta la expre&dagonistas de
wnt, suprime Dkk1, promueve la localizacion nucldaf-Catenina y activa la

actividad transcripcional de los factores TCF/L(EEB).

Para evaluar la sefializacion de BMP2 y Msx2 erleifecacion vascular,
Cheng y colaboradores trabajaron con miofibrobtastorticos primarios, los
cuales expresan marcadores de CMLV y son capacadifedenciarse a adipocitos
0 a osteocitos. Estas células experimentaron ufexedtciaciébn osteogénica
cuando son tratadas con BMP2 debido al aumentosx@ MEfectos similares son
encontrados cuando son transfectadas con viruaduoets de Msx2. Msx2 mejora
la diferenciacion osteogénica en sinergia con BMR@mas, marcadores de
adipocitos se suprimen de forma concomitante. ®adarnto, los miofibroblastos
aorticos se pueden desviar al linaje osteogénientdr a la diferenciacion
adipogénica por la sefalizacion BMP2-Msx2, la cuantribuye a la

calcificacion169).

2.4.2.4. Osteocalcina

La osteocalcina, es una hormona peptidica produpiok osteoblastos
(170) y que puede unirse a la hidroxiapatita. La osteota se encuentra en la
matriz 6sea, la dentina y en tejidos osificados |pgue se usa como marcador en

el proceso de formacion del hueso. Esta hormoraviene en la homeostasis de
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iones de Ca y tiene una vida media muy corta, paaaetaboliza rapidamente en
el higado y el rifién.

Alrededor del 20% de la osteocalcina sintetizadaenmcorpora al hueso,
pasando a la circulacion sanguinea. En la insufitdéerenal aguda y en aquellas
patologias donde se produce un incremento en taafion de hueso se observan
incrementos de osteocalcina. En estos casos |laminaciones de osteocalcina

correlacionan bien con otros marcadores, comoslatasa alcalinél71)

Durante el tratamiento con farmacos anabdlicosraolat osteoporosis,
tales como la teriparatida, se han observado rsv&decos altos de osteocalcina
correlacionados con el aumento de la densidad alideea. En muchos estudios,
la osteocalcina se utiliza como un biomarcadorimpielr sobre la eficacia de un
farmaco en la formacion de hueso. Por ejemplostaazalcina fue utiliza como
trazador de osteogénesis en un estudio cuyo objeté/evaluar la eficacia de una
glicoproteina llamada lactoferrina sobre la forrdadie hues¢172).

2.4.3. Pérdida de factores inhibidores de la calaifacion.

En condiciones normales los niveles fisioldgices adlcio y fosfato en
sangre se sitan cerca de la saturacion, lo quee@andicar que en condiciones
fisiologicas existen mecanismos fisiolégicos queeviamen una posible
calcificacion ectopic#95). Por este motivo la mayoria de tejidos, incluyeluio
vasos sanguineos, contienen factores inhibidorés clcificacion. A menudo la
pérdida de estos inhibidores permite el inicio pragresion de la calcificacion en
tejidos no 6seofl73,174).

77



Revision Bibliogréafica

Entre las moléculas con efecto inhibidor de ldsifozaciones extra 0seas
se encuentran: proteina GLA de matriz (MGP), ORMjiha-A o pirofosfato. La
importancia de estas proteinas en la inhicion dmleficacion ectépica ha sido
puesta de manifiesto con los modelos de ratoneskknid(175). Por otro lado se
observa que pacientes en didlisis presentan niveldbigcidos de fetuina-A en
suero(176) y en personas con calcificaciones se observa M&PRadboxilada en
la media de arterias alrededor de las zonas @addis(177). A continuacién, se
detallan algunas de las principales proteinas iddibs de la calcificacion

vascular.
2.4.3.1. MGP

La proteina GLA de matriz (MGP) es una proteindaie peso molecular
(12,5 kDa) que se encuentra en huesos, cartildgm, rvalvulas cardiacas, en la
adventicia y la media de las arterias, en el syeem las vesiculas de matriz,
donde actua limitando la mineralizaci@8,179). Tanto MGP como osteocalcina
contienen residuos glutamato que son carboxiladostrgduccionalmente
mediante la enzima gamma-glutamil carboxilasa dahdmr al residuoy-
carboxiglutamico (Gla). Dicha reaccion de carbaida depende de la vitamina
Ky se produce también en el hueso a niveles valatnte constantes durante el
desarrollo y en la vida adul{&06).
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Figura 10. Esquema de lay-carboxilacién de los residuos de acido glutamicdste proceso

tiene lugar por la accién de una carboxilasa que iliza como cofactor a la vitamina K.

MGP participa en un mecanismo homeostatico regulatbstinado a
controlar y limitar la mineralizacion. En cultivae CMLV in vitro la expresion
de MGP se incrementa cuando los niveles de Cacekiifar aumentarg106).
Schoppet y colaboradores comprobaron en estugieadbs a cabo en roedores
gue la delecion del gen de la MGP (MGP-/-) produgea calcificacion
inapropiada del cartilago y, a consecuencia deptura espontanea de la aorta
calcificada, mueren semanas después de haber ndadpérdida de MGP
permite que BMP2 incremente su actividad, y estiripanducir una conversion
condrocitica de la CMLV(95, 179). Estos resultados podrian indicar que la
proteina MGP inhibe directamente la formacion dpod#os minerales en los
vasos sanguineos. Sin embargo, estos roedoresieatarf osteopenia, fracturas,
baja estatura y una calcificacion inapropiada deelgifisis en los huesos largos.
Por tanto, podria ser que MGP regule indirectamienteineralizacion mediante

efectos en la diferenciacion celular, ya que estdema tiene la capacidad de
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inhibir la diferenciacion osteogénica de las c&utaesenquimales, mediante el
secuestro de BMP2, con el que MGP forma un compéejonpidiendo la

interaccion de BMP2 con sus receptqes).

Para formar el complejo BMP2/MGP es necesarigdarboxilacion. Por
tanto, la funcionalidad de MGP depende dey-earboxilacion a través de la
vitamina K (Figura 9). La mayoria de la MGP prodiacen los sitios de lesiones
vasculares se encuentrayroarboxilada y, por lo tanto, es ineficaz para farwel
complejo BMP2/MGP. Esto conlleva que MGP sea inzag@ neutralizar la
actividad procalcificante de BMP2. Igualmente, eddp dey-carboxilacion de
MGP influye en la mineralizacién extradésea. Unearboxilacion insuficiente,
mas que la cantidad de MGP en si, aumenta el ridegoalcificacion(106).
Ademas, MGP es transportada por fetuina-A en smdomasy-carboxilada,
sugiriendo que lg-carboxilacion es esencial para dicha uni¢t80). Por otro
lado, otro dato interesante es que la warfarindatmaco comunmente utilizado
en pacientes con ERC, actia como inhibidor dedarboxilacion de la MGP. Por
tanto, el uso de la warfarina supondria un fac®rridsgo potencial para el

desarrollo de arteriolopatia urémica calcificaa®o).

2.4.3.2. Osteopontina

La osteopontina, conocida también como BSP-1 o BN&P una
fosfoproteina acida constituida en humanos por WBigs aminoacidos, donde
aproximadamente el 30-36% de éstos presentan gagybsxilo libres (acidos

aspartico o glutdmico).
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La osteopontina se expresa normalmente en tejidosratizados, como
huesos y dientes, y se ha identificado en abundantifocos de calcificacién de
placas aterosclerdticas y en valvulas aorticasificaldas (95), aunque no se
encuentra en aortas normales. Estos descubrimieptogan a que la OPN pueda

ser un regulador de la deposicién mineral en CN®5).

La osteopontina esta implicada en el control denlmeralizacion,
actuando como un inhibidor del crecimiento de alest de hidroxiapatita. Dicha
proteina interacciona fuertemente con el Ca dedimxXiapatita, marcandolo para
gue posteriormente sea reconocido por los ostdoslasediante una integrina
especifica, permitiendo asi que estas células puej@acer su funcién resortiva
sobre el hueso durante el proceso de calcifica¢i@n). Asimismo, estudios
llevados a cabo con ratones deficientes en OPNramostque tenian de 5 a 10
veces mas preosteoclastos en el bazo y en la mésedaque ratones normales.
Resulta I6gico pensar que la osteopontina tengzapal clave sobre la funcion de
los osteoclastod 82).

< % “pre-osteoclastos LI = osteopontina

. C@\‘ &= ., f-Integrina
CLID»

osteoclasto

; o T
LOPN “OPN

Matriz ésea mineralizada

Figura 11. Mecanismo de accion de la osteopontinea OPN unida a la hidroxiapatita interacciona con |

avp3-integrina de los osteoclastos y, de esta formamnite la resorcion mediante estos de la mine@bra
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Estudiosin vitro llevados a cabo con CMLV demuestran que la OPN
fosforilada inhibe directamente la deposicion mahdnloqueando de esta manera
el crecimiento de los cristales de hidroxiapatisto sugiere que la fosforilacion
de OPN es necesaria para desempeiiar su funcidmdiowa de la calcificacion de
los vasos sanguineos. Sin embargay que destacar que vivo la OPN (no
fosforilada) promueve la calcificacion en los higeghl 2,183).

2.4.3.4. Fetuina-A

La fetuina-A, o Alpha-2-HS-glycoprotein, es url@aproteina de 367
aminoacidos que es producida por el higado. Suetrazion sérica normal esta
comprendida entre 0,5 — 1 g/L en humanos. Estteip@ limita, en parte, la
formacion y expansion de los cristales de hidrcadiggp debido a la formacion
transitoria de un complejo esférico coloidal satuté fetuina-A, calcio y fosfato
(184), cuya funcion es transportar y eliminar depésittsolubles de fosfato
calcico formados en tejidos blandos (calcificacgretopicasj185). Estudiosin
vivo han demostrado que ratones deficientes en fefuindesarrollan
considerables calcificaciones en corazon, pulmdel p rifion, aunque no
desarrollan calcificacion arteria{186, 187). Otros estudios realizados con
pacientes en didlisis han establecido una rela@atre las CV y bajas
concentraciones seéricas de fetuinét26,188).

2.4.3.3. Pirofosfato

El pirofosfato inorganico es el producto de muateasciones fisiologicas

y que por tanto se encuentra presente en la sgngrela orina. Este producto
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inorganico puede prevenir la formacién de salesic@d ectdpicas y regular la
mineralizacién del hueso en condiciones norm@les,. 190) Asi, en estudios
llevados a cabo en ratones con una mutacion en esl gucleotido
pirofosfatasa/fosfodiesterasa | (NPP1), la cuallitapgque estos roedores sufran
una deficiencia en pirofosfato, se observa cakiiiean del cartilago articular, y

una extensa CY191).

Un estudio llevado a cabo por O Neill y colaboradomostré que la
administracion intraperitoneal de pirofosfato etasanormales alimentadas con
una dieta alta en fosfato y adenina reducia elenitd de Ca en aortas
calcificadas respecto a ratas no tratadas conogiiab. En este mismo trabajo
también se observd cémo el pirofosfato administrado via intraperitoneal
provocaba una menor incidencia y menor cantidadCdeen ratas urémicas
tratadas con CTR respecto a ratas a las que res s&lininistrd pirofosfat(i92)
Otros autores han demostrado que el pirofosfativénla calcificacion aértica en
ratas a las que se les suministraron altas dosisCOR (193, 194) La
pirofosfatasa, enzima encontrada a altas concémex en los focos de
calcificacion, destruye las moléculas de pirofasficilitando la calcificacion
(193,195). Por tanto, en humanos se ha establecido unadrldicecta entre bajos

niveles de pirofosfato en plasma y una extensadficalcion arterial(196).

Un estudio realizado por Lomashvili y colaboradoo®n explantes de
aorta dafiados mecanicamente, demostré que el acutn alto P induce un
incremento de la calcificacion. La presencia defpsfato evito la calcificacion

de estas aortagl97) Por el contrario, aortas normales (sin dafio mecfn
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incubadas con alto P no calcificaron, pero al afi@dmedio de cultivo fosfatasa
alcalina o pirofosfatasa inorganica (enzima queattael pirofosfato) observaron
una significativa calcificaciol97). Estos resultados apuntan a que el pirofosfato
se encuentra presente en la pared de los vasos sarmondiciones normales y
gue desarrolla un importante papel en la reguladéa transdiferenciaciéon de
las CMLV hacia el linaje osteogénico.

2.4.4. Microparticulas y Apoptosis

Las microparticulas y los cuerpos apoptoticos dpséan un papel
importante en la calcificacion. Ambos pueden actt@no sitios de iniciacion
para la cristalizacién de la hidroxiapatita y lanaralizacion. Dicha situacion
podria ser controlada mediante la fagocitosis dentécroparticulas o de los
cuerpos apoptoticos, eliminando asi el “nido” demfacion de cristales de
hidroxiapatita(97). En los vasos sanguineos sanos probablemente foonsan
estos nidos de iniciacion de la calcificacién, af $agocitados de manera
eficiente. Sin embargo, si el dafio sobre las CMlsva#io y prolongado, la
fagocitosis puede estar limitada siendo mas prebdhl aparicion de la
calcificacion (Figura 12). Es muy importante taérbresaltar que, en condiciones
normales, las vesiculas liberadas por las CMLV ieaeh inhibidores de la
calcificacibon como MGP vy fetuina-A, mientras que camdiciones patoldgicas,
con estimulos calcificantes, las vesiculas ademds pdseer propiedades
mineralizantes disminuyen o pierden el contenido idbibidores de la

calcificacién(97,198).
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Figura 12. Mecanismo de calcificacion producido porcuerpos apoptéticos y microparticulas en las

CMLV. Estimulos externos como niveles altos de Ca y/admpeven la liberacion de microparticulas y

cuerpos apoptaticos por parte de las CMLV que dieggrcitados inducen el desarrollo de calcificae®on

Las microparticulas son liberadas por las CMLV cleaéstas son dafiadas

por distintos estimulos, como hipertension, anewass aterosclerosis, elementos

toxicos, inflamacion, etc. Estudios realizados iinovmuestran que niveles altos

de Ca y de P en el medio de cultivo inducen larditién de microparticulas por

parte de las célula@®6, 199). Ademas, altas concentraciones de P propician la

muerte de CMLV vy, con ello, la liberacion de cuerppoptoticos.
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Sage y colaboradores demostraron que los nandesista fosfato calcico,
formados por la presencia de altos niveles de timsfeorganico, estimulan la
expresion de genes que favorecen la calcificacidndyferenciacion celulg200).
Ademas, los nanocristales también inducen apop&si£MLV cultivadas in

vitro en condiciones libres de sugpol).

Como se ha comentado previamente, los cuerpos @jpmgst juegan un
importante papel en el desarrollo de las CV. Eresitudio llevado a cabo con
CMLV, Proudfoot y colaboradores observaron quedkificacion inducida por
niveles elevados de P estaba mediada por cuerppsdtipos, los cuales actuaban
como estructuras de nucleaci@02). Son y colaboradores observaron que cuando
las CMLV fueron tratadas también con estatinas Hlcificacion fue
significativamente menor que en las CMLV incubasidle con fosfato alt¢e03).

El efecto inhibitorio sobre la calcificacion seilatrye a que las estatinas previenen

de la apoptosis celular.

2.4.5.Degradacion de la elastina.

Las laminillas elasticas que estan formadas prahcipnte por elastina
amorfa son el componente principal de la capa maelia aorta, ademas de las
CMLV. La elastocalcinosis se caracteriza por laocdepon de hidroxiapatita en
las laminillas elastica de arterias, lo que faveracdegradacion de la elastina. Por
otra parte, la elastina degradada tiene una aitédafl por el Ca204) y esta
degradacion de la elastina se produce en parabeldacelastocalcinosis, lo que
sugiere una estrecha relacion entre ambos eve@tt®. Por lo tanto, la

calcificacion de la capa media puede incluir al asetlos mecanismos: el proceso
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osteogénico en CMLYV, que se refiere a la transforomade CMLV en células

similares a osteoblastos, y la elastocalcinosisgdda@sta implicada la degradacion
de la elastina. Sin embargo, se sabe poco aceteateraccion entre el proceso
osteogénico en CMLV vy la elastocalcinosis asociedo la degradacion de la

elastina.

Para Hosaka y colaboradores la degradacion dagtiredl también acelera
la calcificacién inducida por P en CMLYn vitro” (206). Pai y colaboradores
muestran cémo el cambio de fenotipo de las CML\ gégradacion de elastina
preceden a la calcificacion de la media arteriabemmodelo de ERC en ratones
(207)

3. RUTAS MOLECULARES DE SENALIZACION DURANTE
EL PROCESO DE CALCIFICACION

Actualmente el desarrollo de CV es consideradorongso activo si bien
los mecanismos moleculares que subyacen a éstestdm @un del todo
esclarecidos. No sabemos con certeza cuantasdetasfalizacion intervienen,

como interactian entre ellas o si existe un eleongave que la active o inhiba.

Resulta razonable pensar que algunos de los faattaee que disparan el
inicio de la calcificacion puedan estar estrechdamerelacionados con la
alteracion de importantes rutas bioquimicas imghsaen la osteogenesis. Una de
estas principales rutas es la ruta canonica f&atenina. Dicha ruta es clave

durante el proceso de diferenciacion de célulasrenasenquimales de médula
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0sea hacia osteoblast@®8,209). La alteracion de esta ruta ha sido asociada con
el proceso de CV. Shao y colaboradores demostigquenla activacion de esta
ruta alteraba la expresion de BMP2 y Msx2 promaleecon ello la calcificacion
arterial (210). Otros autores han observado que la activaciota data Wntp-
catenina juega un papel crucial en la diferencracié células intersticiales de la
valvula adrtica a osteoblasto y en la calcificaddérdicha vélvula adrtic@11).

Un trabajo de Kirton y colaboradores sefiala que esdimulacion
osteocondrogénica de pericitos mediante P3ocurre a través de la ruta What/
Catenina, y la activacion de esta ruta inhibe $ereficiacion a adipocita@12).
Otros autores sefialan que la ruta \BA@Atenina debe estar inactiva para que

células madre mesenquimales se puedan diferenadipacitog213).

A pesar de los trabajos que relacionan diferenmmosteogénica con la
ruta Wntp-Catenina, existen pocos datos que impliquen aadichia con el
proceso de calcificacion. En este sentido, Shaolgboradores demostraron con
ratones que la sobreexpresion de Msx2 favorecallficacion de la aorta a
través de la activacion la ruta Wnt por incremeategd/Vnt3a y Wnt7a e inhibicion
de Dkk-1(168).

Es ya por tanto suficientemente conocido que la Mntf-Catenina
participa en diferentes procesos como la proliiéracelular(214,215), el control
del ciclo celular(216) y la diferenciacion de células madre hacia dissirtipos
celulares(217, 218). Sin embargo, el papel de la activacion de la Wfat/B-
Catenina en el proceso de calcificacion vasculagnyla transdiferenciacion

fenotipica de las CMLV a células de estirpe ostemgées aln desconocida.
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La ruta Wnt/beta-catenina es compleja y si hanrdesdd menos tres tipos
de sefalizacion dentro de esta via. Estas viaslaarandnica, la de polaridad

celular planar y la dependiente de Ca.

Via canoénica Wnt-Catenina

La ruta candnica WrfifCatenina implica la translocacion nuclear (e
Catenina, mientras que las no canoénicas operanamerm independiente a esta
proteina. La activacion de la via candénica WhCatenina produce la
estabilizacion y acumulacion d@-Catenina en el citoplasma celular y
posteriormente su eventual translocacién al nudemando como factor de
transcripcion y activando entre otros a genes pteegénicos. Cuando la ruta
Wnt/B-catenina esta inactiva, la protefft@atenina se encuentra en el citoplasma
secuestrada por un complejo proteico formado p@nlama glucégeno sintasa
quinasa-B (GSK-3), Axin, APC (Adenomatous polyposis coli casein quinasa-
la (CKla). Este complejo se unepaCatenina la cual es fosforilada en residuos
serina/treonina, y de esta manera es marcada gradegradada en el proteosoma
por ubiquitinacion.

Al producirse la union del ligando pertenecientelaa familia de
glicoproteinas Wnt (como Wntl, Wnt3a, Wnt8, Wntl1éts) con Frizzled (Fzd),
receptor de 7 dominios transmembrana, se actingdaEn esta union entre Fzd y
el ligando Wnt participa el co-receptor Lrp 5/6 |(deglés, Lipoprotein related
protein 5/, dando lugar a la activacion de la proteina t@smpatica Dsh (del
inglés,Dishevelle)dl. Esta proteina en su forma activa, desarma elplgm
proteico formado por GSKE3 Axin, APC y CK-h, evitando la fosforilacion de
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B-Catenina por GSK{Be impidiendo su posterior degradacién por el psena.
Por tanto, dicha union Wnt/Fzd favorece la estzdiion dep-Catenina en el
citoplasma para después translocarse al nuclearréFi3), donde interacciona
con el factor de células T (TCF, del ingléscell facto) y el factor potenciador
linfoide (LEF1, del inglés,Lymphoid enhancing factor}lestimulando la
expresion de sus genes diana, como Ciclina D1 (GR19, 220) clave en la
proliferacion celular, 6 el oncogen c-My220). Los co-activadores CBP (del
inglés, CREB binding proteiny p300 se unen §-Catenina promoviendo la

activacion de la maquinaria transcripcio(zal, 222).
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Figura 13. Esquema de la ruta Wni-Catenina
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La ruta Wntp-Catenina es compleja y cuenta con varios elemgmes
permiten su regulacion o inhibicion. Uno de lospipales inhibidores de la ruta
es Dkk1 Dickkop), que interacciona con Lrp5/6 impidiendo la uni@nFzd con

Wnt. También puede bloquear la translocacion nuclef-Catenina mediante su
union a la proteina transmembrana Kremen. Sin egoban ausencia de Dkk-1,
Kremen es capaz de favorecer la activacion detéga(223). Otros inhibidores son
la esclerostina, WIF-1 y los pertenecientes atailia sSFRP (del inglésSecreted

Frizzled related protei; que compiten con Wnt por unirse a E224).

Por otro ladop-Catenina favorece la comunicacion célula a c&ukndo
permanece anclada a la membrana plasmatica dkila, @onde interacciona con

moléculas de adhesion como E-cadhe22a).

Via de polaridad celular planar

La via de la polaridad celular planar (PCP) esdméas vias no candnicas
de Wnt, y la cual no utiliza LRP-5/6 como co-rdoep

Al igual que en la via Wri#fCatenina canonica, la via de PCP se activa a
través de la union de ligandos de la familia Wnn{¥y Wnt5a, Wnt5b o Wnt11)
al receptor Fzd (Fzd3 6 Fzd6) y un co-receptoraehreceptor homélogo al de
neurotrofinas (NRH1), el receptor relacionado consina kinasas (Ryk), la
proteina tirosina kinasa 7 (PTK7) o la proteinasiima kinasa de receptor de
membrana ROR2. Tras la unidén el receptor recluth Bse mediante sus
dominios PDZ y DEP forma un complejo con Daamliyador de morfogénesis

1 asociado a Dishevelled). Luego Daaml activa a Bha pequefa proteina G
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monomérica, y ésta a su vez activa a la quinaseia@so a Rho, uno de los
principales reguladores del citoesqueleto. Asimismsh también forma un
complejo con Racl. Racl media la unidn de profiioa actina, promoviendo la
reorganizacion del citoesqueleto y la gastruladi@?e), etapa del desarrollo
embrionario que tras la segmentacion da lugar éodmacién de las capas

germinales.

[ Rox ] [Nk
+

Cytoskeleton /4

Figura 14. Esquema de la via de polaridad celular phar (PCP)

Via Wnt dependiente de Calcio (CX)

Otra via de sefalizacion de Wnt independientg-@atenina es la via

Whnt/calcio. La activacion de esta ruta permite tagla liberacion de Ca del
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reticulo endoplasmico modulando los niveles de i@egelular que participan

como segundo mensajero.

Al igual que otras vias de Wnt, la union del ligan@Vvnt5a, Wnt11) al
receptor Fzd activa la ruta permitiendo la intei@@aon Dsh. De esta manera
Dsh activa sus dominios especificos PDZ y DEP icaplos en la sefializacion de
Whnt/calcio. Sin embargo, en esta ruta se produtditan la activacion de una
proteina G trimérica. Esta co-estimulacion de Dshayproteina G pueden
conducir a la activacion de (PLC) fosfolipasa Ceyla fosfodiesterasa especifica
de GMPc (PDE). Si se activa la PLC, el fosfatidibsitol 4,5-bifosfato (PIP2)
componente de la membrana plasméatica se escindagaeifglicerol (DAG) e
Inositol trifosfato (IP3). Cuando IP3 se une a ®ceptor en el reticulo
endoplasmico se produce la liberacion de Ca. Eleationde las concentraciones
de Ca y DAG produce la activacion de Cdc42 a tral@$KC. Cdc42 es un
importante regulador de la adhesién celular, laracign, y el ciclo celular. El
aumento de Ca también activa la calcineurina y edifina (CaMKIl). La
activacion de calcineurina induce la translocaciduclear del factor de
transcripcion NFAT, que regula el patron de dedlarrdel eje dorso-ventral
durante el desarrollo embrionario. CamKIl tambiétiva genes TAK1 y NLK
quinasa, lo cual puede interferir con la sefal@acl CFp-Catenina de la via

canodnica de Wnit.
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Fz

Figura 15. Esquema de la via Wnt dependiente de Caic

4, INFLAMACION EN LA ENFERMEDAD RENAL
CRONICA.

La inflamacion, en términos generales, es una estpudel organismo
frente a cualquier tipo de agresion capaz de cawsatafio celular o tisular. El
objetivo del organismo con esta respuesta es a@&kkEemento causante del dafio

para después eliminarlo y reparar el tejido dafiado.

La inflamacion es un proceso que convive con ldueidn de la ERC.

Ademas de los tipicos factores de riesgo cardiaNasccomo diabetes,
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hipertension y obesidad, los enfermos urémicos iamgoportan otros factores
derivados de las alteraciones circulatorias asasiada ERC. La acumulacion de
toxinas y los desajustes del metabolismo minexgips de la disfuncién renal, la
contaminacion bacteriana del liquido de didlisistigo de membrana y los
catéteres venosos en la didlisis estimulan tamlaigoroduccion de citoquinas
proinflamatorias. Esta liberacion sostenida deqgeitoas proinflamatorias agrava

las complicaciones del paciente urémico.

En los pacientes con ERC las toxinas urémicas ejerefectos
proinflamatorios sobre monocitos/macrofagos. Dichmceso adquiere un
caracter crénico y contribuye a la disfuncién eetlat y la mortalidad
cardiovascular(227-229) Las alteraciones en el metabolismo mineral, que
aumentan el riesgo de CV, pueden ser un estimuloadl en la respuesta
inflamatoria local230). A su vez, los estimulos inflamatorios pueden fawer la
mineralizacion de tejidos vascular@®). La hemodidlisis y la dialisis peritoneal
producen un aumento en la expresion de IL-6 erdalnononucleares, elevando

sus niveles en plasng231,232)y promoviendo la inflamacion.

En pacientes con ERC en estadio 3 y 4 se preseivales elevados de las
citoquinas proinflamatorias ILBL IL-6, IL-8, MCP-1, TNFe, etcétera, lo que
estimula la sintesis de proteina C reactiva (P@RI éigado. En general entre un
30 y 50% de los enfermos renales tienen nivelesadtss de marcadores
inflamatorios en sangre, como PCR, ferritina, fibgeno, interleuquina-6 (IL-6),
IL-1B, IL-8, factor de necrosis tumoral{TNFu), VCAM-1 6 ICAM-1 (233). El
incremento de marcadores de inflamacién, como CR#3 gitoquinas IL-6, IL-
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1gy TNF se ha vinculado a un aumento de la mortalicadiovascular en la
poblacién generdgb34,235)y particularmente en pacientes con ERE5,237).

No se conoce con exactitud qué factores inicigmradeso inflamatorio en
la ERC. En este sentido, los cambios en la comigosttel plasma y en la funcion
endotelial, causados por el fallo renal, favoreekano vascular y juegan un
importante papel en la estimulacion temprana deedauesta inflamatoria. Los
niveles séricos de triglicéridos aumentan como lt&dol de la acumulacion de
lipoproteinas de densidad intermedia conformadas lipoproteinas de baja
densidad (LDL) y remanentes de quilomicrones. Adgradociada a la ERC se
produce la dislipidemia que también puede contrilaliproceso inflamatorio
(238). Asimismo, el descenso que se produce duranteRi@ En la sintesis
hepatica de apolipoproteina A-l y en los nivelediplgproteinas de alta densidad,
gue tienen efecto antioxidante y protegen al etidade los efectos inflamatorios
de las citoquinas, contribuyen al aumento de |puesta inflamatoria. Estos
desequilibrios lipidicos, alteran también a la fancendotelial y amplifican los

efectos perniciosos de los mecanismos proinflanuet(39).
4.1. CITOQUINAS.

Las citoquinas son proteinas mediadoras del sistemane que ejercen
su efecto biolégico a través de su unién con receptespecificos expresados en
la superficie celular. Estos receptores son prateijue constan de una region
extracelular de unién a las citoquinas, una regiansmembrana y una region
citoplasmatica, encargada de la transmision delesef@d interior celular. Las

citoquinas controlan diversas funciones fisiolégicamo inflamacion, respuesta
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inmune local y sistémica, diferenciacién celulagduracion celular, reparacion

tisular, hematopoyesis, apoptosis y otros procksiégicos.

Las citoquinas son producidas principalmente patrgiagos activados y
linfocitos, aunque otras células como leucocitosinpmfonucleares (PMN),
CMLV, endoteliales, epiteliales, del tejido conjunty adiposo también producen

citoquinas.

Las principales citoquinas alteradas en el entoum@mico son
interleuquina-1 (IL-1), interleuquina-6 (IL-6), f@c de necrosis tumoral alfa
(TNFa) y proteina quimiotactica de monocitos-1 (MCP13. interleuquina-8
(IL-8) es también un conocido biomarcador inflamatoy de riesgo
cardiovascular. IL-8, IL-6 y TN& son marcadores inflamatorios mediadores
directos en la patogénesis de la aterosclerosiacioglados con riesgo
cardiovascular en pacientes renal@g0, 241). En el entorno urémico, la
acumulacion de toxinas como el indoxil-sulfato o pektresol inducen un
incremento de especies reactivas del oxigeno (ER@s la activacion de NiB
en células del tubulo proximal, lo cual conllevaraaumento en la expresion de
ICAM-1 (del inglés, Intercellular Adhesion Molecule)1(242). En CMLV la
expresion de esta proteina se ha visto modificadaMpCSF, promoviendo la
activacion de monocitos/macrofagos y la postexqpmptosis de las CMLY243).

A continuacion, vamos a describir algunas de lascipales citoquinas
gue se encuentran alteradas en la ERC y que sonatiadores de riesgo

cardiovascular.
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4.1.1 ICAM-1 (CD54)

ICAM1 es una glicoproteina transmembrana de la rfapdia de
inmunoglobulinas que se une a algunas proteinda tmilia de las integrinas
promoviendo la adhesion celular en las reaccionerimnes e inflamatorias. Es
una molécula mediadora de la unidon de células Tlaar€élula presentadora de
antigenos, asi como de la interaccion entre litdscT y B, y representa también
un elemento muy importante en la adhesion de mtwsydinfocitos y neutréfilos

al endotelio activado.

La expresion de ICAM-1 se produce mayormente enlaglendoteliales,
células epiteliales, fibroblastos y en células dgem hematopoyético, como
macrofagos vy linfocitos, y en menor proporcion eévil®. Asimismo, ICAM-1
puede ser estimulada por lipopolisacaridos y ptwgainas, como son IFN-
gamma, IL-1beta y TNF-alfa. Es decir, la mayoriaedimulos inflamatorios

incrementan la concentraciéon de esta molécula.

La union del receptor especifico de linfocito T R)Cal antigeno de la
célula presentadora de antigenos es un sistemanaejea que modifica la
conducta celular. Dicha union es altamente espagiero de baja afinidad, por lo
gue se debe estabilizar mediante moléculas de iadhéia de las interacciones
mas importantes encargadas de estabilizar diclden wiel linfocito T con la célula
presentadora de antigeno es la unién que consiitiy&M-1 con la molécula
LFA-1, receptor de membrana localizado en linfagitbos linfocitos se unen a
las células endoteliales a través de la interad€@@M-1/LFA-1 (Figura 14) y a

continuacion las células transmigran al interigular. En definitiva la union
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ICAM-1/LFA-1 produce el reclutamiento y la activéoi de eosindfilos,
neutrofilos y linfocitos a través de una cascadaai®les internas celulares donde

estan implicadas gran numero de quinasas, lo quesenta un importante factor

en la fisiopatologia de las enfermedades vasculares

Entre el 30 y el 50 % de pacientes con enfermeeliaal crénica presentan
niveles elevados de ICAM-1.
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Figura 16. Cambio conformacional de LFA-1 debido ad interaccién con ICAM-1

4.1.2 Interleuquina 6 (IL-6)

La IL-6 es una glicoproteina producida fundamengglt® por numerosos

tipos de células inmunes, como son monocitos, aeloesoteliales, fibroblastos,
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adipocitos y linfocitos en respuesta a estimukislfigicos, tales como TNE-IL-

1B, endotoxinas y estrgg29). Las CMLV también expresan IL-6. El receptor de
la IL-6 se compone de la subunidad de union ahtiga(IL6-R o gp 80) y una
glicoproteina llamada gp 130 que transduce lades@ainterior de la célula. La
unién de la molécula a su receptor celular prodadermacién de un complejo
gue favorece la heterodimerizacién con la subungiail30(244) para iniciar una
cascada de sefializacion que se traducira en laeicin de genes y su posterior
expresion proteica para un determinado efecto gicdd245). Dicha cascada de
sefales pasa por la activacion de AKT y ERK, y teancton la fosforilacion del
factor de transcripcion STAT3, el cual activaratdanscripcion de citoquinas,

genes como c-myc, anti-apoptosis, etc.

En pacientes con ERC existen niveles elevados & dérica(246). Un
menor aclaramiento renal puede ser una de lasipaies causas de elevacion de
IL-6 en pacientes con ERC; por ello los niveles pieteinas inflamatorias
incrementan a medida que la lesion renal progresatabla 2 recoge las

principales causas del aumento de IL-6 y TdNél pacientes con ERC.

Niveles elevados de IL-6 se han asociado tambi@énlagrogresion de
aterosclerosis en pacientes con ER4B). In vitro, la IL-6 disminuye la expresiéon
de adiponectina, una adipoquina anti-aterogé¢éa), promoviendo aiun mas la

aterosclerosis.
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4.1.3 Factor de Necrosis Tumoral Alfa (TNFe)

TNFo es una proteina transmembrana, que se disponereatiimeros
estables, y que es sintetizada en diversos tigokpes, mayormente en linfocitos
y fundamentalmente por macrofaggg48, 249). TNFa es una citoquina
proinflamatoria que interviene en enfermedadesmndtorias crénicas como la
artritis reumatoide y la ERC. La pérdida de funciénal en la uremia afecta al
aclaramiento de TNE(250) y es una de las principales causas del aumenkm de
actividad de TNE (251).

Es miembro de una familia de ligandos activadoreseteptores cuya
unién inicia sefiales de proliferacion celular y@tpsig252, 253) TNFo sufre una
escision proteolitica a través de la enzima coiterd de TNl (TACE) (254)
dando lugar a su forma soluble, la cual ejerceusgidn bioldgica a través de su
unién con sus receptores especificos TNF-R1 y TRFERspués de la liberacién
de la forma soluble de TNFpor TACE, el dominio intracelular residual del
precursor migra hacia el nucleo de la célula, domslia la produccién de
citoquinas (255) Ademas, la activacion de TNF-R2 por parte de dané
transmembrana de TNFes superior a la activacion mediante la formaldelde
TNFa (256). Una sefalizacion lenta y continuada de ®N#a lugar a una

inflamacién crénica.

Un estudio reciente ha demostrado que d B§ capaz de inducir estrés del
reticulo endoplasmico en CMLV, lo cual resulta era waptacion acentuada de
fosfato que conlleva a una induccion de calcifiéagk57). Asimismo, diversos
autores han mostrado que la incubacion de céldasulares calcificantes con
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concentraciones crecientes de tiNfénduce a un incremento de la actividad de la
fosfatasa alcalina y a la deposicion mineral encislas de una manera dosis-
dependiente, sugiriendo un papel del TN#h el desarrollo de la C{431, 258).
Tintut y colaboradores comprobaron que la presedeianonocitos durante el
cultivo de CVC aumentaba la actividad fosfatasaalmia. Estos resultados
sugieren que el aumento de calcificacion en CV@déidth por monocitos se debe
a la interaccion intercelular y a la producciénfaigtores solubles como el TNF
(132).
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Figura 17. Biologia molecular de TNFe
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En un estudio llevado a cabo por Nadra y colaboesdse evidencia una
correlacion entre la homeostasis ionica y los misoaws inflamatorios. En dicho
estudio se pudo comprobar que cristales basicdesfi#to calcico provocan una
respuesta inflamatoria en macréfagos humamosvitro. Los macrofagos

estimulados con los cristales de fosfato célcioeriban TNE, IL-1 e I1L-8 (134).

Tabla 2. Factores que se asocian con un incremento enivetes de IL-6 y

TNFa en pacientes con ERC.

Factores genéticos
Edad.
Disminucion de la funcion renal y retencién de sobos urémicos.
Comorbilidad.
Sobrecarga de volumen / insuficiencia cardiaca coegtiva.
Infecciones persistentes.
Chlamydia pneumoniae.
Catéter (Staphylococcus auregs
Periodontitis.
Estrés oxidativo.
Obesidad.
Factores relacionados con la dialisis.
Membranas bioincompatibles.
Liquido de dialisis no estéril.

4.1.4 Interleuguina-1 (IL-1)

La IL-1 ejerce una variedad de efectos incluyenalandduccion de la
inflamacion, el aumento de la temperatura corpolal,estimulacién de la

proliferacion de células T y B y la induccién detginas de fase aguda. Aunque
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monocitos y macrofagos son los principales tipdglaes que sintetizan IL-1, las

células endoteliales también la produ(zs9).

La IL-1 presenta dos formas biologicamente actileadt-1o y la IL- 1B
(259), que comparten una alta homologia estructural ngifunal (260-262) En
humanos, la IL-§ se encuentra predominantemente en circulacionlly-1a es
un regulador de eventos intracelulares y mediadoinflamacion local(259).
Burton y colaboradores comprobaron que las CML\sexretaban IL{1, aunque
si describieron una isoforma no madura unida admbmana263). Previamente,
Loppnow y Libby demostraron mediante un experimemtovitro que el
tratamiento con antisuero anti lleinhibia la estimulacion de células T helper
inducida por IL-1 de superficie en CMLV, lo queeidifica a esta isoforma no
procesada de IL-1 como una isoforma activa queaad&l manera autocrina o
paracrina(264). Es posible que IL{l pueda ser secretada a través de otra via y
gue actue de la misma manera. Existen dos tiposcggtores de IL-1 (IL-1R): el
receptor tipo | (IL-1RI) y el receptor tipo Il (ILRII) (259), los cuales comparten

muchas caracteristicas estructurales.
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Figura 18. Sefializacién molecular a través del repeor de IL-1. La unién de IL-1a o IL-p al receptor
de IL-1 (IL-1R1) estimula el reclutamiento de la poteina accesoria del receptor de IL-1 (IL-1RACP)
(265).

El efecto proaterogénico de la IL-1 se atribuye aapacidad de participar
en acontecimientos como la inflamacion en la paedvaso, la quimiotaxis de
leucocitos y la expresion de factores que estimlagoroliferacion de células de
musculo liso(266, 267). Asimismo, IL-1 o TNl producen un aumento en la
expresion de metaloproteinasas de la matriz extdace(MMP) durante la
aterogénesig268, 269) lo que promueve la inestabilidad de la placa atatosa
con el consecuente riesgo de tromb@ass). Adicionalmente, su capacidad para
modular la adhesion celular y la infiltracion de nmooitos en el espacio

subendotelial le confiere también un efecto prag@nico(270,271).
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4.1.5 Interleuguina-8 (I1L-8)

La IL-8 es una citoquina liberada ante un estimnftamatorio, y actlua
como mediadora de la respuesta del sistema inmmnagai capaz de amplificar

dicha respuesta inflamatoria a nivel local y denagdar la angiogénesis.

La IL-8 es un factor quimiotactico que atrae a riilbs, basofilos y
células T, aunque no a monocitos, y que es seorgtad macrofagos, células
epiteliales, células endoteliales, y también por L&M(272, 273) Muchos
receptores de membrana de estas células son capacesirse a IL-8. Los
receptores mas estudiados son CXCR1 y CXCR2, mespacoplados a proteina
G. De entre estos 2 receptores es el CXCR1 el rpiesado y de mayor afinidad

por IL-8.

Pacientes en hemodialisis presentan altos nivelds-8, asi como de IL6
y TNFa, al compararlos con individuos norma(@s1). Ademas, dicha citoquina
aumenta aun mas sus hiveles séricos en pacientenf@rmedad renal terminal,
lo cual la convierte en un fuerte predictor de wmlaiad cardiovascular en

pacientes con enfermedad renal termiaa4).

4.2. EL ESTADO OXIDATIVO EN LA ENFERMEDAD RENAL

En el mantenimiento del equilibrio redox jueganpapel muy importante
los elementos antioxidantes. Los elementos antmotes enddgenos mas
importantes son la superéxido dismutasa (SOD), latalasa (CAT) vy
el glutatién reducido (GSHJ275). Otras moléculas que ayudan a mantener el

equilibrio redox del organismo son la bilirrubi(2a6, 277) el acido aricq278), el
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acido lipoico (279), la melatonina(280,281), la transferrina y la ferroxidasa (o
ceruloplasminaj282). Las vitaminas A, C y E y algunos metales, comseédnio,

son importantes antioxidantes exogenos. El selesi@ofactor de la glutation
peroxidasa, la cual para evitar la peroxidacioidiga usa peroxido de hidrégeno

en la oxidacion del glutation reduci(z83, 284)

La ERCy su tratamiento mediante hemodialisis (H&dn estados
netamente pro-oxidantes, donde aumenta la produdgdélementos oxidantes y
disminuyen las sustancias antioxidantes de bajo pesecularn(285, 286) En un
estudio realizado para evaluar el nivel de esixédativo (EO) en pacientes con
ERC en HD se observdé una mayor fraccion de acidnoddeascorbico, radical
libre de la vitamina C, al compararlos con indivaduinormaleg287). Asimismo,
el nivel en plasma de vitamina C, un anti oxidaratural, fue significativamente
menor en pacientes dializad@88). Ademas, la HD no logré corregir totalmente
la toxicidad urémica y por el contrario el propimgedimiento conlleva efectos
negativos. Diversos estudios sugieren que la HBvagia el EO debido a la
activacion de células inflamatorias causada por usb de membranas
bioincompatibleg289, 290) por pérdidas netas de antioxidantes solublegea a

y por una generacion excesiva de radicales libres.

La acumulacion de sustancias de naturaleza proweiden sangre y en
tejidos puede provocar la activacion de leucogimgnorfonucleares, neutréfilos
y macrofagos capaces de generar grandes cantidadeROs. Por otro lado, se
ha demostrado un incremento de los lipoperoxidoplasma y membranas de

células sanguineas de los pacientes que se soaEle(291).
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Por otro lado, Agharazii y colaboradores mostrammmo una dieta alta en
P, alta en Ca y suplementada con vitamina D indadeficacion en ratas con
ERC, la cual estd mediada por el aumento de ERQie ylas citoquinas
proinflamatorias IL-B, IL-6 y TNFo. Ademas, tanto el estado de inflamacion

como el oxidativo contribuyen a la diferenciaci@emgénica de las CML{292).

En pacientes con ERC, el aumento de la produc@daROs y de toxinas
urémicas de naturaleza oxidante favorece el dempianto del equilibrio redox
hacia un estado de EO. A su vez, el EO inducidpasmentes con ERC favorece
el desarrollo de mudiltiples complicaciones, espewalte las de origen
cardiovascular, fundamentalmente la dislipemia,rdaistencia a insulina y el

aumento de la presion arterial (hipertensi@ap, 294)

4.3. INFLAMACION  COMO FACTOR DE RIESGO
CARDIOVASCULAR.

Los pacientes con ERC tienen una mayor incidenaa edentos
cardiovasculares y de mortalidad por enfermedadalrefractores como
hipertension, dislipidemia y diabetes promueveR@/. Se ha postulado que en
pacientes con ERC y hemodidlisis otros factoresoceimestrés oxidativg295,
296), la hiperhomocisteinemig297, 298) o la inflamacidn (299) también
promueven la ECV. El paciente urémico convive démsaniveles de inflamacion
y estrés oxidativo desde los estadios inicialetadmnfermedad. A continuacion
seran comentadas las principales causas que subydcecremento de la

inflamacion.
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4.4. PRINCIPALES CAUSAS DE INFLAMACION EN LA
ENFERMEDAD RENAL CRONICA

El rifidn es uno de los principales moduladoresadieihcion endocrina y
una importante diana para numerosas hormonas. Ryr et desequilibrio
hormonal que se produce en el estado urémico pued® agravado por un
estado de inflamacion persistente. Muchos estudigecian el estado
proinflamatorio de la ERC con el aumento de riesgaliovascular, existiendo
una estrecha relacion entre el incremento del grimgimna-media, el nUmero de
placas y el didmetro interior de la arteria ca@tithn respecto a la elevacion de
marcadores inflamatori@800).

Existen muchos factores (Figura 18) que han sitkcicmados con un
aumento en la inflamacion sistémica en pacientes EIRC. En primer lugar,
infecciones concurrentes en los enfermos de dialgiueden ser una de las
principales causas de elevacion de marcadoredldmacon como la PCR301).

La técnica de dialisis proporciona factores querdmnyen a la inflamacion, como
puede serla interaccion de los monocitos circelrdon las membranas no-
biocompatibles usadas en la dialig62), el contacto de la sangre con soluciones
de dialisis no estérile803), el uso de agua no ultrap(8e4, 305), el exceso de
transporte convectivo, asi como la frecuencia ycidn de esta técni¢aoe, 307).

Ademas microorganismos coritnlamydia pneumoniase han asociado
con el estatus inflamatorio y la progresion decseerosis en enfermos renales
(308, 309) Igualmente, episodios de infeccibn dental comopdaiodontitis,
también se han asociado con la elevacion de losanares de inflamacion
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sistémica de los pacientes en hemodiali3i®, 311). La sobrehidratacién en la
ERC es otro causante del estado pro-inflamatoriofadlitar la translocacion

bacteriana en pacientes con edema intestinal sE/Erp

Hay que destacar también que el acummulo tantoitdgumas (229),
como de productos avanzados de glicosilacion (AGEKR)) y otras moléculas
pro-oxidantes (295) propician un ambiente pro-inflamatorio progresiab
descenso en el filtrado glomerular. Asimismo, enigdes en dialisis ha sido
demostrada una significativa asociacion entre urancion renal residual,
inflamacion sistémica, obesidad y una hipertrofh \eentriculo izquierd@314).
En estos pacientes en didlisis tanto el depdsitgraea troncula(315), como el
abdominal (316), se ha asociado con incremento de la inflamacistérsica,
debido en parte a la capacidad de los adipocitode(yos macrofagos que se
infiltran la grasa), de secretar a la circulaci@ésica IL-6 6 TNFe (317, 318).
Por otro lado, la pérdida de funcion renal tiene fuarte impacto sobre el
aclaramiento de las adipoquinas aumentando lodesivie éstas en la ERC. La
mayoria de las adipoquinas pueden tener efectosnfmmatorios, como la
leptina (319) o la visfating320, 321). En el caso de la adiponectina se le han
descrito propiedades anti-inflamatorias y sengiailtes a la insulinég319)(322)
aunque también se ha asociado el aumento de égtajaitha con la enfermedad

cardiovascular y mayor mortalid&sR3).
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Figura 19. Consecuencias de la inflamacion en la ER324)

El fosfato también es un factor importante en thugtion de inflamacion.
Ademas de malnutricion, la uremia induce una sabgec de fosfato, la cual
favorece aun mas la inflamacion sistémica y un aonen la expresion de
marcadores osteogeénicos y de BNB25). Asimismo, en estudios llevados a cabo
en CMLV cultivadasin vitro con P elevado se observa un aumento en la

generacion de EROs y en la activacion de (3@6).
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Figura 20. La generacién de especies reactivas deigeno y la activacion de Nkp inducida
por fosfato promueven la expresién de marcadoresteogénicos. Adapatado de Al-Aly 2011 (327).

5. VITAMINA D

La ERC induce una pérdida progresiva de la capdcikl rifion de
convertir el calcifediol (25(0OH)D3) en CTR, asi amrde mantener los niveles
circulantes de calcifediol para la sintesis nolrdeaCTR. Tanto la deficiencia de
CTR como la del 25(0OH)D3 son factores predictorgsriésgo de mortalidad en
la poblacién en generéd28), pero también de deterioro reria29)y de deterioro
cardiovascula(330, 331) Ademas, dicha deficiencia facilita a su vez eadmllo

de HPT2°, hipertensién e inflamacion sistémica.
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Mas all4 de la prevencion de alteraciones del nodisatho mineral y 0seo,
y de frenar la progresion del HPT2°, la vitaminati€ne un gran potencial
terapéutico para el tratamiento y la prevenciérliferentes patologias, como la
osteoporosis(332), diabetes(333), dafio renal(334), tumores (335), algunas
enfermedades autoinmung836), hipertension (337) y otras enfermedades
cardiovasculare38).

5.1. ESTRUCTURA, BIOSINTESIS Y MECANISMO DE ACCION
DE LA VITAMINA D.

La Vitamina D es una hormona esteroide fundamertadbh homeostasis
mineral y en el mantenimiento de la estructuraemar del hueso. Ademas, se le
han atribuido funciones relacionadas con la regihacdel crecimiento,
maduracion y diferenciacion celulgB39), la secrecion hormongl340) y la

respuesta inmun@41).

La vitamina D engloba una familia de compuestossddos del colesterol
y estaestructuralmente relacionada con las hormonasoedtsr Hay dos formas
predominantes de vitamina D: el ergocalciferol gwitna D2), sintetizado en
plantas y hongos e ingerido por la dieta, y el @a@ferol (vitamina D3), que
puede ser adquirido de tejidos animales por laadiesintetizado en la piel por
conversioén fotolitica del 7-dehidrocoleste(®42) gracias a la exposicion a rayos
solares. Ambas moléculas de Vitamina D necesitanasgvadas a su forma

hormonal, a través de dos hidroxilaciones suce$dz3
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Figura 21. Estructura molecular de la vitamina D.

Ergocalciferol y colecalciferol, dada su naturalel@osoluble, son
transportadas por la sangre asociadas fundamemt@irada proteina de unién a
la vitamina D (DBP, del inglésyitamin D-Binding-Proteily aunque también
pueden ser transportadas por albumina o lipopradeipara después hidroxilarse
en el higado por la 25-hidroxilasa convirtiéndose 25-hidroxicolecalciferol
(25(0OH)D3) o calcidiol. El calcidiol es el metaliolimas abundante, tiene una
vida media larga y se mide en plasma para estimastado de vitamina D del
individuo. A continuaciéon, es hidroxilado en el G por la &-hidroxilasa
convirtiéndose en 1,25 dihidroxivitamina D, (1,25{(2D3) o CTR.
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Figura 22. Principales vias metabdlicas de la vitaima D. Adaptado de Zittermann (343) En la piel el

7-dehidrocolesterol se convierte en pre-vitamingd radiacion UV-B y este después en vitamina D3.
Después la vitamina D se hidroxila en el higadaa pawsteriormente volver a hidroxilarse en el rifién
produciendo CTR y 24,25(0H)2D3.

El CTR es responsable de los efectos de la vitabiea el metabolismo
calcio-fésforo, el mantenimiento de la estructusea y la regulacion de las
glandulas paratiroided842,344).

Si bien la &-hidroxilasa se encuentra predominantemente em,réd los

ultimos afios se ha descrito la presencia de diohena en otros tipos celulares
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como macrofagos, osteoblastos, células paratirsjd&lelLV, células endoteliales
y tejidos como el pancreas, glandula mamaria, @t@sy colon (345) La
produccion local de CTR juega un importante papelrea amplia variedad de

acciones no-clasicas de la vitaming324).

La vitamina D se degrada por accidon de la 24-hithsa, responsable de
la hidroxilacién del la 25(0OH)D3 y del 1, 25(0OH)30BTR) para dar lugar a
24,25(0H)2D3 y 1,24,25(0OH)3D3 respectivamente. L&hilroxilasa tiene
mayor afinidad por el CTR que por la 25(OH)D3 pordque se considera un
mecanismo de eliminacion del exceso de CTR comm elef evitar toxicidaq346).
Dicha proteina se encuentra en numerosos tejidosquae se expresa

fundamentalmente en el tibulo renal

La vitamina D ejerce su accion bioldgica a travésdadunion a su receptor
especifico (VDR). El VDR es un receptor nuclear gegenece a la familia de los
receptores esteroideos-tiroideos. En términos g@®erlos receptores nucleares

son reguladores de la transcripcion de otros genes.

El VDR se expresa en la mayoria de las célula®dgnismo(347). En
las dltimas cuatro décadas se han publicado nuoeesudios donde se revela
gue el sistema endocrino de la Vitamina D es furadien al menos 38 tejidos del
cuerpo, lo que explica el efecto pleiotropico gedesatribuye a la Vitamina D. En
estos tejidos diana, el VDR funciona tanto comotoiacde transcripcion
controlando un 3% del genoma humano, como a nieelad caveolas de la
membrana plasmatica actuando como un moduladaasdeids de traduccion de
sefaleg348).
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Este receptor contiene varias regiones bien caizatids que pueden
funcionar de forma auténoma (Figura 20). La rediterminal de VDR es una
region altamente conservada en la familia de receptnucleares esteroideos; en
dicha region se localizan los motivos de union BNAy que contiene 2 dedos de
zinc (aminoacidos 24-44 y 60-84). Los dedos de astbilizan la union del
VDR a regiones especificas de ADN denominadas ‘@ios de respuesta a la
vitamina D” (VDRES) y que se encuentran en los gatiana de la Vitamina D.
Los dedos de Zn interactian por medio de contaminsos grupos fosfato del
esqueleto del ADN (primer dedo) y que permiten gu&DR actlle como un
heterodimero uniéndose al receptor del acido rietn®XR) (segundo dedo).

N- i b|nfj|ng ng? Ligand bindingdomain LC
domain domain
DBD HD LBD

Figura 23. Dominios funcionales del receptor de Isitamina D (349)

En la region C-terminal del receptor esta el domike unién al ligando
(LBD) con capacidad para unirse a la vitamina Dta moléculas con una
estructura capaz de mimetizar la vitamina D. Esteeptor tiene también
capacidad para unirse a la 25(OH)D3 y a la 24,25PD8, pero con una afinidad

100 veces menor.
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Figura 24. Accion de la Vitamina D a través de sueceptor. Adaptado de Di Rosa M. y colaboradores
(350).

Una vez que el CTR se ha unido a su receptor shupeda translocacion
del complejo calcitriol-VDR al nucleo, donde fornum heterodimero con el
receptor X-de acido retinoico (RXR342,351). EI complejo calcitriol-VDR-RXR
se une a elementos de respuesta a vitamina D (VDREsentes en la region
promotora de genes especificos en los tejidos d@d® Ademas, el calcitriol
regula la expresion de su propio receptor (VDR)magando su sintesis y

aumentando su vida media.
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5.2. VITAMINA D EN ENFERMEDAD RENAL CRONICA.

El descenso progresivo en la produccion de CTRnesde los factores
desencadenantes del hiperparatiroidismo renal dadon dicho descenso es
debido, en parte, a la disminucion de la masa remadionante que limita la

disponibilidad de la enzimaxihidroxilasa para produciri@34).

Las células del tubulo proximal obtienen el 25(OBi)hido a la DBP por
una endocitosis mediada por la megali@ee). Una vez dentro de la célula, la
25(0OH)D3 puede ser metabolizada pordahidroxilasa en la mitocondria para su
conversion a CTR o bien retornar a la circulaciémapayudar a mantener los
niveles en sangre de 25(0OH)D3 permitiendo la producno renal de CTR.
Pacientes deficientes en megalina sufren una digndn del filtrado glomerular
y de la disponibilidad de vitamina D para sintetiZdR en el tabulo proximal
(353). Por otro lado, la subida de los niveles de FG#28spuesta al acimulo de
P inhibe la enzimadkhidroxilasa e induce la degradacion de 25(OH)DB3que
agravara la deficiencia funcional del riidbn aumedtalos requerimientos de

vitamina D para corregir la produccion renal y axtenal de CTR354).

De esta manera, la disminucion de CTR en la ER@vada progresion de
la enfermedad y el HPT2°. Ademas, el descenso geotiuccion de CTR se ha
asociado con un aumento en la morbimortalidad ocasdcular en enfermos
renales(355) y con un incremento de inflamacion rerab6). Asi, el CTR es
administrado en enfermos renales como herramiemggpéutica para restaurar
valores normales de Ca en suero (normocalcemiaibiii la secrecion de PTH.
Sin embargo, se ha demostrado que su administréaamece el desarrollo de
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calcificaciones(357, 358). Alternativamente se han desarrollado anélogotade

vitamina D que presentan menos efectos deletéreos.

5.3. LAVITAMINA D Y EL SISTEMA INMUNE.

Desde su descubrimiento en 1919, y durante mudius al estudio de la
vitamina D se centro en el control de la homeostdsl Ca y del metabolismo
0seo, Yy en su relaciéon con enfermedades como eitisaqo y la osteomalacia.
Ademas de las funciones clasicas sobre el metatwlisineral y 6seo, se le han
atribuido otros muchas acciones sobre la proliféradiferenciacién, apoptosis,
autofagia, inmunomodulacion, etcétgsa7) El efecto inmunomodulador de la
vitamina D se descubrié hace décadas al aportgrambeneficio a pacientes con
tuberculosis expuestos a radiacion solar. Antda éea de los antibiGticos, tomar
el sol y la administracién de aceite de higado a@ealao, era la Unica terapia
eficaz contra la tuberculosis cutanea. La Vitaniinara también un tratamiento

complementario al tratamiento con antibiéticosaluberculosis pulmon#59).

La deteccion del receptor de la vitamina D en edlulel sistema inmune
ha permitido describir importantes acciones deifamina D sobre el sistema
inmune, como son sus efectos sobre la proliferagida diferenciacion celular
(360,361).

5.3.1. Metabolismo de la vitamina D en el sistemamune.

Como se ha descrito anteriormente, existen dos tipgre-vitamina D: la
Vitamina D2 (ergocalciferol), sintetizada por plsty hongos, y la Vitamin D3

(colecalciferol), que se adquiere a través de dgesta de tejidos animales o se
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produce por conversion fotolitica en la piel delehidrocolesterol. Para activarse
deben experimentar una hidroxilacion por la 254dwdasa y otra por la dk
hidroxilasa, en el higado y en el rifidn respectiear®, convirtiendose finalmente
en CTR. La #&-hidroxilasa puede estar presente en otros tiphgaces como
osteoblastos, células paratiroideas, CMLV, céleladoteliales y tejidos como el
pancreas, glandula mamaria, préstata y cal@4b). Asimismo, Bouillon y
colaboradores exponen que la produccion local de f0&€ga un importante papel

en una amplia variedad de acciones no-clasicas dtamina D(344).

Si bien la &-hidroxilasa se encuentra predominantemente enfiéh,r
también se ha descrito la presencia de dicha engimatros células del sistema
inmune (362, 363). Los macrofagos y las células dendriticas expréaandos
enzimas necesarias para convertir la vitamina D38adeitriol (77, 364 365). En
dichas células la dthidroxilasa esta regulada principalmente por nuties
inflamatorios como el interferon gamma (N lipopolisacaridos (LPS(365).
Las células B pueden convertir 25(OH)D3 en 24,253 (366), aunque no

expresan d-hidroxilasa.

Por otro lado, el receptor de la vitamina D (VDR) presenta en la
mayoria de células del sistema inm®&l), sobretodo macréfag@l61)y células
dendriticas(367), o que sugiere el importante papel de la vitamihan la
modulacién de la respuesta inflamatq@a8). Linfocitos T y B expresan también
VDR (361). Células T Natural Killer" (NKT) y linfocitos T CD&: expresan
VDR durante el proceso de seleccion para protegeorganismo de la
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autoinmunidad369). Ademas, el CTR es capaz de inducir VDR en mooscit

en menor grado en macroéfagos madygas).

Vitamin D
; Dendritic cell
Macrophage v

_— 25(0HD —__ Innate immunity
/ \ v \
CYP27B1 CYP27B1 @
v 1,25(0H),D 1,25(0H)D
l |

\ Decreasing
\ / Cell maturation

TP 125(0HD Decreasing

Increasing . :
microbial killing | antigen presentation

Decreasing ) -
cell profileration/differentiaion Adaptive o |ty

h, Thy, B-cell Th, Treg

@ | ' VDR ﬂ ' ' VDR ' ' VDR

~ ” .\..“"\. - r i ..‘ = - i ‘\\_ - i
Helper cells Suppressor cells

Figura 25. La vitamina D en la inmunidad innata y adptativa (371)
5.3.2. Efecto inmunomodulador de la vitamina D.

En estudios llevados a cabo con macréfagos acsvado LPS, se ha
descrito que el CTR actia como regulador de IkBhilfidor de NFKp)
aumentando su expresion y su estabilidad al indwcfosforilacién. EI aumento

en kB produce un descenso de la translocacion nuclear N8B, y
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consecuentemente de su actividad. Por tanto, datos indican que el calcitriol
tiene una accion anti-inflamatoria en macrofa@®s2). Los macrofagos son
grandes productores de citoquinas, fundamentalmefa (373) La

transcripcion de TNé- se activa en gran medida por #8Fimportante regulador

de la respuesta inmune, la inflamacion y el (BTH).

El CTR también suprime la expresion de toll likeegtor 2 (TLR2) y 4
(TLR4) en monocitos humang@375). La familia de receptores TLR desempefia un
papel fundamental en el reconocimiento de patogeewsla activacion de la
inmunidad innata y median en la produccion de citoas necesarias para el
desarrollo de la inmunidad. La incubacion de mawoscaislados con CTR atenta

la expresion de citoquinas proinflamatorias, tat@®o IL-1, IL-6 y TNFe. (376).

Estudios clinicos y epidemiologicos acerca del tefele la vitamina D
sobre la modulacién de la respuesta inflamatonmatedavia escasos, y estudios
observacionales han generado resultados contradgtoAlgunos estudios
indican que la deficiencia de vitamina D se asoommmayores niveles séricos de
biomarcadores inflamatorios, como la IL-6, TdNJ* PCR en personas sar@g7-
380) y en sujetos obes@381), mientras que otros estudios no pudieron confirmar
estos resultadg882-385) En algunas enfermedades asociadas con la inflamac
como la insuficiencia cardiaca crénica, la ERC pdteoporosis, suplementos de
vitamina D parecen atenuar los niveles séricosNleuTe incrementar los niveles
de IL-10 (citoquina anti-inflamatoria)386-388)

El CTR se ha usado en ratones para prevenir luftosn@toso sistémico,
artritis  inducida por colageno, enfermedad inflariat intestinal vy
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encefalomielitis autoinmune experimental, una eesle mudltiple cuya

progresion esta impulsada por células T activégkss 389,390).

El tratamiento con CTR o0 en combinacion con anémhtorios
esteroideos supuso hasta el 50% de éxito en casdsrados de psoriasis, un
trastorno inflamatorio crénico de la piel que seacteriza por una disfuncion de
los queratinocitos y una infiltracion en la epiderme células inmunitarig891,
392). Los queratinocitos expresan VDR, y los efectasitps de la vitamina D
en la psoriasis se han atribuido a sus propiedemiesnomoduladoras. Tras el
tratamiento tépico de lesiones psoridsicas se émcama reduccién de IL-8
(citoquina pro-inflamatoria) y un aumento de IL-{toquina anti-inflamatoria)
(393). El tratamiento con CTR también aumento la expredel receptor de IL-10

en células epidérmicas humarias4).

Las propiedades inmunomoduladoras de la vitamirso mediadas por
VDR (395, 396), presente en la mayoria de tipos de células dedrsa inmune,
como macrofagos, células dendriticas y linfocitdSO4+ y CD8+361,367, 397).
En estas células los activadores del VDR inhibenexaresion de ciertas
citoquinas, como IL-2 en células T, IL-12 en mietoracitos e IL-2, TNE, IFNy
y GM-CSF en polimorfonucleare§98-400) El hecho de que se encontrara
expresion de VDR en distintos tipos celulares douate también a que se hayan
llevado a cabo numerosos estudios acerca de lastassacciones de la vitamina

D mas alla del metabolismo mineral.

El CTR inhibe la proliferacion y la secrecién desguinas en linfocitos
(401), asi como la diferenciacion y maduraciéon de céldandriticag402). En
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general, el CTR parece inhibir principalmente alilo®citos Thl (intervienen en
la inmunidad celular), mientras que favorecen lterdnciacion de los Th2

(intervienen en la inmunidad humor&p3).
5.3. ANALOGOS DE LA VITAMINA D.

El déficit de vitamina D es una de las principatesacteristicas del
HPT2°, por lo que en los pacientes urémicos se hacesaria la administracion
de vitamina D a fin de restaurar la normocalcemia gecrecion de hormona
paratiroidea. Sin embargo, la forma activa de tarwina D tiene una limitacion
terapéutica importante ya que promueve la abso@&®a y P en el intestino,
aumentando, por tanto, los niveles séricos de diatrees, y por consiguiente, el
riesgo de calcificacion cardiovascular en pacieotes ERC. Esto ha llevado al
desarrollo de analogos de la vitamina D capacesdieir los niveles de PTH, sin
provocar hipercalcemia e hiperfosfateni®4, 124). En este sentido, diversos
estudios realizados en pacientes en hemodialiatadivs con analogos de la
vitamina D han mostrado un incremento significatero la supervivencia y un
descenso de la C405-407)

Las moléculas usualmente empleadas en pacientesicog2 como
analogos de la Vitamina D son el falecalcitriolpgxacalcitol, el doxercalciferol
y el paricalcitol.

El falecalcitriol es un analogo sintético de la vitamina D con mayor
actividad que el CTR debido a la sustitucion dedtmsnos de hidrogeno de los

carbonos 26 y 27 por flaor, lo que le confiere uatabolismo mas lento. Un
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estudio realizado en pacientes urémicos en henmidialostré su efectividad en
cuanto a la inhibicion de la secrecibn de PTH, aentpmbién produjo un

incremento en los niveles séricos de(@s).

El maxacalcitol o 22-oxacalcitriol, otro analogo sintético de la vitamina
D, tiene una gran eficacia como supresor de lees&gr de PTH, como se pudo
comprobar en un estudio multicéntrico a doble ciegiatrolado con placebo. Sin
embrago, en dicho estudio se detecté una alta encid de episodios de
hipercalcemia en pacientes tratados con dosis @gdsvde dicha molécul@09).
En otro estudio multicéntrico doble ciego random@ague incluyd pacientes con
HPTZ, y controlado por placebo se evalué el impactoddekrcalciferol sobre
el metabolismo mineral. Pacientes tratados con asi#go experimentaron un
importante descenso en los niveles de PTH y ningaremento en los niveles
séricos de C#410). Posteriormente, en un estudio realizado con rat@sicas
donde se comparo6 el efecto del doxercalciferollydgdcalcitol sobre la CV, pese
a tener un control similar del HPT2 hubo una mayor calcificacién adrtica e
incremento de la velocidad de pulso en los aniatné&ados con doxercalciferol

(411).

Paricalcitol (19-nor-1,25(0OH)2D3), es un analogo de la vitamihale
tercera generacion. Tiene una estructura similadal CTR, aunque carece de un
grupo metileno en la posicion C19, y tiene un gropilo y doble enlace en la

cadena lateral (Figura 25).
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Paricalcitol
CpHyyOq

Ho'"" OH

Figura 26. Estructura molecular del Paricalcitol

El Paricalcitol (PC) es un activador del VDR efeaten la supresion de la
secrecion de PTH. Actia aumentando la expresiOWD& (412) y del receptor
sensible al Ca en las glandulas paratiroideas,Bunq aumenta su actividad en
el intestino(413) ademas de producir una menor resorcion del h@#€so 415)
Por tanto, PC reduce la concentracion de PTH medi@ndisminucion de su
sintesis y su secrecion, e inhibiendo la prolifiémaae la glandula paratiroides,
con un efecto calcemiante mucho menor que el Cp& yanto, con menor riesgo
cardiovascularEn este sentido, un estudio doble ciego randomidadwostro un
efecto supresor mas rapido y sostenido sobre la, B®R un menor nimero de
episodios de hipercalcemia y elevacién del prod@e®P que en el caso del CTR
(416, 417). Asimismo, Teng y colaboradores demostraron ungoméasa de
supervivencia en pacientes tratados con parichl@specto a aquéllos tratados
con CTR(418).

Slatopolsky y colaboradores demostraron, tanto @tive de células
paratiroides bovinas como en ratas urémicas con2PJH& efectividad del PC

para disminuir la secrecion de la PTH. Ademas, msteno estudio encontré una
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disminucion significativa en la expresion del VDR @ intestino, lo que explica
el menor efecto sobre el Ca y P en contraste cdiT® (419). En un estudio
realizado con pacientes en dialisis se observo e@ueparicalcitol es
aproximadamente 10 veces menos activo que elralletla hora de absorber Ca
en el intesting420).

Nuestro grupo de investigacion en un estudiovivo, con un modelo
experimental de nefrectomia y una dieta con codterlevado en P (1,2%), ha
analizado comparativamente los efectos de la adtracion de CTR, PC vy del
calcimimético (CM) AMG 641 sobre el HPTH2° y el desllo de CV. Los datos
obtenidos, tras 28 dias de tratamiento, demostrquenias ratas tratadas con PC
presentaron niveles de PTH mas bajos y una mempasoion tanto de Ca como
de P a nivel adrtico en comparacion con las tratamen CTR. Ademas, este
efecto se vio potenciado por el tratamiento sinmgitdacon CM, que evito el
desarrollo de CV y de tejidos blandos respecto R @i&s CM(124). Asimismo,
el analisis de la curva de Kaplan-Meier reflej6 amenor mortalidad en las ratas
tratadas con CM solo o administrado junto con(PZ2). Actualmente el PC es
considerado como una herramienta terapéutica aglapara el tratamiento del

HPT2° y otras alteraciones propias de la E&Rx1,422).
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Los pacientes con ERC desarrollan frecuentementa 6Vel de la tanica
media que contribuyen a la alta tasa de morbiligladortalidad cardiovascular
observada en estos pacientes. Algunas alteracidekesnetabolismo mineral
asociadas a la ERC, y particularmente la acumuladgdfosfato, parecen jugar un

papel principal en la generacién de las CV.

En las dltimas décadas, las estrategias terapguytera tratar el HPT2° en
la ERC incluia el uso de altas dosis de CTR queigp@dntribuir sensiblemente al
desarrollo de las CV mediante una elevacién deniesles de calcio y fosfato.
Alternativamente, en la actualidad se vienen usanddogos de la vitamina D
menos calcémicos como el paricalcitol, que ha tadal ser efectivo en el
tratamiento del HPT2° sin inducir CV. No obstals, mecanismos celulares que
median el efecto diferencial del calcitriol y derigalcitol sobre las CV aln no
estan elucidados. En este estudio se parte dpdéekis de que el tratamiento con
calcitriol o paricalcitol modulara de forma difetenla calcificacion, la
transformacion osteogénica y las vias de sefialimaairacelular de las CMLV
inducidas por niveles elevados de fosfato.

Por otro lado, dos de los principales factoresiados al progreso y a la
severidad de la ERC son la inflamacidn cronica gséiés oxidativo, los cuales se
han relacionado también de manera causal con laSoVembargo, el efecto
directo y especifico del fosfato como agente pflamatorio y pro-oxidante en
CMLV aln no esta claro. En este estudio se parta Hipotesis de que el fosfato
elevado es capaz de inducir una repuesta pro-iaftzma y pro-oxidante que

podria ser modulada de forma diferencial por aital y el paricalcitol.
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Asi, el Objetivo Generalde este trabajo es:

Evaluar in vitro, en células de musculo liso vaaguel efecto del fosfato, del
calcitriol y del paricalcitol sobre los procesosadécificacion, transdiferenciacion

osteogénica, inflamacion y estrés oxidativo.

Para la consecucion de este objetivo general, ggopen los siguientes

objetivos especificos

1. Evaluar in vitro, en células de musculo lisocudar, el efecto diferencial del
calcitriol y del paricalcitol sobre el proceso ddctficacion inducido por niveles

elevados de fosfato asi como los mecanismos ihttaoes implicados.

1.1. Estudiar el efecto directo del calcitriol yl dearicalcitol sobre el
desarrollo de la calcificacion (contenido de Caluitida por niveles elevados
de fosfato en las CMLV.

1.2. Evaluar el efecto de ambas molécwabre la expresion génica de
marcadores de diferenciacion osteogénica (Runx2, PBM Msx2 vy

Osteocalcina) durante la calcificacion.

1.3. Determinar la implicacion de la ruta canonivat/B-Catenina en la
transdiferenciacion osteogénica de las CMLV duraete proceso de

calcificacion. Modulacion por calcitriol y paricéai.
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2. Evaluar in vitro si el fosfato elevado es cajpke inducir un estado de
inflamacion y estrés oxidativo en CMLV. Ademas,oaso de ser asi, determinar

si este efecto puede ser modulado por el calciralparicalcitol.

2.1. Evaluar el efecto de niveles elevados defosfobre la expresion génica
y la secrecién de citoquinas inflamatorias ([i-1L-6, IL-8, TNFo e ICAM)
en células del masculo liso vascular. Modulaciderdncial por calcitriol y

paricalcitol.

2.2. Determinar el efecto del fosfasobre la activacion de la ruta de
sefializacion de N&B/p65. Efecto diferencial del calcitriol y del paicitol.

2.3. Estudiar el efecto directo de niveles elevades fosfato sobre la
produccion de especies reactivas de oxigeno (EROEMLV. Regulacion

por calcitriol y paricalcitol.
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1. CULTIVO DE CELULAS DE MUSCULO LISO VASCULAR.

Las Células de Musculo Liso Vascular (CMLV) prowartes de aorta
humana se obtuvieron de un cultivo primario celu{@lonetics- Lonza
Walkersville, Inc., EE.UU.). Las CMLV se estudiarentre el quinto y el octavo
pase. El medio utilizado para la expansion y cremito de las CMLV fue SmBm
(Smooth muscle Basal medium), suplementado con S#GBihgleQuot Kit
Suppl. & Growth Factors (Clonetics- Lonza WalkeltsyiInc., EE.UU.), que
contiene: hEGF (Factor de crecimiento epidermalomdsnante, humano),
insulina, hFGF-B (Factor de crecimiento de fibrebdap, humano), gentamicina
y anfotericina-B. Ademas fue suplementado con Séi@l Bovino (FBS) al
15%. Las células en crecimiento fueron cultivadasrascos de 75 chfBecton
Dickinson Labware, NJ, EE.UU).

Al alcanzar el 80-90 % de confluencia, las céldleson subcultivadas de
la siguiente manera: se retirdé el medio de culiivas células adheridas al frasco
fueron lavadas 2 veces con suero fisiolégico. Piosteente, las células se
levantaron afiadiendo al frasco una solucion desifi@@EDTA (Sigma Aldrich
Inc, MO, EE.UU) con incubacion de 5 minutos a 37Panscurrido este periodo
de incubacion, se afladié medio de cultivo (15% EFB&)a inhibir la accion de la
tripsina. A continuacion, la suspension celular éeatrifugada a 300 g, durante
10 minutos y a 20°C. El pellet fue resuspendidonedio de cultivo, y se extrajo
una alicuota para contar las células. Una vez dasty lavadas las células se
cultivaron en placas de 6 pocillos (Ref. 140675n&uDenmark) a una densidad

de 80000-100000 células por pocillo. EI medio ddtivau usado para el
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crecimiento de las CMLV fue Dulbecco’s modified Eag medium (DMEM)
(Ref. D5671, Sigma Aldrich Inc, MO, EE.UU) suplertesdo con FBS al 15 %
(BioWhittaker), piruvato sédico (1 mmol/L), glutamai (4.5 g/L), penicilina (100
U/mL), estreptomicina (100 mg/mL) y HEPES (20 mrhopl/Las células
cultivadas se dejaron crecer en un incubador dédaséén condiciones de un 5 %
de CQ y un 90 % de humedad para su mantenimiento.

1.1. RECUENTO Y DETERMINACION DE LA VIABILIDAD
CELULAR.

Para contar las células, a una alicuota de susperslular se le afiadi6 el
mismo volumen de Trypan Blue (Sigma Aldrich Inc, MBE.UU.) y de esta
mezcla se cargaron 10 microlitros en la camara dabhuer (Figura 1). A
continuacién, se contaron las células vivas en cadarante de 1 nfmen el

microscopio optico.

El Tripan Blue es una molécula coloreada de gmso pmolecular que
s6lo es capaz de entrar en las células que tienereibrana alterada. Por tanto
una célula viva en perfecto estado se observaddoirrc mientras que una ceélula
muerta 0 muy alterada incorporara el colorante aitaplasma y se observara

azul. De este modo se puede determinar la viabilcgtular.

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

La camara de Neubauer es una camara de contaj@daab microscopio

de campo claro o al de contraste de fases. Sedeatan portaobjetos con una
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depresion en el centro. Tiene grabadas en su parial, dos cuadriculas
microscépicas con cuatro areas de 4x4 cuadrados.

o —

Figura 1. Camara de Neubauer.

El volumen de cada zona es 1 x 1 x 0,1 mm = 0, mm0* ml. Si
contamos las células que hay en cada &rea, se pakedér la concentracion de

la suspension celular segun la siguiente formula:

Media de contajes de las cuatro zonas x 2 x18 nim. células/mL

2. DISENOS Y TRATAMIENTOS EXPERIMENTALES

Cuando las células en cultivo alcanzaron el 8@849de confluencia, se
iniciaron los tratamientos de estudio, fabricados medio de cultivo DMEM.
Principalmente se estudiaron 4 grupos experimentate grupo control que tenia
una concentracion de fosfato de 0,9 mM, un grumfato (PO) preparado con
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sales de fosfato de sodio a una concentracion fieal3,3 mM y 2 grupos
adicionales de fosfato a los que se le afiadi6 dadgitriol (10° M; PO+CTR) o

su analogo paricalcitol (3xTOM; PO+PC), que se usaron para evaluar el efecto
de ambas moléculas sobre los procesos de calafficadiferenciacion
osteogénica, estrés oxidativo e inflamacion. Paepgyar el medio con alto
contenido en P se utilizaron Fosfato Monobasico gsf&to Dibasico en
proporcion 2:1 (Sodium Phosphate, Sigma Aldrich MO, EE.UU.).

Para determinar los niveles drmilcificacion (contenido de Ca) y la
diferenciacion osteogénicase llevaron a cabo los siguientes grupos
experimentales: Control, PO, PO+CTR y PO+PC. Lmdamientos fueron
llevados a cabo durante 9 dias. Durante este tidogpmedios de cultivo fueron
reemplazados cada 2 6 3 dias. El contenido de Cdewrmind mediante
colorimetria y la diferenciacion osteogénica seonalmediante la expresion

génica de marcadores osteogénicos.

Tratamientos: ( , A
Control 9 dias

-Calcificacion
PO+CTR -Marcadores Osteogénicos
PO+PC \_ J

\

Reemplazar medio

Figura 2
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Se realizaron cultivos de 24 horas para valoramflaencia de los grupos
experimentales sobre la activacion de tasas candnicas Wng-Catenina
mediante western blot y microscopia confocal, agia@ por expresion de genes

diana de la ruta.

Tratamientos: ( \
Control 24 horas

-Genes diana Ruta Wnt/B-Catenina
PO+CTR -Ruta Candnica Wnt/B-Catenina
PO+PC \_ )

Figura 3

Se llevaron a cabo cultivos de 24 horas con lopag experimentales
indicados anteriormente para evaluar la activadérlavia de sefalizacion de
NFxf canonica mediante western blot y microscopia confocal. Asino, se
realizaron cultivos de 9 dias para cuantificarXdpresion génica dearcadores
inflamatorios y los niveles deitoquinas secretadas y de ICAMéh la superficie

celular mediante Bio-Plex y citometria de flujopestivamente.
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, N
Tratamientos: 9 dias
Control )
24 horas -Marca(.i?res In.flama-torlos
PO+CTR -Secrecion de Citoquinas
o -Via Sefializacion de NFkB -Presentacion de ICAM-1

\. J

\

Reemplazar medio

Figura 4

Se realizaron cultivos de 24 horas para evaluarfliaencia de los grupos
experimentales sobre ¢generacion de EROs.

Tratamientos:

Control
24 horas
PO+CTR .
PO+PC Generacidn de EROs

Figura 5
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Para evaluar el efecto de la inhibicion de la Nuat/B-Catenina en el
proceso de calcificacién y en la expresion de gdisa de dicha ruta, se utilizé
el inhibidor Dickkopf-related protein 1 (Dkk1; r&#39-DK-010; R&D Systems;
100 ng/ml). Los grupos estudiados fueron: C, PO+®TR, PO+PC, PO+Dkk-1,
PO+CTR+Dkk-1 y PO+PC+Dkk-1. Los tratamientos tusietna duracion de 24
horas. Tras el tiempo de cultivo se midio la adiiéa dela ruta Wntjg-Catenina

mediante microscopia confocal ydapresion génica de genes diada la ruta.

. ( \
Tratamientos: 24 h
Control oras
PO+Dkk-1 -Genes diana Ruta Wnt/B-Catenina
PO+CTR  PO+CTR+Dkk-1 -Ruta Candnica Wnt/B-Catenina
PO+PC  PO+PC+Dkk-1 \

Figura 6

Para valorar el efecto dosis-respuesta del CTReslkzbinflamacion, se
usaron adicionalmente dosis de?iM y 10'> M de CTR. Los grupos
experimentales estudiados fueron: C, PO, PO+, HO+CTRY y PO+CTR"*
Se llevaron a cabo experimentos de 24 horas y iexpetos de 9 dias de
duracién. Tras 24 horas se analizarogdaeracion de EROg la activacion de la
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via de sefializacion canonica de MF (p65) mediante western blot. Después de 9
dias de tratamiento se determinaronekpresion génica de marcadores de
inflamacion, la presencia de ICAM-1 en la superfecicelular y la secrecion de

citoquinas inflamatoriasal medio de cultivo.

Tratamientos: /~ \ 4 9 dias \
Control 24 horas
-Marcadores Inflamatorios
PO+CTR® -EROs -Secrecion de Citoquinas
PO+CTR10 -Via Sefalizacion de NFkf -Presentacion de ICAM-1
\_ J \_ y,
oee

\

Reemplazar medio

Figura 7

144



Material y Métodos

3. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE
CALCIFICACION

Para determinar el efecto del fosfato, del catdityidel paricalcitol sobre
los niveles de calcificacion se siguid el disefipezimental descrito en el
apartado 2 (Figura 2). Transcurrido el periodoegxpental, se retiré el medio de
cultivo de cada uno de los pocillos y se lavaros geces con PBS (Sigma
Aldrich Inc, MO, EE.UU). A continuacion, las céhsl se incubaron con HCI 0,6
N (Merck, Darmstadt, Alemania) a 37°C en una ateréshumeda con 5% de
CO, para descalcificarlas. Después de 24h se recag@bluciéon de HCl y se
procedié a la lisis de las células con NaOH 0,1 Rénfeac Quimica, SA,
Barcelona, Espafa) y SDS 0,1% (Sigma Aldrich Ind),MEE.UU) para la

cuantificacion de proteina (Figura 8).

El contenido de Ca en el extracto &acido obtenido dsgermind
colorimétricamente  utilizando como colorante la olsolfoneftaleina
(QuantiChromTM Calcium Assay Kit, DICA-500, BioAss&ystems, USA), que
forma con el Ca un complejo muy estable de colarl.agl contenido del
complejo formado y, por tanto, del Ca de la muesta determinado por
Espectrofotometria (Biotek Power Wave XS, EE.UUuna longitud de onda de

612 nm con lampara de luz Visible.
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g
: ﬁﬁﬁ;l
v [N
@ 2lavados con PBS

Células alfinalizarel
experimento

Desmineralizaciéncon
HCI0,6N durante 12h

Cuantificacién de calcio porel método ﬂ
o-cresolphthaleinacomplexona

Cuantificacion de proteina por <:| j_i.i’
el método Bradford J— ] S— S—
2lavados con PBS, solubilizacion
ﬂ delas células conNaOH 0,1M-SDS
0,1%Yy levantamiento por el método
Normalizacién de la cantidad de calcio con de raspado
la Proteina

Figura 8. Procesamiento de los cultivos de CMLV tnascurrido el tiempo del experimento, para su

desmineralizacién y cuantificaciéon de Ca

El contenido de proteina en la suspension de celolstenida fue
cuantificado por el método de Bradford (Bio-Rad t€iro Assay, Bio-Rad
Laboratories, Munich, Alemania), descrito a cordicion. El contenido de calcio
se normalizé con los datos de proteina obtenidosnanera que el contenido de

calcio de las células se expresa como g de Carpgodeina.

3.1. CUANTIFICACION DE PROTEINAS POR EL METODO
BRADFORD.

La determinacién de la concentracion de protediedss muestras se llevo

a cabo mediante el método de Bradf@rghiord mm, 1976). M€todo que se basa en el
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colorante Azul Coomassie que, en presencia deipest&n medio acido, pasa de

una coloracién anaranjada a una tonalidad azukesta. cambio de coloracién se

cuantifica midiendo su absorbancia a 595 nm deitethgle onda. Los valores

obtenidos se comparan con una curva estandar.

Para esta técnica se utilizo el colorante deHRgd- (Munich, Alemania)

siguiendo el siguiente protocolo:

1.

Elaboracion de la recta patron: preparacion ddugidnes de un estandar

de proteina (BSA, Sigma) que cubre las concentnaside 0,5 a 2fg.

Dilucion de las muestras: 50 de NaOH 1 N + 1ul del extracto
citoplasmico o nuclear + 749 ul de agua destilada.

Adicién de 200 pl del reactivo Bradford a cada tyboezcla (vortex).
Incubacion a temperatura ambiente durante 15 min.

Medida de la absorbancia a 595 nm en un lectolatag (Biotek Power
Wave XS, EE.UU.).

Cuantificacion de la concentracién de proteinaatkaanuestra: se calculd
la ecuacion de la recta patron obtenida mediangereicta de regresion a
partir de los valores de absorbancia de las dihgsalel estandar. Dicha
ecuacion se usoO para aplicar los datos de absaabdadas muestras y

calcular las concentraciones de estas.
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4. DETERMINACION DE LA EXPRESION GENICA DE
MARCADORES OSTEOGENICOS POR RT-PCR.

La expresion génica de los marcadores osteogésétescionados se llevo

a cabo mediante la técnica de RT-PCR, descritatincacion. Para la obtencion

de las muestras utilizadas en la determinacioradgxpresion génica se siguio el

disefio experimental descrito en el apartado 2 deriraby métodos (Figura 2).

Los primers utilizados para determinar la expresgégnica de los

marcadores seleccionados fueron los siguientes:

GEN PRIMER DIRECTO O SENTIDO PRIMER REVERSO O ANTISENTIDO
GAPDH 5-TGATGACATCAAGAAGGTGGTGAAG-3 5-TCCTTGGAGGCCATGTGGGCCAT -3
BMP2 5-AGGAGGCAAAGAAAAGGAACGGAC-3 5"-GGAAGCAGCAACGCTAGAAGACAG-3’
Msx2 5-AAATTCAGAAGATGGAGCGGCGTG-3 5-CTGGGATGTGGTAAAGGGCGTGCG-3"
Runx?2 5-CCGGAGTGGACGAGGCAAGAGTT-3" 5-AGCTTCTGTCTGTGCCTTCTGGG-3"
Osteocalcina 5-GCAGAGTCCAGCAAAGGTGCAGCC-3’ 5-GCCTCCTGAAAGCCGATGTGGTCA-3"
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4.1. RT-PCR
4.1.1. Recogida de muestras de cultivo de Células Musculo Liso Vascular.

Finalizado el experimento se procedio a retiranetlio de cultivo de cada
uno de los pocillos y después a lavarlos 2 vecesRIBS. A continuacién se
afadi6é a cada pocillo 1 ml de TRIZOL (Sigma Aldrictt, MO, EE.UU) para
levantar las células por el método de raspado.i@amente, las células fueron
resuspendidas con una pipeta y la suspension cetolacada en un vial
eppendorf de 1,5 ml. Las muestras se sometieronaaagitacion con vortex
durante 10-15 segundos y posteriormente se coogelar -80°C hasta su

utilizacion.
4.1.2. Extraccion de ARN

La extraccion del ARN se llevd a cabo siguiendo neétodo de
Chomczynski y Sacchi423). En primer lugar, los homogenados celulares se
dejaron reposar durante 5 minutos a temperaturaeatebpara permitir asi la
disociacion completa de proteinas. Tras este tiesgagregaron 200 pl de
cloroformo por muestra, se agitaron vigorosameotevortex y fueron incubados
durante 5-6 minutos. Después centrifugamos las tnasea 13000 g durante 15
minutos a 4°C, y a continuacién se recogio la sageerior acuosa de cada una de
las muestras, en la cual permanece el ARN. Pacipjiex el ARN se uso6 0,5 ml
isopropanol por mililitro de trizol usado en cadaeastra. Después se incubaron
las muestras a temperatura ambiente durante 1QGoeiny mas tarde se
centrifugaron a 13000 g durante 10 minutos a 4%&s €entrifugar la muestra se

retird el sobrenadante y se afiadié 1 ml de etdrich% para lavar los pellets de
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ARN por centrifugacion a 13000 g durante 5 minugoas 4C. Por Ultimo, se
retiraron los sobrenadante y se resuspendiersmmigestras de ARN en 50-60 pl

de agua libre de RNAsa y se calentaron a 60°C tuf#hminutos y en agitacion.

Separacion de Precipitacion Lavado con  Resuspender
fases por Etanol en H,0
Isopropanol

TRIZOL

Sigma-Aldrich

Figura 9. Esquema del protocolo de extraccion de ARMtal por el método de Chomczynski y Sacchi.

4.1.3. Cuantificacion de ARN.

El ARN de las muestras fue cuantificado mediarde medida de
absorbancia a una longitud de onda de 260 nm eregpectrofotbmetro
(NanoDrop® ND-1000 UV-Vis Spectrophotometer; Nang®rTechnologies,
Wilmington, DE, EE.UU.).

El calculo de la concentracion de ARN es deterdangor el instrumento

mediante la siguiente formula:

[ Medida de absorbancia a 260 nm x 40 / 1068 [ ] ARN en pg/ul }
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4.1.4 Tratamiento con ADNasa

La posible contaminacién del ARN total extraido cimezol con ADN
gendmico fue eliminado mediante un tratamiento A@Nasas, enzimas que
digieren fragmentos de ADN. Para ello se utilizo kincomercial de Sigma-
Aldrich (Referencia AMPD1, St. Louis, Missouri, UBA

El protocolo empleado fue el siguienRara tratafl ug de ARN la mezcla
de reaccion contiene dl de tampon de reaccion 10X,l de ADNasa y agua
libre de ARNasas y ADNasas hasta completar un vefufimal de 10ul. Esta
mezcla de reaccién se incub6 durante 15 minutogngpdratura ambiente.
Transcurrido este tiempo, se afiadio a la reaccigindé solucion de parada y se

dej6 incubar durante 10 minutos a 70° C en un telogoe.
4.1.5. RT-PCR atiempo real

La RT-PCR (del inglésReverse Transcription-Polymerase Chain
Reaction, es una técnica utilizada para determinar la esipn de genes de
interés. Dicha técnica permite la amplificacionexsfica de una pequefa cantidad
de moléculas de ARNm, primero mediante una retmastrripcion (RT) del ARN,
produciendo ADNCc, y posteriormente amplificandohdicADNc en sucesivos
ciclos de PCR. De esta manera, la RT-PCR es umicéémuy sensible, que

requiere poco ARN.

Para realizar la RT-PCR en tiempo real utilizamds sestema
Lightcycler@480de Roche (Roche Molecular Biochemicals; Indian&pdN,

EE.UU), que posibilita la cuantificacion de ARN oonse ha comentado
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anteriormente mediante la sintesis “de novo” de A®Iartir de ARN, vy la
identificacion de productos por su temperatura w@dh en el mismo tubo de
reaccion. Esta técnica esta basada en la monit@izde la PCR usando técnicas
de fluorescencia (Sybr-Green ).

28882

[ L L
BF e P s

Figura 10. Lightcycler

En el sistemalightcycler@480 utilizamos el SYBR Greenl, un
fluorocromo que se une preferentemente a ADN ddedoddena. La union de
este reactivo al ADN de doble cadena recién siadt induce la emisién de una
fluorescencia proporcional a la concentracion déNAdntetizado. De esta forma,
el producto que se esta formando en cada rondamgdifiaacion puede ser
visualizado de forma continua y monitorizada. Laateaparece a partir de un
namero determinado de ciclos, dependiendo de leetdracion de partida de las

muestras y de la eficiencia de los primers.
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La temperatura de fusion (Tm, o temperatura deéimgglde un fragmento
especifico corresponde aproximadamente a la mitémgeratura a la cual el
producto sintetizado por PCR se separa en doshdbrADN de cadena simple,
y dicha temperatura va a depender de la longitufraigmento y su contenido en
G+C (guanina+tcitosina), de manera que es normanebtdistintas curvas para
cada producto amplificado, por lo que cuando dzatel SYBR Greehse puede
confirmar la amplificacion de la diana especifictravés de este analisis. Asi,
unos fragmentos pueden distinguirse de otros ar mitsus distintas Tm. La
derivada de la curva de fusion nos revela un piégimo correspondiente ala Tm
del producto. El area bajo la curva de este picpreporcional a la cantidad de

producto.

Las diferencias entre las distintas muestras emilero de copias de los
genes de estudio se determinaron a través delwichyal (Ct), que representa el
ciclo de la PCR al cual la fluorescencia superaralor umbral, experimentando
un cambio significativo. El valor de Ct establecaboresponde siempre a un valor
encuadrado en la fase exponencial de la curvaudesficencia, y es inversamente

proporcional a la cantidad inicial de moléculasaeol

Para analizar cambios relativos en la cantidadtrdescritos de los
distintos genes se elige como referencia un traoscuya expresion no se vea
modificada a pesar de los distintos tratamientios gue se someten las muestras,
normalmente un gen constitutivhbausekeeping Al comparar los valores de Ct
del gen de referencia con los del gen problemaosndistintos tratamientos

experimentales, se pueden determinar cambiosvadaén la expresion del gen
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problema. En nuestro estudio, la expresion gémilzdiva de cada uno de los
genes de estudio se determiné mediante RT-PCRitaiivat relativa utilizando el
gen de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenagd@@H como gen control

constitutivo fousekeeping

Las secuencias de Igwimers (cebadores) usados en este estudio se
disefiaron con los programas OligoExplorerl.2 y ®@lgistema operativo MS-
DOS). Para su disefio se tuvieron en cuenta distpacAmetros entre los que se

pueden destacar los siguientes:

/contenido de G+C (50-60%) \

- temperatura de hibridacion (57-63° C)
- tamano del cebador (18-24 pb)

- tamanfo del producto (100-300 pb)

Q)calizados en exones diferentes /

La RT-PCR se llevo a cabo en un solo paso usdridb@uantiTect SYBR
GreeriM RT-PCR(Ref 204243,Qiagen, Hilden, Alemania). Para un volumen
final de 20ul se utilizaron 30 ng de ARN total. La mezcla daca@dn contenia
0,5 uM de cadaprimer, 10 ul de SYBR GreefPCR master mix y 0.2l de RT

(retrotranscriptasa). Para la sintesis del ADN&ige primero una incubacion a
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45°C durante 10 min y después se desnaturaliz&GdFante 2 min para separar
ambas moléculas (ADNc y ARN). La amplificacion g&/é a cabo durante 50
ciclos, y en cada ciclo se llevaba a cabo un pripgso de desnaturalizacion a
95°C durante 5 segundos, un anillamiento (anngali@ed.0 segundos a 60°C y un
paso de extension a 72°C durante 5 segundos. eecitit de la fluorescencia del
producto se realiz6 al final de cada ciclo de esitana 72°C. Para confirmar la
especificidad de la amplificacion, se analizarandarvas deneltingo de fusion
de los productos de la PCR desde 65°C a 90° Ca&rmPCRs se incluyeron
controles negativos, que contenian agua en lugaRié¢ para confirmar que no
habia contaminacién en la mezcla de PCR.

4.1.6. Eficiencia de las reacciones.

Como se ha descrito anteriormente, la cuantificacelativa se utiliza
para obtener la magnitud de los cambios fisioldgien los niveles de expresion

de un gen en estudio, en comparacion con uno ogeass de referencia.
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Ct

22lIIIIIIIIlIIIIlIII]
10° 10 10™ 10" 10"

Concentracion

Figura 11. Recta eficiencia primers

Las eficiencias de los primers se calculan a pddiftas pendientes de la
curva estandamj obtenida de las reacciones de PCR en tiemp@redlcto de
las diluciones seriadas del ARN de una muestra @daocon los primers
considerados y de los valores de Ct obtenitlas pendientes de las rectas de
regresion lineal para determinar la eficienciaatedistintos cebadores utilizados

en esta tesis doctoral tienen un valor mas o meaas, 3.

A continuacion se describe el modelo para la diication relativa en
este trabajo, en el cual las diferentes eficiendea®s primers tanto para los genes
en estudio como para los genes de referencia fuensaidas en cuenta:
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(E ACP (control-muestra)
targe target

Ratio= - |
A trol- t
(Eref) ref((:on rol-muestra)

En esta ecuacioBarget representa la eficiencia de la PCR en tiempo real
del gen objeto de estudif;es representa la eficiencia de la PCR en tiempo real
del gen de referenciafCPiuget €S la desviacion en Ct del control menos la
muestra del gen en estudioAZ P es la desviacién en Ct del control menos la

muestra del gen de referencia.

Es importante mencionar que la eficiencia de la RGRiempo real es la
capacidad de la reaccion de duplicar el nimeroogeas de las cadenas de ADN

0 ADNc en cada ciclo.
4.1.7. Verificacion del producto amplificado

La verificacion del producto amplificado se realimédiante electroforesis
en gel de Agarosa al 2%, con Bromuro de Etidio {(BaEina concentracion de 10
mg/ml, en tampon de Tris acetato EDTA (TAE) 1X. 8#z6 un marcador de
peso molecular para valorar el tamafio de cada edmpliLas muestras y el
marcador de peso molecular correspondiente seodejaigrar durante 45-60

minutos, a un potencial eléctrico de 90-110 v. &$uitado se visualizd y
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fotografi6 en un documentador de geles tipo ChemiKRBS de Bio-Rad y con el
software Image La¥y' 5.1.

5. ESTUDIO DE LA RUTA CANONICA WNT/ B-CATENINA

Para analizar la implicacion de la ruta canonicat/P¥Catenina en el
proceso de calcificacion y en la diferenciaciéneogénica de las CMLV se
llevaron a cabo estudios de localizacion intraeelue B-Catenina mediante
microscopia confocal, estudios de expresion prat&ie f-Catenina mediante
western blot y estudios de andlisis de expresiogaies diana de esta ruta por
RT-PCR. El disefio experimental que se llevo a dabel que se ha descrito en

el apartado 2 (Figura 3).
5.1. MICROSCOPIA CONFOCAL

Esta técnica esta basada en técnicas de inmunodetegiue emplean la
capacidad de reconocimiento de los anticuerpos astigenos. Primero usamos
un anticuerpo primario para detectar la proteinairderés, y después un
anticuerpo secundario que reconoce al complejgambianticuerpo primario.

Para llevar a cabo los experimentos de microscomidocal las CMLV
fueron sembradas a una densidad de 80000-1000@@s@lor pocillo en placas
especialmente disefiladas para poder llevar a cabopretocolo de
inmunofluorescencia y poder visualizar el resultgdw microscopia confocal
(Nunc, Rochester, NY, USA). Transcurrido el tientigb experimento se retiraron

los medios de cultivo y las células se lavaron B85 (3 veces), durante 5
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minutos y a temperatura ambiente cada vez. Trdavaslos, las células se fijaron
y permeabilizaron con metanol (MERCK, Madrid, Espairimero en metanol al
50% en agua a 4° C durante 2 minutos, luego coanoketal 100% a -20° C
durante 20 minutos, y una vez mas con metanol %l &0 agua a 4° C durante 2
minutos. Después las células se lavaron con abtmgtalumen de PBS (3 veces)
para retirar cualquier resto de metanol. A contimra las células ya fijadas y
permeabilizadas se incubaron a 4°C durante todaothe con el anticuerpo
primario que reconoce a la proteina de estudi@anEtuerpo se preparo antes en

PBS con 1% BSA para evitar uniones inespecificas.

Después de incubar con el anticuerpo primario éslas se lavaron de
nuevo con PBS (3 veces). A continuacion, se mancan un anticuerpo
secundario anti-mousdlexaFluor488 que se dejé incubar con las muestras en
oscuridad y durante un tiempo de 2 h a temperaunbiente. Esta dilucion
también se realiz6 en PBS con BSA al 1%. Al termiryamanteniendo las
condiciones de oscuridad, se incubaron las muestas DAPI (Invitrogen,
California, USA) a temperatura ambiente duranteifiutos para que los nucleos
fueran tefidos. Después, las CMLV se lavaron co® ElBrante 5 minutos a
temperatura ambiente para finalmente montarlasoelagpaplicandoles medio de
montaje Aqua-Poly/Mount (Polysciences, Inc; Ref &6 Las muestras fueron
guardadas en frio y en oscuridad hasta ser obseneadel microscopio confocal
LSM 5 Exciter Carl Zeiss (Munich, Alemania). Lasagenes fueron analizadas
con el software libre ImageJ (Wayne Rasband, Natidnstitutes of Health,
Bethesda, MD, USA) utilizando el plugin Colocalipat finder y teniendo en
cuenta el valor de M1 en el Coeficiente de Mandgr,cual representa el
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porcentaje de pixeles de color verde (correspotali@hmarcaje del anticuerpo
primario) que colocalizan con pixeles de color dBAPI).

Los anticuerpos usados para la inmunodeteccion fd€atenina para

microscopia confocal son los que se detallan draoation:

-Anti-p-Catenina (Dilucién 1:150, Ref. 610153, Becton Dinkon,

Franklin Lakes, New Jersey, USAAnticuerpo primario de ratén.

-Anti-mouse  AlexaFluor488  (Dilucion  1:500, Ref. F023

DakoCytomation Glostrup, Dinamarcafnticuerpo secundario.

5.2. WESTERN BLOT.

La identificacion y cuantificacion de la proteida interés se realizo
mediante Western Blot (WB). Esta técnica esta lsmsad técnicas de
inmunodeteccion que emplean la capacidad de retoigmto de los anticuerpos
a sus antigenos. Llevamos a cabo una inmunodetedaiirecta usando un
anticuerpo primario, para localizar la proteina ideerés, y un anticuerpo
secundario que reconoce al primario y localizectmsplejos antigeno-anticuerpo.
Este anticuerpo secundario se puede marcar de $amag diversas con el fin de

producir una sefal.

En primer lugar, la cuantificacion de proteinadeterminé mediante el
meétodo Bradford (ver apartado 3.1). Para el WB se utilizaroqufjide extractos

nucleares de cada muestra que fueron cargadosleshdge poliacrilamida. Tras
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correr por electroforesis, las muestras fueronsteidas a membranas de
nitrocelulosa para posteriormente detectar lasepras de interés mediante

anticuerpos especificos.
5.2.1. Electroforesis.

La electroforesis de las proteinas se llevé a cabogeles de SDS-
poliacrilamida al 10% (electroforesis PAGE, del lésgpolyacrilamide gel
electrophoresig utilizando los geles NUPAGE® Novex® Bis Tris Miels
(Invitrogen, CA, EE.UU.).

5.2.2. Preparacion de las muestras.

Se mezclaron 1Qug de muestra de proteina con buffer de carga
(Invitrogen, CA, EE.UU.), y se incubaron a 70°C atiie 10 min para
desnaturalizar las proteinas. Después, las muesé&rasargaron en el gel de
poliacrilamida y se cubrieron corunning buffer MES-SDSInvitrogen, CA,
EE.UU.) al que se le aiadié un agente antioxid@dntatrogen, CA, EE.UU.). La

electroforesis se llevo a cabo a 200 V y 90 duhante aproximadamente, 1h.
5.2.3 Transferencia de proteinas.

La transferencia de proteinas consiste en la iflrbasion de las proteinas
sobre membranas sintéticas para su deteccion jposteespués de separar las
proteinas mediante electroforesis se llevd a caba transferencia a una
membrana de nitrocelulosa del mismo tamafio quesletlg 0,45um de poro.
Dicha transferencia es posible al aplicar un caeipotrico perpendicular al gel.

Como preparacion a la transferencia, los gelesokearon entre dos trozos de
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papelWhatman(Extra Thick Blot PaperBio-Rad, Munich, Alemania) y sobre la
membrana de nitrocelulosa (Invitrogen, CA, EE.Udreviamente incubados en
tampodn de transferencia (Tris base 50 mM, Glici#a kM, SDS 0.02% y 20%
de metanol; Sigma) y después se colocaron en tenmsisde transferencia semi-
seco (Bio-Rad, Munich, Alemania) 1 hora, a ampecajestante de 230 mA y con
un voltaje no superior a 25 V. Después, la tinaon rojoPonceau &l 0,1 %
(Sigma) con un 5% de acido acético durante 5 minyta temperatura ambiente
nos permitié verificar si la transferencia fue esta. Seguidamente, mediante
lavados con TTBS (Tris 20 mM; Tween 20 al 0.2%v)vNaCl 150 mM; a
pH=7.5; Sigma) se elimind el colorante para procemlecontinuacion con el

bloqueo de las membranas.
5.2.4. Bloqueo de la membrana.

Este paso de bloqueo de la membrana es impogardesvitar las uniones
no especificas de los anticuerpos, eliminando sibp® ruido de fondo o los
falsos positivos que pudieran aparecer. De esteemmatas membranas fueron
bloqueadas durante 2 h a temperatura ambiente exre lal 5% (Bio-Rad,
Munich, Alemania) disuelta en TTBS y a un pH de Dérante estas 2 horas de

incubacion se mantuvo una agitacion suave y corstan
5.2.5. Inmunodeteccién con anticuerpo primario y saindario.

Tras el bloqueo, la membrana se lavo tres veaed €8S durante 15 min
y después se incubd con el anticuerpo primariocgfpe contra las proteinas de

interés y contrda proteina de expresion constitutiva TFIIB ) diluido en TTBS.
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Dicha incubacién duré toda la noche y se llevo l@ocan agitacion suave a una
temperatura de 4°C.

Después de incubar con el anticuerpo primariandanbrana se lavo tres
veces con TTBS durante 15 min. A continuacién, pacmnocer y detectar el
anticuerpo primario, se incubaron las membranasnderl h a temperatura
ambiente y con agitacion suave con anticuerpos ns@cios marcados
enzimaticamente. En concreto, se utilizé anti-lgfajegado con peroxidasa de
rabano (HRP; Santa Cruz Biotechnology) a una diluaile 1:5000. Tras la

incubacion la membrana se lavo cinco veces con Tdé880 min cada uno.

Los anticuerpos usados pangestern Bloten la inmunodeteccion deg-

Catenina son los que se detallan a continuacion:

-Policlonal de conejo antp-Catenina humana 1:1000 (ref. 9562, Cell

Signaling, Boston, MA, USA)Anticuerpo primario.

- Policlonal de conejo anti TFIIB humano 1:1000 (fe 4562, Cell
Signaling, Boston, MA, USA)Anticuerpo primario.

-Anti-lgG de conjugado con peroxidasa de rabano Q0 (HRP; Santa
Cruz Biotechnology)Anticuerpo secundario.

5.2.6. Revelado.

Se utilizaron anticuerpos marcados con peroxid@essibano para hacer

visible las proteinas reconocidas por los anticeerpicha enzima cataliza la
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oxidacién del reactivo luminol en presencia de pel@ de hidrogeno
produciendo asi una reaccion quimioluminiscenteeqtible de ser cuantificada.

Anticuerpo
P primario

o Y eHOeN
o ¢¢ . R Reaccion
= Anticuerpo secundario

quimioluminiscente
Antigeno unido a HRP

Figura 12. Representacién esquematizada de la inmadeteccion indirecta de un antigeno y revelado

mediante peroxidasa de rabano.

La proteina inmunomarcada se detectd posteriogmmaetliante el uso del
reactivoECL plus(Amersham Bioscience, NJ, EE.UU.) con el cualneaibaron
las membranas durante 5 min a temperatura ambiata.la visualizacién de las
bandas de casi el total de todos los Western Bieados a cabo en este se uso el
instrumento LAS4000 (GE Healthcare Bio-Sciencies 8Becia).

Los niveles de las proteinas analizadas se cicantih usando el
programa de analisis de imagenes ImageJ versidn\Wdyne Rasband, National
Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). Los ré&sibs se expresaron en
términos de densidad optica (DO) relativa y seutaton mediante la intensidad
de la banda correspondiente a la proteina de sfezéte a la intensidad de la

banda correspondiente a TFIIB y relativizada a lestra control.
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5.3. RT-PCR

La determinacion de la expresion de los genes dienéa ruta Wng-
Catenina seleccionados se llevo a cabo mediantécldca de RT-PCR (ver
apartado 4.1).

Los primers utilizados para determinar la expresiénlos genes diana

seleccionados fueron los siguientes:

GEN PRIMER DIRECTO O SENTIDO PRIMER REVERSO O ANTISENTIDO
GAPDH 5-TGATGACATCAAGAAGGTGGTGAAG-3" [5-TCCTTGGAGGCCATGT GGGCCAT-3’
Cyclin D1 5"-CCGAGGAGCTGCTGCAAATGGA-3’ 5-ATGGAGGGCGGATTGGAAATGAAC-3"
VCAN 5"-ATACGTGCAAGAAAGGAACAGTCG-3’ 5-GTCCTTTGGTATGCAGATGGGTTC-3’
AXIN2 5"-TCGCAGGCTAGCTGAGGTGTCGA-3’ 5-CAGTTTCTTTGGCTCTTTGTGATC-3"

6. VALORACION DE LOS CAMBIOS EN EL ESTADO
INFLAMATORIO INDUCIDOS POR LOS TRATAMIENTOS
EXPERIMENTALES

Para valorar los cambios en el estado de inflamawriducido por los
tratamientos experimentales se hicieron estudiofockdizacion intracelular de
NFkp mediante microscopia confocal, de expresion pratdie Nkp (p65) por
western blot, de expresion génica de marcadoresfidenacion mediante RT-
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PCR y se determinoé la expresion proteica de mareadte inflamacion por Bio-
Plex y citometria de flujo. El disefio experimengale se llevé a cabo se ha

descrito en el apartado 2 de material y métodagi(&i4).
6.1. Microscopia Confocal.

La localizacién intracelular de NB por microscopia confocal se llevé a

cabo de acuerdo con el protocolo previamente degeer apartado 5.1).
Los anticuerpos usados para la localizacion defNE&eron los siguientes:

-Anti-p65/NFxB (Dilucién 1:250, Referencia sc-8008Santa Cruz
Biotechnology, &nta Cruz, CA, USA).Anticuerpo primario de raton.

-Anti-mouse  AlexaFluor488 (Dilucion  1:500, Ref. A1204,

Invitrogen™). Anticuerpo

6.2.WESTERN BLOT

La cuantificacion de N&B en la fraccion proteica nuclear mediante
western blot se llevé a cabo de acuerdo con ebpotd previamente descrito (ver

apartado 5.2).
Los anticuerpos usados fueron los siguientes:

- Policlonal de conejo anti NkB p65 (C-20) humano 1:500 (ref. sc-372,
Santa Cruz Biotechnology, &nta Cruz, CA, USA)Anticuerpo primario.
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- Policlonal de conejo anti TFIIB humano 1:1000 (fe 4562, Cell
Signaling, Boston, MA, USA)Anticuerpo primario.

-Anti-lgG de conjugado con peroxidasa de rabano Q0® (HRP; Santa

Cruz Biotechnology)Anticuerpo secundario.
6.3 RT-PCR

La determinacion de la expresion génica de los adares inflamatorios

seleccionados se llevo a cabo mediante la técei¢dldPCR (ver apartado 4.1).

Los primers utilizados para determinar la expresiénlos marcadores

seleccionados fueron los siguientes:

GEN PRIMER DIRECTO O SENTIDO PRIMER REVERSO O ANTISENTIDO
GAPDH 5-TGATGACATCAAGAAGGTGGTGAAG -3° | 5-TCCTTGGAGGCCATGTGGGCCAT -3’
ICAM-1 5-GGGGAACCAGAGCCAGGAGACACT-3 5"-TGGGCCTCACACTTCACTGTCACC-3’
|nter|EUQUina-lﬂ 5 -CAGGATATGGAGCAACAAGTGGTG-3 5-GGGTAATTTTTGGGATCTACACTC-3
|nter|euquina_6 5"-GCCCCACACAGACAGCCACTCACC-3’ 5-TGCCTCTTTGCTGCTTTCACACAT-3"
|nter|euquina_8 5-GGTGCAGAGGGTTGTGGAGAAGTT-3" 5 -CATGAAGTGTTGAAGTAGATTTGC-3"
TNF-al p ha 5-CTTGTTCCTCAGCCTCTTCTCCTTCC-3" 5-AAGATGATCTGACTGCCTGGGCCAG -3’
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6.5 DETERMINACION DE CITOQUINAS INFLAMATORIAS
POR BIO-PLEX

Una vez transcurrido el tiempo de experimentadids,sobrenadantes de
los medio de cultivo fueron recogidos para deteamla secrecion de citoquinas
inflamatorias inducida por cada uno de los tratatoe de estudio. La
concentracion de citoquinas se midi0 mediante elBt0-Plex Pro Human
Cytokine 4-Plex (Ref. M50000000CC, Exp Hu Cyto GepPLEX, 1x96,Bio-
Rad Laboratories, Hercules, CA) de acuerdo a lasrucciones de uso del

producto.

El principio del ensayo de Bio-Plex es similar dll&A: la unién
covalente de los anticuerpos de captura con nsfgmes magnéticas permiten
gue sean inmovilizados después de ser incubadolmsanuestras que contienen
los marcadores de interés. A continuacion se agrkgaanticuerpos biotinilados
para crear un complejo sandwich (ver figura 6).sBhdwich es detectado
finalmente por la adicion de ficoeritrina-streptima (SA-PE) conjugada. La

ficoeritrina sirve como reportero fluorescente.

BIOMARKER
OF INTEREST

v STREPTAVIDIN
I [ PHYCOERYTHRIN

FLUORESCENT
REPORTER

?

MAGNETIC BEAD

CAPTURE BIOTINYLATED
ANTIBODY DETECTION
ANTIBODY

Figura 13. Principio del ensayo de Bio-plex: compje sandwich de anticuerpos bio-marcados con

microesferas.
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Los resultados fueron analizados mediante un Bea@®P00 system.

Las citoquinas de interés medidas por medio de &dtefueron:
Interleuquina-1 beta (IL-1b), Interleuquina 6 (I);@nterleuquina 8 (IL-8) y el

Factor de Necrosis Tumoral alpha (TNFa)
6.5. Citometria de flujo

La determinacion de los niveles de ICAM-1 se llevéabo empleando un
citometro de flujo FACS Calibur (Becton Dickinsdfranklin Lakes, New Jersey,
USA), con el que se realizé una citometria conwerali para la deteccion de
células marcadas con el fluorocromo isotiocianatfiubresceina (FITC).

Protocolo de marcaje: Los tratamientos de los cultivos de CMLV fueron
retirados y posteriormente las células fueron lagados veces con suero
fisiologico para retirar las trazas de suero y meDMEM. Mas tarde se
afiadieron 300 pl de tripsina a cada pocillo con imcabacion de 5 minutos a
37°C y un 5% de CO2. Después de este tiempo s@adadda pocillo 1 ml de
medio de cultivo para inhibir el efecto de la tn@as Seguidamente, las células se
pipetearon varias veces y se recogieron para sénifagadas a 300 g durante 10
minutos a 4°C. A continuacion, para lavar las eslute resuspendieron en suero
fisiol6gico y se centrifugaron a 300 g durante liutos, este paso se repitié una
vez mas. Después de centrifugarlas se resuspendaro200-300 ul y se
incubaron en hielo durante 30 minutos con un aetpu anti-CD54 (ICAM-1)
humano marcado con FITC (Ref. MHCD5401-4, Invitmoge USA).

Posteriormente, las células se lavaron con susiadgico para retirar el exceso
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de anticuerpo y se centrifugaron de nuevo a 30Qrgnde 10 minutos a 4° C.
Descartamos el sobrenadante, y el precipitado sespendié en 200-30d de

suero fisiologico.

Adquisicién y andlisis: Se adquirieron T0células y el analisis se realizé con el
programa CellQuest (Becton Dickinson, Franklin lak&lew Jersey, USA)
excluyendo el ruido de fondo o background celulEr.porcentaje de células
positivas se calcul6 tras eliminar la fluoresceraiatida por la muestra marcada

con el isotipo control.

7. PRODUCCION DE ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO
(EROs).

La produccion de EROs se determind por fluoreseerami CMLV
sembradas en placas blancas de 96 pocillos comw fimadsparente (ref. 655087,
Greiner Bio-One). Las CMLV diluidas en medio normBMEM fueron
sembradas 48 horas antes a una densidad aproxidea®000 células/chy se
incubaron durante 48 horas antes del comienzo xjgtrienento. El disefio
experimental que se llevo a cabo fue el descritelapartado 2 (Figura 5). Una
vez finalizado el experimento, se procedié al polo de determinacion de

especies reactivas de oxigeno como se detallatmgaaon.
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7.1. PROTOCOLO EXPERIMENTAL PARA LA
DETERMINACION DE EROS

Una vez finalizado el periodo de experimentaci@pmmcedio a retirar los
medios de cultivo y a lavar 2 veces con 200 pl MEDI sin FBS, sin glutamina
y sin piruvato sodico. Después de retirar el seguaglado se afiadio la sonda
diluida en DMEM sin FBS, sin glutamina y sin pirtwaodico destinada a medir
especies reactivas de oxigeno y fue incubada durd@t minutos a 37°C.
Transcurrido este tiempo se retiraron las sondas gélulas fueron lavadas con
200 pl de solucion salina. A continuacion, lasilad se lavaron con 200 pl de
medio Hanks Balanced Salt Solution (HBSS). Finakeese retiré el dltimo
lavado con HBSS para afiadir 100 pl de medio HBSSuoa2 % de FBS. En este
altimo paso permanecieron las células hasta el mtmmale medir la

fluorescencia.

SO > u
H,DCFDA-AM I:%‘T

Cell Membrane |

Cellular Esterase
Aclivity
—

H,DCFDA (/\%p -
(Non-fluorescent)

£J

~~

= =

(FI ulgr(c:sie nt) : B
- o

Figura 14. Representacién esquematizada de la readtlad de la sonda H2DCFDA con especies

reactivas de oxigeno.
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La sonda utilizada para la medicion de especiagivaa de oxigeno fue el
diacetato de 2", 7 dihidro-dicloro-fluoresceina DECFDA, D-399,
Lifetechnologies) a una concentracion de 10uM. Estala se torna fluorescente
en presencia de distintas especies reactivas dgeraxi(anion peroxinitrito y

radicales hidroxilos y peroxilos).

8. ANALISIS ESTADISTICO.

El estudio estadistico de los datos obtenidos entexbajo se realizé con
el programa informético SPSS version 15.0. (Micfio€orporation, EE.UU).

Los datos fueron expresados como la media y er estindar de la
media. Para la comparacion entre medias de treasogmpo se usoO un test de
varianza (ANOVA) y si mostraba diferencias estachshente significativas,
posteriormente se aplicaba un test post-hoc Dupeaa determinar diferencias
entre grupos. Para comparar medias entre dos guiferentes, se utilizé la

prueba t de Student. Se consideraron significatp®llos valores de P < 0,05.
9. REDACCION Y PRESENTACION GRAFICA.

La redaccion de este trabajo ha sido elaboradaekseaftware Microsoft
Office Word version 2007 (Microsoft Corporation, A)S La elaboracion de las
gréficas se ha llevado a cabo con el software GRagzhPrism 6. Todo mediante
el sistema operativo Microsoft Windows XP Vista® slmess (Microsoft
Corporation, USA).
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1. EFECTO DIFERENCIAL DEL CALCITRIOL Y DEL PARICALC ITOL
SOBRE LA CALCIFICACION INDUCIDA POR NIVELES ELEVADO S
DE FOSFATO EN CELULAS DE MUSCULO LISO VASCULAR (CML V).

Células del musculo liso vascular (CMLV) fueronta@das en un medio
con fosfato alto (3,3 mM, PO). Tras 9 dias de waltse indujo calcificacion

(deposicion de Ca) respecto a células control ft\V® de fosfato) (2.87+0,27 vs
0.33+04; P<0.05).

T *#$

Deposicion de Ca
(rg/mg proteina)

0-
& P & L
> P ?
)
Figura 1. Efecto del calcitriol y del paricalcitol @bre la calcificacion inducida por niveles elevadode
fosfato en CMLV. CMLV fueron cultivadas durante 9 dias con una eatracion alta de fosfato (3,3 mM,
PO) solo o suplementado con calcitriol 1M, PO+CTR) o paricalcitol (3xId M, PO+PC). Células
incubadas con DMEM (0,9 mM de fosfato) fueron @sadomo control. El calcio se determin6 mediante
espectrofotometria utilizando como colorante leofemifoneftaleina. Los datos son representados damo

media y el error estandar de la media (SEM) (n®=f@fgr5 experimentos, * P<0.05 vs control; # P<85
PO; $ P<0,05 vs PO+CTR).

La adicion de calcitriol (18M, CTR) a un medio con PO (PO+CTR)
produjo un aumento adicional de la calcificaciospecto al tratamiento con
fosfato solo (4,64+0,47 vs 2,87+0,27; P<0.05). Rbrcontrario, en células
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cultivadas con PO y suplementadas con paricald@ail0°M, PO+PC) la
calcificaciéon fue significativamente mas baja que las células cultivadas
Unicamente con PO (1,85+0,23 vs 2,87+0,27, P<0d%)que significativamente
mayor que en las células control (Figura 1) (1,883@s 0,33+0,04, P<0.05).

2. EFECTO DEL CALCITRIOL Y DEL PARICALCITOL SOBRE L A
EXPRESION DE MARCADORES DE DIFERENCIACION
OSTEOGENICA DURANTE LA CALCIFICACION.

Uno de los objetivos de este estudio fue evaluanflaencia que ejercen
el CTR y el PC sobre la diferenciacién osteogéniqaerimentada por las CMLV
cuando son cultivadd vitro” en un medio con PO. Para ello, se cuantifico la
expresion geénica de varios marcadores osteogéeigld®2, Runx2, Msx2 y

Osteocalcina) mediante RT-PCR a tiempo real.

Como puede apreciarse en la Figura 2, la expregédnca de BMP2,
Runx2 y Msx2 fue significativamente mas alta emledl tratadas con PO que en
células control, aunque no se aprecio diferengaifgtativa en la expresion de
Osteocalcina (OC).

Al afladir CTR se produjo un aumento adicional ynsicativo en la
expresion de BMP2, Runx2 y Msx2 respecto al obskrnan PO e indujo un
aumento significativo en la expresion de osteopaldPor el contrario, la adicion

de PC no produjo un aumento en la expresion de RuMgx2 y OC mas alla del
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producido por niveles elevados de fosfgtaedujo la expresiéon de BMP2 a

niveles similares a los del grupo control.
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Figura 2. Efecto del calcitriol y del paricalcitol ®bre la expresion génica de marcadores de fenotipo
osteoblastico durante la calcificacion de CMLV induia por PO. CMLYV fueron cultivadas durante 9 dias
con una concentracion alta de fosfato (3,3 mM, &) o suplementado con CTR ({01, PO+CTR) o PC
(3x10% M, PO+PC). Células incubadas con DMEM (0,9 mM fagffueron usadas como control. Los
niveles de ARNm fueron determinados mediante RT-PChititativa relativa. La expresion de los genes

diana fue normalizada frente a la expresion de GARD Expresion génica de BMPB. Expresion génica

de Runx2.C: Expresion génica de Msx®: Expresion génica de Osteocalcina/BGLAP. Los datws s
representados como la media y el error estandir media (SEM) (n=6/grupo, 3 experimentos, * P<(;85

control; # P<0,05 vs PO; $ P<0,05 vs PO+CTR).
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3. IMPLICACION DE LA RUTA CANONICA WNT/BETA-CATENIN A
EN LA TRANSDIFERENCIACION OSTEOGENICA DE LAS CMLV

DURANTE EL PROCESO DE CALCIFICACION. EFECTO
DIFERENCIAL DEL CALCITRIOL Y PARICALCITOL.

Diversos estudios describen la participacion deuta Wntp-Catenina en
la regulacion osteogénica durante el desarrolloladecalcificacion vascular
(424)(3)(425).

La activacion de la ruta WitCatenina lleva implicita la translocacion al
nacleo del factor de transcripci@iCatenina. El objetivo de este estudio fue
evaluar la implicacion de la ruta candnica \Wr@atenina en el proceso de
calcificacion inducida por PO en CMLV cultivadds vitro” , asi como

determinar efecto del CTR y del PC sobre la acirade dicha ruta.
3.1.Niveles def-Catenina nuclear

Como puede apreciarse en el Western blot de lar&igulas CMLV
tratadas con PO poseen una cantidad-@atenina nuclear significativamente
mayor que las células control (135%+6,10 vs 98%35/8<0,05). Asimismo,
cuando las células fueron tratadas con PO+CTRwel uie p-Catenina nuclear
aument6 de manera significativa respecto a lagdasetratadas Unicamente con
PO (168%8,92 vs 135%+6,10; P<0.05). Sin embamagdicion de PC al medio
con PO produjo una reduccion significativa en logeles dep-Catenina en el
nucleo de la célula respecto al grupo PO (P<0#&B&anzando niveles similares a
los observados en las células control (95,31%+6s598,14+5,63).
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A Control PO PO+CTR PO+PC
Nuclear

TFIB

200+ * #
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B-Catenina Nuclear
(DOI frente a TFIIB)

Figura 3. Efecto del calcitriol y del paricalcitol ®bre la ruta candnica Wntg-Catenina durante la
calcificacion de CMLV. CMLYV fueron incubadas durante 24 horas en un msdlio con fosfato (3,3 mM;
PO), suplementado con CTR (#0M; PO+CTR) o suplementado con PC (3%1@; PO+PC). Células
incubadas en DMEM (0,9 mM fosfato) fueron usadasa@aontrol.A: Los Niveles de-Catenina fueron
evaluados mediante western blot de extractos mesleda imagen es representativa de 3 experimentos
independientesB: Cuantificacion de la densidad Optica integrada ljD@ormalizada con TFIIB. Los datos
son representados como la media y el error estalwa media (SEM) de 3 experimentos independientes
(n=3/grupo, 3 experimentos independientes, * P<0s0&ontrol; # P<0,05 vs PO; $ P<0,05 vs PO+CTR).
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La localizacion intracelular dg3-Catenina fue determinada mediante
Microscopia Confocal de fluorescencia (Figura 4)

A B

B-Catenina DAPI Merged

Control

PO+CTR

Coeficiente de Manders
frente al control
N

PO+PC

Figura 4. Efecto del fosfato, del calcitriol y del pricalcitol sobre la localizacion intracelular dep-
Catenina. CMLV fueron incubadas durante 24 horas en un medio fosfato solo (3,3 mM; PO) o
suplementado con CTR (!04; PO+CTR) o PC (3x1®M; PO+PC). Células incubadas con fosfato 0,9 mM
fueron usadas como contro\) Deteccion mediante microscopia confocal de flsmeacia. Imagenes
representativas de tres experimentos independidBeSuantificacion mediante el coeficiente de Manders
(M1 plugin Verde vs DAPI) del marcaje por fluorescia dep-Catenina nuclear (3 experimentos, *P<0,05 vs
Control; # P<0,05 vs PO; $ P<0,06PO+CTR).
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Las células control mostraron inmunofluorescendia gn el citoplasma
mientras que las células incubadas s6lo con POndP&»+CTR mostraron una
localizacion marcada dp-Catenina en el nucleo. Sin embargo, en las células
incubadas con PO+PC la expresion y localizacion pd€atenina estuvo

principalmente limitada al citoplasma.

3.2. Efecto del fosfato, calcitriol y paricalcitolsobre la expresion de

genes diana de l&uta Wnt/g-Catenina.

Después de comprobar como los tratamientos de iestnddulaban la
translocacion nuclear geCatenina, se procedié a determinar la expresiaicge
de algunos genes diana de la ruta canonica P/Qdtenina. Para ello
seleccionamos los siguientes genes diana de lawuat#3-Catenina: Versican
(VCAN), Ciclina D1 y Axina 2.

Como puede apreciarse en la Figura 5, la expragidica de los genes
diana analizados fue significativamente mas alt&€®iLV tratadas con PO y en
las células tratadas con PO+CTR que en las célldagrupo control. Por otro
lado, en las células tratadas con PO+PC la expredos genes analizados fue
menor respecto al grupo tratado con PO, siendafis@iva la diferencia en el
caso de la Ciclina D1. Asimismo, no existen diferas significativas en la
expresion de Axina 2 entre el grupo de célulasrobmgtlas células tratadas con
PO+PC.
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Figura 5. Efecto del fosfato, del calcitriol y del pricalcitol sobre la expresion de genes diana de tata
canodnica WntB-Catenina (Ciclina D1, Axina2 y VCAN/versican).CMLV fueron incubadas durante 24
horas con fosfato (3,3 mM, PO) solo o suplementampcalcitriol (1 M, PO+CTR), o paricalcitol (3x19

M, PO+PC). Células incubadas con DMEM (0,9 mM dedimgffueron usadas como control. La expresion
de los genes diana fue normalizada con la expre®d@APDH. Los datos son representados como laamedi
y el error estandar de la media (SEM) de 3 expearioe independientes (n=6/grupo, 3 experimentos,
*P<0,05 vs Control; # P<0,05 vs PO; $ P<0,05 vs PORCT
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3.3. Efecto de la inhibicibn de la ruta Wntp-Catenina sobre los
procesos de transdiferenciacion y la calcificaciéen CMLV.

Para continuar valorando el papel que desempeéetilzacion de la ruta
candnica Wnfl-Catenina sobre la calcificacion y sobre la traiesenciacion de
las CMLV hacia células de linaje osteogénico sali@iBkk-1 (Dickkopf-related

protein 1), un inhibidor especifico de la ruta aaina Wntp-Catenina.

3.3.1. Efecto de la inhibicién de la ruta Wh€atenina con Dkk-1 sobre

la translocacién nuclear dé-Catenina.

Como indican las figuras 6 y 7, cuando las CMLV satadas durante 24
horas con Dkk-1 (100 ng/ml; PO+Dkk-1 y PO+CTR+Dkkdg produce un
descenso significativo en la translocacion nuctEap-Catenina respecto a los
mismos tratamientos sin Dkk-1. Es decir, la incida con Dkk-1 inhibe la
translocacion nuclear d&Catenina inducida por niveles elevados de fosfato
potenciada por el CTRSin embargo, no hay diferencias significativasl&n
translocacion nuclear d&Catenina entre las células tratadas con PO+PG y la
células tratadas con PO+PC+Dkk-1.
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Figura 6. Efecto del Dkk-1
inhibidor de la ruta canénica
Whnt/B-Catenina, sobre le
translocacion de B-catenina al
nucleo de la célulaCMLV fueron
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51 * #

B-Catenina Nuclear
(DOl frente a TFIIB)

Figura 7. Cuantificacion mediante el coeficiente ddanders (M1 plugin Verde vs DAPI) del marcaje
por fluorescencia dep-Catenina nuclear. Los datos son representados como la media yal estandar de
la media (SEM) de 3 experimentos independientesp#5 vs Control; # P<0,05 vs PO; $ P<0y@5el
mismo tratamiento sin Dkk-1).

3.3.2 Efecto de la inhibicion de la via Wnf-catenina mediante Dkk-1 sobre

la expresiéon de genes diana de dicha ruta.

Como puede apreciarse en la Figura 8, la adiciobldel a las células
tratadas con PO y con PO+CTR (PO+ DKkk-1 y PO+CTRk-D redujo de
manera drastica la expresion de los genes dianiaades (Ciclina D1, VCAN y
Axina2) respecto a los tratamientos sin Dkk-1, dledp a alcanzar niveles
similares a los del grupo control. En el grupo PO+R adicion de Dkk-1 no
indujo un descenso adicional en la expresion géaecdCAN y Axina 2, aunque
si en la de Ciclina D1.
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Figura 8. Efecto de la inhibicion de
la via Wnt/p-catenina por Dkk 1,
sobre la expresion de gess dianc
del factor de transcripcion pB-
Catenina (Ciclina D1, Axina2
VCAN/versican). CMLV fueror

incubadas durante 24 horas a
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3.3.3. Efecto de la inhibicion de la via Wnp-Catenina mediante Dkk-1 sobre
la calcificacion en CMLV.

CMLV tratadas con PO+Dkk-1 presentaron niveles adcificacion
significativamente mas bajos que las células testasblo con PO (1,91+0,1 vs
2,77%0,09, P<0.05). Asimismo, CMLV tratadas con BOR+Dkk-1 mostraron
una calcificacion significativamente menor que @dulas tratadas solo con
PO+CTR (2,50+0,10 vs 4,12+0,13, P<0.05). Es ddairinhibicién de la ruta
Wnt/B-Catenina con Dkk-1 redujo el nivel de calcificatiinducida por PO y
previno del aumento en la calcificacién inducida @@ R. Por otro lado, no se
observaron diferencias significativas entre el grig©+PC+Dkk-1 y el mismo

tratamiento sin Dkk-1.

» 3]
1 1

w
1

Deposicién de Ca
(vg/mg proteina)

Figura 9. Efecto de la inhibicion de la via Wn#§-Catenina mediante Dkk-1 sobre la
calcificacion de CMLV. Durante 9 dias CMLV fueron incubadas con fosfato attlo (3,3 mM, PO) o
suplementado con calcitriol (£0OM, PO+CTR), paricalcitol (3xI® M, PO+PC), Dkk-1 (100 ng/ml,
PO+DKK-1), calcitriol y Dkk-1 (PO+CTR+DKK-1) o paritdtol y Dkk-1 (PO+PC+DKK-1). Células
incubadas en DMEM (fosfato 0,9 mM) fueron usadama@aontrol El calcio se determiné mediante
espectrofotometria utilizando la fenolsulfoneftatecomo colorante. Los datos se representan comeda
y el error estandar de la media (SEM) de 3 expearioe independientes (n=6/grupo, 3 experimentos,
*P<0,05 vs Control; # P<0,05 vs PO; $ P<0,05 vsishm tratamiento sin DKK1).
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4. EFECTO DEL FOSFATO, DEL CALCITRIOL Y DEL PARICAL CITOL
SOBRE LA INFLAMACION EN CMLV.

Una vez descrito el efecto estimulante que el R@ejsobre el desarrollo
de calcificaciones, sobre la diferenciacion osteagey sobre la activacion de la
ruta candnica WntCatenina en CMLV, se procedi6é a valorar si tamlzétiia
como un elemento de caracter proinflamatorio. AdgraBigual que el calcitriol y
el paricalcitol ejercian efectos netamente opuesmse la calcificacion, la
diferenciacion osteogénica y la activacion de @ rtandnica Wnf-Catenina,
qguisimos evaluar si ambos analogos de la vitamiegezen o no el mismo efecto

desde el punto de vista inflamatorio.

4.1. Efecto de niveles elevados de fosfato sobreebgpresion génica de
citoquinas inflamatorias en células del musculo Is vascular. Modulacion

diferencial por calcitriol y paricalcitol.

Al valorar la expresion génica de varios marcaddeesflamacioén, como
son la Molécula de Adhesion Intercelular 1 (ICAM-3) las citoquinas
inflamatorias Interleuquina-1 Beta (I3}l Interleuquina-6 (IL-6), Interleuquina-
8 (IL-8) y Factor de Necrosis Tumoral Alpha (T&yFse observo que las CMLV
cultivadas con una concentracion alta de fosfat@ (@M) presentaban una
expresion génica significativamente mas alta quertélulas del grupo control
(aumento del 14% en la expresion de ICAM, un 3204Lelf, un 25% en IL-6,
un 48% en IL-8 y un 27% en TN

Al anadir CTR, ademas de potenciar el desarrolloaleficaciones como

vimos previamente, se pudo comprobar que se praducincremento adicional y
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significativo de la expresion de ICAM-1, IL-6 y TMRespecto a las células
cultivadas en un medio solo con PO. Sin embargonikeles de expresion de IL-
1B y de IL-8 disminuyeron de manera significativapeaso a las células tratadas
s6lo con PO, alcanzando en ambos casos valorewrgmia los de las células
control.

Por otro lado, el PC produjo un efecto inmunomadioidrente al estado
de inflamacion inducido en las CMLV cultivadas de@. Al igual que el PC
disminuia el desarrollo de calcificaciones, cuadidho analogo de la vitamina D
fue afadido a las células tratadas con PO la evprds citoquinas disminuyo de

manera significativa respecto de las células testashicamente con PO.
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Figura 10. Efecto del fosfato, del calcitriol y del paricalcitd sobre la expresion génica de citoquinas en
CMLV. CMLYV fueron incubadas durante 9 dias con fosfat® 3\, PO) solo o suplementado con calcitriol
(10%M, PO+CTR), o paricalcitol (3xI8M, PO+PC). Células control fueron incubadas con ai/elormales

de fosfato (0,9mM). La expresiéon génica de citogsise determind mediante RT-PCR a tiempo real. Los
datos son representados como la media y el e@mdzsr de la media (SEM) (n=6/grupo, 5 experimeritos
P<0.05vs Control; # P<0.0¥sPO; $ p<0,05 vs CTR).
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4.2. Efecto del fosfato, calcitriol y paricalcitolsobre la presentacion de
ICAM-1 en la superficie celular y la secrecién deitoquinas en CMLV.

Como muestra la Figura 11, mediante andlisis gomgtria de flujo, no
se observaron diferencias significativas en loglew de expresion de ICAM en la
superficie celular entre los grupos control y P®. &nbargo, la adiciéon de CTR
(108M) a células incubadas con niveles altos de fosfatujo un aumento
significativo en la niveles de proteina ICAM. Pbrcentrario, el tratamiento con
PC disminuy6 los niveles de ICAM incluso por debagplos valores observados

en el grupo control.
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Figura 11. Efecto diferencial del calcitriol y del paricalcitol sobre los niveles de ICAM-1 en la superficie
de CMLV. CMLYV fueron incubadas durante 9 dias en DMEM soélo fosfato (3,3mM) o suplementado con
calcitriol (108M; PO+CTR) o paricalcitol (3xItM; PO+PC). Células control fueron incubadas con DMEM
(0,9mM de fosfato). Niveles de ICAM-1 fueron degeltis mediante citometria de flujo. Los datos son
representados como la media y el error estander mhedia (SEM) (n=6/grupo, 3 experimentos, * P<65
Control; # P<0,0%sPO; $ P<0,05%sCTR).
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Figura 12. Andlisis por citometria de flujo de los niveles déCAM-1 en CMLV en los distintos grupos
experimentales estudiadosLos porcentajes indicados corresponden a los camie ICAM-1 entre los
distintos tratamientosA: Comparacion Control vs P®. Comparaciéon PO vs PO+CTR: Comparacién
PO+PC vs PO+CTRD: Comparacién PO+PC vs PO.
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En cuanto a la secrecion de IB;1L-6, IL-8 y TNFa cuando las CMLV fueron
cultivadas en un medio con PO se produjo un aumsigoificativo en la
secrecion de dichas citoquinas respecto a laslaséliel grupo control. El CTR
indujo un aumento adicional en la secrecion deci@gjuinas IL-6 y TNk, asi
como un descenso en los niveles de LyllL-8, respecto a las células tratadas
s6lo con PO (Figura 13). Estos datos estan en nans@ con los datos de
expresion génica descritos en el apartado 4.lelRmntrario, el tratamiento con
PC produjo un descenso significativo en la secredé todas las citoquinas
analizadas respecto al grupo PO, alcanzando nigetatares (IL-6 y TNIle) o
incluso inferiores (IL-§ y IL-8) al grupo control. Ademas, los niveles de6l

TNFa y IL-8 fueron inferiores a los obtenidos en elpgpPO+CTR.
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Figura 13. Efecto diferencial del calcitriol y del paricalcitol sobre la secrecion de citoguinas inducida
por fosfato. CMLV fueron incubadas durante 9 dias s6lo con fosdéto (3,3mM; PO) o suplementado con
calcitriol (108 M; PO+CTR) o paricalcitol (3xI®M; PO+PC). Células control fueron incubadas con DMEM
(0,9mM de fosfato). La secrecién de citoquinas eflim de cultivo fue determinada mediante el sistdma
array Bio-Plex Pro Human Cytokine 4-Plex Panel. Hasos son representados como la media y el error

estandar de la media (SEM) (n=6/grupo, 3 experiagrtP<0,05vs Control; # P<0,0%s PO; $ P<0,0%s
CTR).
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4.3. Activacion de la ruta de sefalizacion de N@B/p65 por niveles
elevados de fosfato. Efecto diferencial del calcitl y del paricalcitol.

Trabajos previos a este estudio demuestran quexstintos elementos
capaces de activar la secrecion de diversas citaguiinflamatorias en CMLV
(272,426, 427). Sahar y colaboradores han descrito que la achivade Nk
mediante IL-18, una citoquina inflamatoria, potanda expresion de otras
citoquinas inflamatorias en CMLV de raté(28). Asimismo, Zhao vy
colaboradores argumentan que el fosfato alto preenlaecalcificacién vascular y
la transdiferenciacion osteogénica de CMLV a tralea translocacion de p65 al
ndcleo impulsado por especies reactivas de oxi¢leR®s)(326) Por tanto, en
este estudio hemos evaluado si dicha via de sad#lizesta implicada en mediar
el efecto del fosfato sobre la expresion y postesecrecion de las citoquinas
proinflamatorias descrito anteriormente. Asimiss®procedio a valorar el efecto
diferencial del CTR y del PC sobre la activaciordadna ruta.

El analisis mediante Western blot revel6 que unacentracion alta de
fosfato (PO) produjo un aumento significativo erirnslocacion nuclear de p65
(NFxp) respecto a las células del grupo control (1,372@s 1,00+0,02; p<0,05)
(Figura 14A y 14B).

Cuando se afiadio calcitriol a las células tratedasfosfato (PO+CTR) se
produjo un leve pero significativo aumento en Enstocacion nuclear de NF
respecto a las células tratadas soélo con fosfal) (£,95+0,26 vs 1,37+0,07;

p<0,05). Sin embargo, al afadir paricalcitol (PO}RE€ produjo un descenso
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significativo en la translocacion nuclear dedfFespecto al grupo PO (0,83+0,13
vs 1,37+0,07; p<0,05) alcanzando niveles similartss del grupo control.
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Figura 14. Efecto del fosfato, del calcitriol y deparicalcitol sobre la activacion de la ruta candnia
NFkp. CMLV fueron incubadas durante 24 horas con fosfatio $3,3 mM; PO) o suplementado con
calcitriol (108 M; PO+CTR) o con paricalcitol (3xfOM; PO+PC).Células control fueron incubadas con
DMEM (0,9 mM de fosfato)A: El factor de transcripcion N fue determinado mediante western blot. El
western es representativo de tres experimentoredis. B: La intensidad de las bandas fue cuantificada
usando ImageJ y normalizada frente a TFIIB. Losslatm representados como la media y el error emtand
de la media (SEM) (3 experimentos independientPs;,0305 vs Control; # P<0,05 vs PO; $ P<0y35
PO+CTR).

Por otro lado, el analisis por inmunofluorescermoiediante microscopia
confocal confirmo6 un aumento de &Fnuclear en las células con PO, asi como

en las células tratadas con calcitriol (PO+CTRypeeto a las células control. Por
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el contrario, se produjo un descenso en la loaafmanuclear de N cuando
las células fueron tratadas con paricalcitol (POH@ura 15C y 15D).
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Figura 15. Efecto del fosfato, del calcitriol y deparicalcitol sobre la activacién de la ruta candnia
NFkp. CMLV fueron incubadas durante 24 horas con fosfato 3,3 mM; PO) o suplementado con
calcitriol (10 M; PO+CTR) o con paricalcitol (3xfOM; PO+PC).Células control fueron incubadas con
DMEM (0,9 mM de fosfato). A: La localizacion intracelular de p65 fue visualizadaediante
inmunofluorescencia con microscopia confocal. Bada tratamiento el marcaje de p65 (verde) es austr
en la columna de la izquierda; en la columna ckmfparece la tincion de los nicleos mediante marcaj
fluorescente con DAPI (azul) La composicion denmgen (MERGED) es mostrada en la columna de la
derecha. Las imagenes son representativas de Bragpeos diferenteB: Cuantificacion del coeficiente de
Manders (M1 plugin Verde vs. DAPI) del marcaje phrorescencia de p65 nuclear (3 experimentos
independientes, *P<0,05 vs Control; # P<0,05 vs $Px0,05vsPO+CTR).
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5. EFECTO DEL FOSFATO, DEL CALCITRIOL Y DEL PARICAL CITOL
SOBRE LA GENERACION DE ESPECIES REACTIVAS DE OXIGEN O
(EROS) EN CMLV

Diversos autores sugieren que existe una relacine éa produccion de
EROs y la presencia de inflamacion, por lo que a&anpmcesos aparecen
frecuentemente asociad@$29,430). Varios trabajos indican que el aumento de
EROs induce la activacion de la via de sefalizad®MNFkp en diferentes tipos
celulares por distintos mecanism@s1,432), al igual que ocurre en las CMLV
(326).

Por tanto, basandonos en trabajos previos y unaadirmado que el PO
elevado activa la via de sefalizacion dexplp65 y favorece la expresion y
secrecion de citoquinas inflamatorias, se procadigalizar el efecto que ejerce el
fosfato sobre la generacién de EROs, asi comoflizeircia del calcitriol y del

paricalcitol sobre la regulacidon de dicho proceso.

La generacion de EROs en CMLV se determiné emgdteda sonda de
fluorescencia H2DCFDA. Esta sonda se torna fluemsc en presencia de
distintas especies reactivas de oxigeno (aniorxpeirito y radicales hidroxilos y

peroxilos).

Como se muestra en la Figura 16, niveles elevadd3Ql produjeron un
aumento significativo en la generacion de EROseaspa las células del grupo
control, al igual que ocurria con la translocaaitilear de p65. De igual manera,
la adicion de CTR (PO+CTR) produjo aumento sigatfio en la produccion de

EROs respecto a las células tratadas so6lo con RD.eP contrario, la
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administracion de PC (PO+PC) a CMLV redujo de mansignificativa los
niveles de anién peroxinitrito y de radicales hidliay peroxilo inducidos por el
PO.
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Figura 16. Efecto del fosfato, del calcitriol y deparicalcitol sobre la produccién de EROs en CMLV
CMLV fueron tratadas durante 24 horas sélo con fogfs 3 mm; PO) o suplementado con calcitrio{\@;
PO+CTR) o paricalcitol (3xI®M; PO+PC). Las células control fueron incubadas DMEM (0,9mM de
fosfato). La produccion de EROs en CMLV se midié rapté la sonda H2DCFDA. Los datos son
representados como la media y el error estandaladmedia (SEM) (n = 18/grupo, 3 experimentos
indepedientes, * P<0.05 versus control; # P<0,05usePO; $ P<0.05 versus PO+CTR).
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6. EFECTO “DOSIS DEPENDIENTE” DEL CALCITRIOL SOBRE LA
EXPRESION GENICA DE CITOQUINAS, LA ACTIVACION DE NF xp Y
LA GENERACION DE ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO.

Dado que altas dosis de CTR resultaron desencadenastimulo pro-
inflamatorio y pro-oxidante y que en la literatgsedescribe al CTR como una de
las principales moléculas antiinflamatorias evalosran posible efecto dual del

CTR dependiente de la concentracion.

En base a esto, analizamos si la expresion deuditas) la activacion de
NFkp y la generacion de EROs en nuestro modelo de CMatadas con PO

responde a una relacion “dosis-dependiente” cG@TH.

6.1 Efecto “dosis-dependiente” del calcitriol sobrdéa expresion génica
de citoquinas inflamatorias en CMLV cultivadas conniveles elevados de

fosfato.

Como vimos en el apartado 4.1, la adicion de umzetracion elevada
de CTR (1M) a CMLYV cultivadas con PO provocé un aumento iadial en la
expresion de ICAM-1, de IL-6 y de TNFPor el contrario, y como muestra la
Figura 17, al afiadir CTR a concentraciones massbgia™ y 10*M) la
expresion de estas citoquinas descendido de maigrdicativa respecto a las
células tratadas solo con PO, alcanzando nivetetasés a los del grupo control.
Sin embargo, la expresion de IB-¥ de IL-8 disminuyd de manera significativa
con las tres concentraciones de CTR*f1d, 10° M y 10° M) respecto a las
células tratadas so6lo con PO, aunque el descensanmpartante fue el inducido

por la mayor de estas concentracioned |y
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Figura 17. Efecto dosis dependiente del calcitriol sobre la exgsion génica de citoquinas inducida por
fosfato. CMLV fueron incubadas durante 9 dias con DMEM sdlo fosfato (3,3mM; PO) o suplementado
con diferentes concentraciones de CTR%(M) 10%° M y 10% M). Células control fueron incubadas con
DMEM (0,9 mM de fosfato). La expresién génica doauinas proinflamatorias fue determinada por RT-
PCR a tiempo real y normalizada frente a GAPDH. Lat®g son representados como la media y el error
estandar de la media (SEM) (n=6/grupo, 3 experiaittdependientes, * P<0.05 vs control; # P<Q85
PO; $ P<0,05 vs PO+CTR (f¥)).

Por tanto, nuestros resultados indican que el CTRnaentraciones mas
bajas (10° M y 10 M) inhibe la expresién génica de ICAM-1 y de las
citoquinas inflamatorias inducidas por PO en CMLSin embargo, una
concentracién I®M de CTR aumenta la expresién de ICAM-1, IL-6 yFoN

6.2 Efecto “dosis-dependiente” del calcitriol sobrel nivel de ICAM-1

en la superficie de CMLV y la secrecién de citoquias inducidos por fosfato.

Al analizar la presentacién de ICAM-1 en la supéefde CMLV tratadas

con PO y CTR 18°M o 10'M, no se observaron diferencias significativas
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respecto a células tratadas sélo con PO; sin embéog niveles de ICAM-1
fueron significativamente méas bajos que en ladagatadas con CTR To/.

ICAM-1

150
100+ — -

50+

0-

Porcentaje ICAM-1 en superficie
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N i ',\Q '\q,
&° ®
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Figura 18. Efecto “dosis-dependiente” del calcitriol sobre losniveles de ICAM-1 en la superficie de
CMLV. Las células fueron incubadas durante 9 dias con @Mé&n fosfato solo (3,3mM) o suplementado
con diferentes concentraciones de CTR®(M) 10%° M y 10" M). Células control fueron incubadas en
DMEM (fosfato 0,9 mM). Niveles de ICAM-1 fueron detados mediante citometria de flujo. Los datos son
representados como la media y el error estandadadenedia (SEM) (n=6/grupo, 3 experimentos
independientes, * P<0.05 vs control; # P<O/8P0; $ P<0,05 vs PO+CTR (im ))-
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Figura 19. Figura 19. Analisis por citometria de fljo de los niveles de ICAM-1 en CMLV en presencia
de PO alto con distintas dosis de CTR.os porcentajes indicados corresponden a los cand® ICAM-1
entre los distintos tratamiento8.. Comparacién Control vs P@: Comparacion PO vs PO+CTR:
Comparacién PO vs PO+CTR D: Comparacién PO vs PO+CFR E: Comparacién PO+CTR vs
PO+CTR®. F: Comparacion PO+CT® vs PO+CTR
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En relacion a la secreciéon de citoquinas inflamas$o nuestros resultados
indican que cuando las CMLV fueron cultivadas concentraciones bajas de
CTR (10" M y 10"% M) se observain descenso significativo de IL-L-6, IL-8
y TNFa respecto a las células tratadas s6lo con PO (auesfe descenso no fue
significativo en el caso de TNFen células incubadas con CTR'¥MM). Sin
embargo, comae ha descrito en el apartado 4.2, una concentraeidcCTR 18
M produjo un descenso significativo en la secreciénL1f y de IL-8 respecto a

células tratadas solo con PO, a la vez que un aorsgmificativo en la secrecion
de IL-6 y de TNk.
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Figura 20. Efecto “dosis-dependiente” del calcitriol sobre la ecrecién de citoquinas inflamatorias.
CMLYV fueron incubadas durante 9 dias con DMEM caifdto solo (3,3mM) o suplementado con diferentes
concentraciones de CTR (181, 10'°M y 10% M). Células control fueron tratadas con DMEM (foaf@,9
mM). Niveles de citoquinas fueron cuantificados raete sistema Bioplex. Los datos son representados
como la media y el error estandar de la media (SEMp/grupo, 3 experimentos, * P<0.05 vs control; #
P<0.05vsPO; $ P<0,05 vs PO+CTR (i)

6.3. Efecto “dosis-dependiente” del calcitriol sobre latranslocacion
nuclear de NR¢ en CMLYV cultivadas con fosfato alto.

El analisis mediante western blot revel6 que, atrawio de lo que ocurre
en el grupo PO+CTR I, el CTR en concentraciones mas pequefias’(Dy
10*2 M) inhibe de manera significativa la translocaciéclear de p65 (N&B)

respecto a células tratadas unicamente con PO.
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Figura 21. Efecto dosis dependiente del calcitriol sobre la treslocacion de p65 (NkB) al ndcleo
inducida por fosfato alto. CMLV se incubaron durante 24 horas con medio dévoution PO solo (3,3mM)

o suplementado con distintas concentraciones de CTRN, 10%° M y 10%% M). Células control fueron
incubadas con DMEM (fosfato 0,9 mM). La activacide NFp se determindé mediante western blot. La
intensidad de la banda fue cuantificadas por Imagedormalizada frente a TFIIB. (n=3/grupo, 4
experimentos independientes, * P<0,05 vs Contrd?<®.05 vs PO; $ P<0,05 vs PO+CTR'QM)).
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6.4. Efecto “dosis-dependiente” del CTR sobre la pduccion de

especies reactivas de oxigeno (EROs) en CMLYV tratad con fosfato alto.

Como muestra la Figura 19, la adicién dé*im y 10** M de CTR a
CMLV cultivadas con PO alto indujo una disminucgignificativa en los niveles
de EROs respecto EROs respecto a los niveles dbtemn los grupos PO y
PO+CTR 10M
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Figura 22. Efecto dosis dependiente del CTR sobre la generacidie EROs inducida por fosfato alto.
CMLYV son tratadas durante 24 horas con medio dévoutbn fosfato alto (3,3mM) (PO) o suplementado
con calcitriol a distintas concentraciones{M, 10'°M y 10%2M). Células incubadas con DMEM (fosfato
0,9 mM) fueron usadas como control. La producdéfEROs se cuantificd usando la sonda H2DCFDA. Los
datos son representados como la media y el ertdnds de la media (SEM) (n = 18/grupo de 3
experimentos independientes, * P<0.05 vs contrd?<B.05 versus PO; $ P<05 vs PO+CTR¥W)).
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En el presente estudio, hemos explorado el efeifevedcial de dos
agonistas del receptor de vitamina D (VDR), pacital y calcitriol, sobre la
calcificacion inducida con una concentracion elevde fosfato en células del
musculo liso vascular (CMLV) cultivadas vitro. De esta manera, comprobamos
gue el CTR a una concentracion elevada potendaltificacion de estas células
cultivadas con fosfato alto, y que este hecho &sté@iado con la activacion de la
ruta candnica WnittCatenina y con la sobreexpresion de BMP2. Poowtrario,
el paricalcitol disminuyé la calcificacion en lasMCV, hecho que fue
acompafiado por la inhibicién de la ruta V@r@atenina y la disminucién en la
expresion de BMP2, asi como de otros genes maesderosteoblasto.

Una de las principales alteraciones del metabolismeral durante la
ERC es la presencia de altos niveles séricos datdo©Otra de las finalidades de
este trabajo fue valorar si este fosfato alto eazae promover la inflamacion en
CMLV. Ademas, se quiso valorar si tanto el caloltcomo el paricalcitol eran
capaces de modular la posible respuesta inflanaatodtiicida por el fosfato en las
CMLV. A raiz de nuestros resultados concluimos gufosfato elevado inducia
un estado de inflamacion en las CMLV que se agrendgerminos generales, con
el tratamiento con CTR a altas concentracioneseB8ibargo, cuando las CMLV
fueron tratadas con paricalcitol se produjo unaibiolbn de su estado de
inflamacion, disminuyendo la expresion y secrecida citoquinas pro-
inflamatorias como IL-#, IL-6, IL-8 y TNFu.

Como se ha demostrado anteriormente por distimwsstigadores y por

nuestro grupo de investigacion, las CMLV cultivadesn fosfato elevado
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experimentan el desarrollo de calcificaciones (depén de Ca) y una
transdiferenciaciéon hacia células de estirpe ost®iog97, 108, 109, 200, 433,
434). Estos trabajos sefalan al fosfato como un indulcéguivocamentelave en

el desarrollo de las calcificaciones vasculares ny l& transdiferenciacion
osteogénica. En relacion a la regulacion de ambmsepos, existen estudios que
describen la implicacién de ligandos de la fandkgproteinas morfogénicas 6seas
(BMPs) (152, 156, 435), ligandos de la familia Wn{436)y otros trabajos que
implican ligandos de ambas familigs7, 145,425, 437). En nuestro estudio,
encontramos que el proceso de calcificacion se pabihde una variacion en la
expresion de factores osteogénicos tales como BMPA&oteina procalcificante
Osteocalcina (OC) y los factores de transcripciam¥ y Msx2. Asi, nuestros
resultados apoyan estudios previos que muestran Bexpresion de todos estos
marcadores fue inducida de manera significativaasos calcificado§38, 439).
BMP2 representa un elemento clave en la difereidciassteogénica de células
mesenquimales, promoviendo la activacion de laeifas de transcripcion Runx2
y Msx2 (440). OC es un gen diana inducido por los factoresrdestripcion
Runx2 y Msx2(441, 442)

El presente estudio muestra también que la cacifin de las CMLV esta
asociada con una activacion concomitante de la catenica Wnf-Catenina,
como demuestra la deteccion [fi€atenina en el nucleo de la célula. Ademas, la
adicion a CMLYV incubadas con fosfato elevado de-Dkkin inhibidor de la ruta
Wnt/B-Catenina secretado extracelularmef#43), produjo una inhibicién tanto
de la translocacién nuclear deCatenina como de la calcificacion. Varios
trabajos indican que inhibidores de la sefalizadhm (Dkk-1, sSFRP Wif-1 y

esclerostinapueden actuar como inhibidores del desarrollo de#dcificaciones
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y de la diferenciacién osteogénicikk-1 inhibe la expresion de fosfatasa alcalina
inducida por TNk en ratones diabéticos que no expresan el recdptta LDL
(444). sFRP-2 (Secreted frizzled-related protein 2) inhileemanera parcial la
actividad fosfatasa alcalina y la formacion de nésiude mineralizacion en
células osteogénicas de raton (MC3T3EL1) inducidgzesencia de BMP{245).
Cho y colaboradores presentan a Wif-1 como un idbitde la diferenciacion de
células mesenquimales procedentes de embrionedgdtehacia osteoblas{é46).
Otros autores sugieren que Wif-1 podria modulgratio de la calcificacion de la
valvula aortica(447). Ademas, para Jean y Chazot la esclerostina padtigar
como un inhibidor de la calcificacién vascular ylaéormacion de hueqad48).

La activacion de la ruta candnica W€atenina modula la diferenciacion
a osteoblastos desde células madre mesenquimas)(#49)y la proliferacion
en CMLV (219). Otros autores han podido observar una proliférade las
CMLV en vasos que desarrollan calcificacioriés0). En particular, nosotros
hemos demostrado que la calcificacion observaddarcélulas tratadas con
fosfato alto se acompaf6 de un aumento significagiv la activacion de la ruta
candnica Wnfi-Catenina y en la expresion de Ciclina D1, un naowcéemprano
de la proliferacion celular. Estd demostrado queli@i D1 es un gen diana
directo de la activacion de la ruta candnica \BA@Atenina451), cuya activacion
es requerida para la propagacion de algunos tigpecéicos de células
osteoprogenitoras necesarias para el desarrolltogémico del craneo durante la
embriogénesis en ratongs49). Asi, el aumento de los niveles de ARNm de
Ciclina D1 observado en nuestro estudio concuenfa estudios previos que

indican que la via de sefalizacion @lecatenina nuclear puede regular la
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proliferacion de CMLV en la vasculatu¢a19, 424) La induccion de Ciclina D1,
Axina 2  Versican (VCAN)(452), asi como la reversion de este efecto por la
adicion de Dkk-1, que se observa en nuestro estueliela una activacion de la
ruta canonica WntCatenina que ocurre de forma paralela al proceso d

calcificacién en las CMLV.

Por otro lado, el papel de la via de sefalizacierBMP y de Wn{i-
Catenina sobre la Calcificacién Vascular no estaptetamente dilucidad@37)
(453). Mikhaylova y colaboradores apuntan a la impliéacde ligandos de la
familia BMP y de la familia Wnt en la regulacion de transdiferenciacion
osteoblastica de CMLV437). Segun Gaur y colaboradores tanto la sefializacion
por BMP como por Wnt contribuyen a la regulaciéradmasa 6sea promoviendo
la osteogénesis de células mesenquimales a trawés @stimulacion de la
expresion de Runx@54) Para Kamiya y colaboradores la interaccion deaamb
vias de sefalizacion en la diferenciacion ostetibéag en la formacion del hueso
no ha sido del todo caracteriza@®b5). Sin embargo, estos y otros autores
sugieren que BMP2 actla antes de la via de sefiglizdVnt induciendo la
activacion de p-Catenina en células mesenquimal@ss, 456). Rawadi y
colaboradores mostraban que la capacidad de BMBhhy (Sonic hedgegog
homolog) para inducir fosfatasa alcalina dependé&dspresion de genes de la
familia Wnt, y que los efectos de BMP2 sobre laaratfizacion extracelular en
osteoblastos son mediados por la induccion detée(467). Rodriguez-Carballo y
colaboradores investigaron los efectos cooperatieoBMP y de la via canonica
de Wnt sobre la expresion de los genes maestresgesticos tempranos, DIx5,
Msx2, y Runx2, en la diferenciacién osteoblas(i#sB). Estos autores encontraron
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gue la induccién de dichos genes estd mediadaapmtdraccion de complejos
transcripcionales cooperativos de proteinas deatailih Smad y de TCFg/
Catenina los cuales se unen a sitios de union all.A® partir de diferentes
modelosin vivo e in vitro, diferentes autores han descrito la participaciérun
eje BMP-Wntp-Catenina en la transdiferenciacion osteogénicarebda en las
calcificaciones vasculargg24,425). Sin embargo, un trabajo de nuestro grupo
sugiere que la activacion canodnica de Wnt podtigaagotenciando el efecto del
fosfato alto sobre la activacion de BMRE58). Otros autores también han
sugerido que la activacion de la sefalizacion Bv@#tenina puede anteponerse a
la activaciéon de la sefalizacion de BMP. Tal esaso de la regulacion de la
formacion de la cresta ectodérmica apical y del dgeso-ventral durante el
desarrollo de las extremidades posteriores eneaf{df9)o de la inhibicion de la
maduracién de oligodendrocit460). Tang y colaboradores demostraron que el
osthole, un derivado del tipo cumarina, estimuldha diferenciacion de
osteoblastos a través de una induccion de la exprde BMP2 promovida por la
activacion de la ruta Wift/Catening461).

Por otro lado, Shao y colaboradores proponen estudas a fondo la
contribucion relativa de la sefializacion candénicaoycanonica de Wnt en la
regulacion de las calcificaciones vasculgres). De hecho, el papel de la via de
sefalizacion Wnt en la diferenciacién osteogénioante el desarrollo del hueso
sigue siendo controvertido. La via de sefializatifm candnica puede suprimir la
diferenciacion osteogénica o activar la osteogénesigun las condiciones
celulares. La falta de uniformidad en la literatpreede ser el resultado de las
diferencias encontradas en las distintas condisitasales celulares, las especies
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empleadas, o incluso en las condiciones experidesnia estimulos aplicados
(462). El efecto de la activacion de la via Wnt no cacebia través de Wntba en la
osteogénesis se ha demostrado en células madreasaghd3) y en células
MC3T3EL (preosteoblasto$d42). En modelos de calcificacion dependiente de
Msx2 llevados a cabo en cultivos primarios de rbiofblastos y en células
10T1/2, se observd una regulacion al alza tanttbsl@gonistas candnicos de la
wnt (Wnt3a, Wnt7) como de los no candnicos (Wnth@9, cuales inhiben las
acciones de la via Wnt canonica, pero no la ostesjs(425) En la actualidad se
desconoce si el fosfato podria ser un nuevo esioul de las vias Wnt no

canonicas.

Nuestros datos indican que el fosfato podria seaativador de la ruta
canonica Wnf}-Catenina. Del mismo modo nuestros resultados pareaicar
gue la presencia de altas concentraciones de C@Rapfvorecer la activacion
de la ruta Wnt y con ello el proceso de calcifioacde las CMLV. En este
sentido, muchos estudios in vivo, algunos llevaaglasbo por nuestro grupo de
investigacion, han descrito que el tratamientordmales urémicos con vitamina
D produce un aumento en el desarrollo de |a(CX,123,464-466) Koleganova y
colaboradores también demostraron que una dosisnada de CTR produjo CV
tanto en ratas control como en ratas urémus). Este efecto se observo incluso
a pesar de no producirse cambios en los nivelésséie calcio y de fosfato, lo
cual sugiere que el CTR pueda tener una influeticeecta sobre el desarrollo de
CV. Curiosamente, en un estudio llevado a cabaucomodelo de ratas urémicas,
la induccion de calcificaciones aorticas por CTR foarcialmente revertida
después de la interrupcion de la administracio@ TR (464). El efecto directo del
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CTR sobre el proceso de calcificacion fue evaluadoestudiosin vitro en
CMLV. Jono y colaboradores demostraron que en CNdbVinas cultivadas con
una concentracion alta de fosfato, la adicion deRCan concentraciones
crecientes produjo un aumento dosis-dependienta dalcificacion(117) Estos
datos van en consonancia con los observados entrabggo de tesis, donde
encontramos que en CMLV, la administracion de CT8dpce un incremento
adicional en la calcificacion inducida por fosfaim este mismo sentido, Zebger-
Gong y colaboradores observaron que un tratamieotodosis altas de CTR
induce la transdiferenciacion de CMLV a célulasf@l®otipo osteoblastico tanto
en ratas urémicas como en cultiwowitro; esto estuvo asociado con la induccion
de la expresion de Osterix, factor de transcripoi@eogénico, y de otras

proteinas implicadas en el proceso de mineralingaiy).

En nuestro estudio se evaluo el efecto que ejezoemuestro modelo de
calcificacion tanto el calcitriol como el parica@di La concentracion de CTR
elegida para llevar a cabo nuestros experimen®sdileccionada tomando como
referencia estudios previos llevados a cabo con ZMiultivadas in vitro
(119,468) y que estan en consonancia con la dosis empl@adaotros
investigadores en estudias vitro llevados a cabo con glandulas paratiroides
normales de perro, para inhibir la proliferac{d@9) o para reducir la secrecion de
PTH en glandulas paratiroides hiperplasicas humanasedentes de pacientes
con HPT2(470) Nuestros resultados demuestran que las CMLVdaataon CTR
mostraron un aumento significativo en la calcifiéacinducida por fosfato alto.
Por el contrario, la adiciébn de paricalcitol al neede cultivo resultd en una

disminucion significativa de la calcificacion. Edins experimentales anteriores a
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éste, tanto in vivg123, 124)comoin vitro (120) han demostrado también que el
paricalcitol produce menos calcificacion que elcitabl. En este estudio
confirmamos que el paricalcitol reduce la calcifiéa inducida por fosfato, lo
cual esta en marcado contraste con el efecto pibmymor el calcitriol, que
empeora la calcificacion inducida por fosfato.

Para entender mejor los mecanismos moleculares apgyan los
diferentes efectos llevados a cabo por calcitriol pgricalcitol sobre la
calcificacion, hemos analizado la expresion génieaBMP2que, como hemos
comentado previamente, aparecia aumentada enMa¥ €@xpuestas a fosfato
alto. Los resultados obtenidos indican que si bien el @idglujo un aumento en
los niveles de ARNm dBMP2, el paricalcitol los disminuyd. En consonanma
estos datos observamos que el CTR estimuld la €®pregénica de Runx2 y
Msx2 mientras que el paricalcitol la redujo. Lanastacion de Runx2 por el CTR
estd en linea con resultados derivados de estym®msos que muestran un
aumento de la expresion de dicho factor de trgnsén en la aorta de los
animales tratados con CTR50). Asimismo, nuestros experimentos confirmaron
gue la expresion de OC también fue incrementadacé&ulas tratadas con
calcitriol, pero no se observo ningin cambio emleél expuestas a paricalcitol
respecto a las células tratadas con fosfato altespecto a las células control.
Igualmente, Mizobuchi y colaboradores comprobano ¢ producia un aumento
en la expresion de OC y de Runx2 en la aorta des natémicas tratadas con
calcitriol o doxercalciferol y por el contrario, paricalcitol los disminuid123)
Makita y colaboradores establecen que 2 de lasfdrimas de Runx2 inducen la

expresion de OC en células osteoblasticas hunfanas
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El analisis colectivo de estos resultados indica U calcitriol y el
paricalcitol inducen perfiles fenotipicos diferententre si y que conducen a las
CMLV de aorta humana hacia la estimulacion y laibi@don del proceso de

calcificacion respectivamente.

La union del VDR con su ligando determina su aciva y la
consiguiente union a secuencias especificas del Adhadas en el area de
influencia de los promotores de algunos genesnkkea al ADN, el VDR recluta
una serie de complejos correguladores que llevaaba funciones adicionales
necesarias para modificar la actividad transcripaliae los genes diatié72). De
esta manera, la unién de diferentes analogos detdmina D con el VDR
provocaria su activacion y la sucesion de evenedglazes distintos, lo cual
podria explicar por qué el calcitriol y el parigadt ejercen diferentes efectos
sobre el desarrollo de la calcificacion en CMLV tadas con P alto,
promoviéndola en el caso del calcitriol e inhibiéladen el caso del paricalcitol.
En este sentido, Issa y colaboradores demostraremagactivacion del VDR por
el paricalcitol o el 22-oxacalcitriol recluta coaedores que son diferentes de los
reclutados por el calcitriq73). Asi, el efecto diferencial que hemos observado
en el proceso de calcificacion producido por etit@bl y el paricalcitol podria
ser explicado por una modulacién diferencial de Véas de sefalizacion
intracelulares implicadas en dicho proceso de fazdcion. Como se ha indicado
anteriormente, en nuestros experimentos llevadada con CMLV cultivadas
vitro comprobamos que la calcificacion inducida por dtusfalto va asociada a
una activacion de la ruta WptCatenina. En base a ello, a continuacion
valoramos el efecto del calcitriol y del paricaitisobre la via de sefalizacion
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Whnt/B-Catenina. Nuestros resultados indicaron una magtvacion de la ruta
Wnt/B-Catenina (mayor localizacion nuclear fl€Catenina) cuando las células
son tratadas con CTR. Adicionalmente, verificamasniplicacion de esta ruta
sobre la calcificacion inducida por fosfato y palcdriol, mediante la co-
incubacion con el inhibidor especifico Dkk-1. Lossultados mostraron una
reduccion de la calcificacion después de dichoamn&nto. EI efecto del
paricalcitol sobre la ruta WiitfCatenina fue el contrario del observado con el
calcitriol. De esta manera, la inhibicion de lacdalacion llevada a cabo por el
paricalcitol estuvo acompafiada por una reduccidéfogmiveles deg-Catenina
localizada en el nucleo de la célula. La expred@éiCiclina D1, gen blanco de la
ruta Wntp-Catenina, no se modificéd por la adicion de CTheeto a las células
tratadas con fosfato alt&in embargo, el tratamiento con paricalcitol tendio
reducir la expresion de dicho gen. Ademas, el sisatle la expresion de otros
genes diana de dicha ruta Ws€@atenina (VCAN y Axin 2) indicé una mayor
activacion de la ruta en las CMLV tratadas condtusf en las tratadas con CTR

respecto a las células control.

Diversos estudios sugieren una interaccion funtienae la sefalizacion
por calcitriol y la via Wnfi-Catenina. Varios autores han descrito que el VDR
puede actuar como un modulador de la ruta canonat/B-Catenina
reprimiéndola en células de cancer de cqwm, 475) Sin embargo, Fretz y
colaboradores apuntan que en osteoblastos la @étivdel VDR por CTR y su
posterior unidon a un VDRE, (elemento de respuestaitdmina D) incrementa la

expresion de LRP5 (Proteina 5 relacionada conaapter de lipoproteinas de
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baja densidadj476), un correceptor de Wnt fundamental en la activadeé -
Catenina que desempefia un importante papel emtadéon de hues@77)

En un trabajo llevado a cabo con ratones knockoarta pApoE
Rajamannan y colaboradores concluyen que el cobkstto aumenta la
expresion de LRP5 y Runx2 y el desarrollo de dakxiones(478). Ademas,
Sheng y colaboradores indican que el colesteralaadelectivamente la ruta
canonica Wnf-Catenina sobre la ruta no canonica mediante &itesxiento de
Dishevelled (Dsh) y su interaccibn con otras pr@ei(479). Es importante
sefalar que una region de la molécula de calcitmantiene cierta homologia con
una region de la molécula de colesterol, y que iehadregion es donde se
introdujo el cambio molecular para generar la mdkde paricalcitol. Palmer y
colaboradores demostraron que una serie de getesidos por3-Catenina son
regulados a través de elementos de respuesta #ataina D. Estos autores
sugieren que la activacion combinada de VDR y devimWnt/B-Catenina
promoviala formacion de complejos TCF/LEFCatenina y VDR3-Catenina los
cuales inducen conjuntamente la expresion de gemggados en el desarrollo
de tricofoliculomas (tumores del foliculo capilaAdemas, el analogo de la
vitamina D, EB1089, sinergizo cdiCatenina para estimular la diferenciacion
capilar (480). Estos trabajos apoyan la hipétesis de que l&saittiones entre
VDR y B-Catenina puedan ejercer un papel fundamental desalrrollo de otros
procesos como la CV vy, por lo tanto, puedan seseqiibles de ser afectadas por
la unién de distintos analogos de la vitamina E. papel regulador de la
sefializacion de Wnt en la CV ofrece la posibiliddd una intervencidon

terapéutica apuntando a esta via. Sin embargo, elguhpel central de la via Wnt
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en la regulacion del crecimiento y el desarrollonarchos tejidos, sera necesario
garantizar la seguridad de estas nuevas tergj@ias

Nuestros resultados sugieren efectos diferenciddscalcitriol y del
paricalcitol en la CV que parecen estar mediadosupa diferente regulacion de
la via de sefalizacion de BMP-2 y de la ruta BMtatenina. EI CTR activa la
ruta canonica WritCatenina, lo que parece estar asociado con elrdonde la
calcificacion, y con la estimulacion de la expresie genes de diferenciacion
osteoblastica como son BMP2, Runx2, Msx2, y OC. Bbrcontrario, el
paricalcitol disminuye la actividad en la via déaeacion Wnt-Catenina, o
que se acompafid de una disminucion en la expred®nestos genes

osteoblasticos y una menor calcificacion.

El control del fosfato sérico es uno de los obgtiterapéuticos mas
importantes en el tratamiento de los pacientesei®@, particularmente para la
prevencion de enfermedades cardiovasculares. Wdioedeecto del fosfato como
agente pro-inflamatorio y pro-oxidante sobre lasLl®\podria ser responsable de

la generacion de dafio cardiovascular.

Uno de los principales factores asociados al psmgyea la severidad de la
ERC es la inflamacion. Ademas, existe una relaciusal entre inflamacion y
calcificacion vascula(481,482). Por otro lado, existen algunas evidencias que
vinculan al estrés oxidativo con la aparicién de talcificaciones vasculares,
considerandose éstas como un importante factor iegor de disfuncion

cardiovascular en pacientes con ERE3,484).
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Dicho esto, otro de los principales objetivos detspnte estudio fue
evaluar si la exposicién de las CMLV a niveles atibs de fosfato induce la
produccion de especies reactivas de oxigeno (EROs)pduce un aumento en el
estado inflamatorio de estas células y si activexfaesion, asi como la secrecion,
de citoquinas pro-inflamatorias e ICAM-1. Ademés, opuso evaluar si el
calcitriol o el paricalcitol pueden modular el éstroxidativo y la inflamacion

inducidos por niveles elevados de fosfato.

Para la consecucion de este objetivo se llevd @ abmodelo de
calcificacion inducida por fosfato alto en CMLV pi@nmente descrito en este
estudio. A partir de este modelo se estudiaronrafifes eventos de caracter

inflamatorio y oxidativo que pudieran ocurrir demaea concominante con la CV.

Nuestros resultados mostraron que el fosfato indaceroduccion de
especies reactivas de oxigeno (EROs), la activad®la via de sefializacién de
NF«kp y la expresion de la molécula de adhesion intelaell (ICAM-1) y de las
citoquinas pro-inflamatorias ILfl IL-6, IL-8 y TNFa. Ademas, la activacion de
VDR por calcitriol (16°M) y por paricalcitol (3x18M) tuvo distintos efectos
sobre sobre estas respuestas. Por una parte cifiabhumenté el efecto pro-
oxidante del fosfato, indujo una mayor activaci@NF«p y ademas propicié un
aumento de ICAM-1 y de la secrecion de 2 de lamjuinas analizadas (IL-6 y
TNFa); sin embargo, la expresion de las otras 2 cittapianalizadas (ILgle IL-

8) mostrd un ligero descenso respecto a las céidtesdas con fosfato alto. Por
otro lado, el tratamiento con paricalcitol produjea inhibicion tanto del efecto

pro-inflamatorio como del efecto pro-oxidante dedféito.

223



Discusion

Estudios previos in vivo demostraron que la inflaida desencadena la
calcificaciéon cardiovascular y la osteogénesis d&cgs aterosclerdticasn
estadios tempranos de la ateroescler@sds). Ademas, es bien sabido que las
citoquinas inflamatorias liberadas por los macrétagceleran el proceso de
diferenciacion osteogénica y de calcificacion enTMLV (486). Por otro lado,
Nadra y colaboradores comprobaron en cultivos itim¥que los macrofagos son
capaces de captar e internalizar nanocristalesydb desencadena una respuesta

pro-inflamatoria mediada por la liberacion de TIN&87).

Una de las principales conclusiones de nuestradiests que el fosfato
extracelular a una concentracion elevada provetlaseCMLV, un aumento en la
produccion de ICAM-1 y de las citoquinas proinflaoreas (IL-18, IL-6, IL-8 y
TNF-alfa). Los mecanismos celulares que subyacefeato del fosfato sobre la
liberacion de citoquinas se evaluaron mediantsteldéo de la activacion de la via
de sefalizacion de MB. En este sentido, hemos demostrado que el aureanto
la expresion génica de ICAM-1 y de las citoquinasipflamatorias se acompafié
de la activacion de la via de sefalizacion deMNEsta activacion fue puesta de
manifiesto a través del notable aumento en la lveasion nuclear de dicho
factor de transcripcion respecto a las células robnwisualizado mediante

Western blot e inmunofluorescencia por microscopi#ocal.

La expresion de ICAM-1 y de citoquinas pro-inflaorés, asi como la
activacion de NKB es consistente con una serie de evidencias am®rgue
sugieren que las CMLV pueden potencialmente jugarpapel activo en la
inflamacion vascula(488,489). Yang y colaboradores mostraron que en CMLV,

el LPS era un potente inductor de la actividad &Ny promovia la liberacion
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de la proteina quimioatrayente de monocito 1 (MR- de IL-6, asi como
estimulaba la expresiéon de Ile1(490) En un estudio reciente, Kiyan y
colaboradores demuestran que la LDL oxidada rethu@xpresion del fenotipo
contractil en CMLV e inducia la expresion de citogis dependientes de NF;
como son G-CSF y GM-CSF, IL-6, IL-8 y PAI-Esto a su vez, induce la
produccion de MCP-1 por monocitos y macrofagosjue sugiere un nuevo papel
de las CMLV en la modulacion activa de las funcgode los macréfago@9l)
En base a nuestro conocimiento, nuestro estudicstnau@or primera vez un
efecto directo especifico del fosfato sobre la @oiltn de la respuesta
inflamatoria en CMLV a través de la via de sefaliacandnica de NB. Estos
resultados amplian nuestra comprension sobre comaiveles altos de fosfato,
un elemento clave en el contexto de la enfermeeadlr afectan al sistema
cardiovascular promoviendo la inflamacién y el @&swxidativa3). En la ERC se
ha descrito que la vitamina D produce efectos ieaéss, como un aumento en
los niveles de calcio y de fosfato séricos, querfesen el desarrollo de CV. Sin
embargo, otras funciones que pudiera ejercer lamita D, tales como la
modulacién de una respuestdlamatoria, pueden tener un efecto beneficioso
(492).

Se sabe que el CTR es un importante reguladorigtehs inmune. Las
células del sistema inmune no sélo expresan VDB gue ademas sintetizan y
liberan CTR, pudiendo actuar de manera autoc(#®3, 494). En diferentes
trabajos se ha descrito también al CTR como un exleanque ejerce efectos
inmunomoduladores sobre distintos tipos de tum@es 496)y en general sobre
patologias inflamatorias de diversa ind@e7, 498) Para Li y colaboradores, los
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efectos producidos por los activadores del VDR faodser llevados a cabo de
manera directa sobre las CMLV, ser ejercidos a&gae los macrofagos u ocurrir
ambos efectos al mismo tiemgd99). Estos autores, mediante el uso de co-
cultivos de CMLV y de macrofagos, demostraron dqpgerhacrofagos activados
favorecian el desarrollo de CV debido a la liberadle factores pro-calcificantes,
tales como BMP-2 y TNk, y a los bajos niveles de OPN, una molécula de
caracter anticalcificante. Sin embargo, el callityi el paricalcitol en estos co-
cultivos indujeron un cambio paracrino desde elofipo procalcificante al
anticalcificante; de manera que disminuy6 la produtde BMP-2 y de TNky
aumentod la expresion de OP{99). Ademas, se ha descrito en fibroblastos un
efecto directo del VDR sobre la modulacion de lavatad de Nkf (500). En
este mismo sentido, otros datos experimentales traneque este efecto puede
estar mediado bien a través de la interaccion @8R \¢on Nkp para inhibir su
funcion (501) o por medio de la activacion de IKBun inhibidor de NFRe3, ya
gue la supresion de VDR tal y como describen Wal,etonlleva una reduccion
de los niveles celulares de IkB(502). Tukaj y colaboradores encontraron
recientemente que el calcitriol a una concentracén10’ M protegia a las
CMLYV de un estado de inflamacion inducido por uogure térmico estimulando
la expresion dexBa, aunque dicha estimulacion no influyera en loselels
totales de NKB. Ademas, el calcitriol tanto a 70 como a 18 M, inducia la
expresion de superoxido dismutasa (SOD) e inhibfabién la secrecion de
citoquinas (IL-6 y TNF-alfaj503).

En general, gran parte de la literatura describeC&R como un

inmunosupresor. Sin embargo, efectos contrariossaekpuestos anteriormente
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han sido también descritos. Sun y Zemel describ&TR como un potenciador
del estrés oxidativo y como un activador de laaimfhciéon. En condiciones
fisiologicas, el CTR induce la produccion de undetia de citoquinas pro-
inflamatorias en adipocitos y en macréfagos densadel tejido adiposo. En el
caso de la obesidad, que ya se encuentra asociagla estado basal de
inflamacion, el CTR induce una intercomunicaciotremacrofagos y adipocitos
gue resulta en un incremento inapropiado del esttig®tivo y en la secrecion de
citoquinas inflamatorias por parte de los macré$a@o4) Ademas, el CTR en
concentraciones proximas a las fisioldgicas inh@becrecimiento celular de
monocitos y los diferencia a macrofag(s05, 506). Esta diferenciaciéon va
asociada a un incremento en la actividad fagocyjti@gaumento de la produccion
de anidn superoxid¢07). En un estudio muy reciente realizado en cocustide
macrofagos, adipocitos y células de musculo esticeléChoi y colaboradores
han demostrado que el calcitriol ) produce un incremento en la produccién
de citoquinas inflamatorias (TNF IL6) un descenso en las citoquinas
antiinflamatorias (IL10, IL15) asi como un aumeeto la produccion de EROs
(508) . Asimismo, Agharazii y colaboradores demostraron iemgd un estudio
realizado en ratas con ERC, que la calcificaci@udéida con una dieta alta en
fosfato, alta en Ca y suplementada con calcitsth enediada por un aumento de
la secrecion de las citoquinas proinflamatoriasipl-IL-6 y TNFa; y por un

aumento en la generacion de ER@a).

Los resultados derivados de nuestro estudio mostrgue cuando las
CMLV se incubaron con calcitriol se produjo un autoe adicional en la

expresion de ICAM-1, IL-6 y TNé;, respecto de las células tratadas s6lo con
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fosfato. Sin embargo, la expresion de [-& IL-8 se redujo. Asimismo, el
analisis de la secrecion de las citoquinas anazadnfirmé el efecto del CTR
sobre la expresion génica, siendo menor en eldasa IL-8 e IL-B, y mayor en

el caso de IL-6, TNé e ICAM. Ademas, el tratamiento con CTR provoco un
aumento en la activacion de NFrespecto a las células tratadas con fosfato
elevado.

Por otro lado, se ha comprobado que el paricaleppice propiedades
anti-inflamatorias en procesos patoldgicos asosiadb dafio renal. Tan y
colaboradores sugieren que el paricalcitol inh@afiltracion de células T en el
rinon en estado de inflamacion y la expresion diNRBS, proteina que atrae a
los linfocitos T memoria y a los monocitos, medea® secuestro de N
mediado por VDR(509). Para Park y colaboradores, el paricalcitol es cajgaz
suprimir factores inflamatorios a través de lalndion del Nkp y otras vias de
sefalizacion que conducen a la atenuacion de leopsfa inducida por
ciclosporina A(510). Ademas, segun Hwang y colaboradores el tratamieon
paricalcitol revierte entre otras citoquinas, lpresion de TNE, IFNy y IL-18 en
macrofagos y células T inducida por lesion asociada isquemia-reperfusion
(511)

En nuestro estudio, el tratamiento con paricalc&las CMLV cultivadas
con fosfato alto inhibe la expresion génica y lerseidonde IL-18 IL-6, IL-8 y
TNFa asi como la expresion de la citoquina de membi@Ad. A tenor de este
resultado se procedio a evaluar la activacionatdbf de transcripcion NdB. Los
resultados indicaron que el paricalcitol tambiéduitia una inhibicién sobre la

activacion de la via de sefializacion de<plF
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El estrés oxidativo se define como la pérdida dglilbrio establecido
entre la generacion de elementos oxidantes y iidad antioxidante en favor de
los primeros. En general se acepta que el est&oico produce un aumento neto
del estrés oxidativ¢483,512,513). El estrés oxidativo puede modular la respuesta
inflamatoria a través de la induccion de la via s##ializacion NkB y la
produccion de citoquinas pro-inflamatorias depemeiele ERO$514). Ademas,
la produccion de EROs puede ser estimulada poguitas pro-inflamatorias
mediante la NADPH oxidasé15) De hecho, en condiciones urémicas, se ha
demostrado que los leucocitos potencian, de maienaltanea, la liberacién de
EROs y de citoquinag16). Asimismo, algunas proteinas producidas por genes
diana de la via de sefalizacion®fFson generadoras de EROs, como NOX2 que
genera anion superoxid®17). Ademas, la generacion de ERPsomueve la
fosforilacion de kB-a, inhibidor de Nkf, para su degradacion por proteolisis y la

subsiguiente activacion de N@B-(518)

Por otro lado, un aumento del estrés oxidativo aseefacionado con el
aumento de las calcificaciones en CMLV. Distintosoges han comprobado en
un modelo invitro de CMLV bovinas tratadas con beta-glicerolfosf&8GP) y en
un modelo de fallo renal inducido en ratas conadita en adenina, que la
calcificacion inducida estuvo asociada con un admen la produccion de EROs,
la cual estaba mediado por la translocacion nudealNFkp (326,327). Por otro
lado, Mody y colaboradores comprobaron que elrragato de CMLV con KD,
promovia la diferenciacion osteogénica de CN#M9), lo cual estuvo asociado
con un aumento en la expresion de Runx2 y A482®)y potencio la actividad de
fosfatasa alcalina (ALP) inducida por BMP4B3) Ademas, en las células del
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musculo liso coronarias humanas, BMP-2 aumentéclwvidad de la NADPH
oxidasa y el estrés oxidativo induciendo la exgresie Runx2 y promoviendo la
calcificacion (521). Hay que sefalar que, tal como dijimos anterioteern
nuestro modelo de calcificacion inducida por fasfatbbservamos un aumento en

la expresion de estos genes.

Los resultados de este estudio revelaron tambiénaguniveles de EROs
fueron significativamente mas altos en las célaasuestas a fosfato elevado
respecto a las células control. Por lo tanto, magstesultados indican que el
estrés oxidativo podria ser un mecanismo implicawlda desregulacion de las

CMLYV inducida por el fosfato alto en pacientes &dRC.

Diversos trabajos reconocen al CTR como un elemzayaz de reducir la
generacion de EROs. Dong y colaboradores afirmarajactivacion del receptor
de la vitamina D por el calcitriol mejora la fungiGéendotelial debido a la
normalizacion en la expresion del receptor tipoellal angiotensina Il y a la
prevencion de la generacion de ER@®22). Sin embargo, Sun y Zemel han
descrito como el CTR inhibe en adipocitos la expresle UCP2 (proteina
desacoplante 2), enzima mitocondrial encargadatefeuar la acumulacion de
EROs, resultando en un aumento en la generacidBRi@s en la mitocondria
(523). Asimismo, el CTR promueve la producciéon de ERR@sproduccion de
citoquinas inflamatorias y la inhibicion de citogas antiinflamatorias en cultivos
de adipocitos de raton y humanos. Ademas, en dstaarestudio, la inhibicion
de la producciéon del CTR por una dieta con altoterddo en Ca suprimio la
produccion de citoquinas asociadas a la obesidadopoadipocitos en ratones
(524).
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En nuestro estudio, la adicién de calcitriol 1) a CMLV cultivadasin
vitro con fosfato alto dio lugar a un incremento adialoen la produccion de
EROs respecto a las células tratadas soOlo contdos®in embargo, cuando se
afiadio paricalcitol a las CMLV se produjo un descersignificativo de la
produccion de EROs. Nuestra observacion es conssteon otros estudios
previos que demuestran propiedades antioxidantés pdgacalcitol. Ari y
colaboradores demostraron que el paricalcitol redacnefropatia inducida por
contraste a través de la inhibicion de la peroxaratipidica(525). Otros autores
comprobaron que la terapia con paricalcitol y smizimacion con Enalapril
refuerza la proteccion contra el estrés oxidatisadiaco(526) y renal (484) en
ratas urémicag526). En un estudio reciente en pacientes con ERCase h
observado que el paricalcitol no sélo disminuyernb®les de varios marcadores
inflamatorios (PCR, IL-6, IL-8 y TNF), y aumentaslale la citoquina anti-
inflamatoria IL-10, sino que ademas produce un elest en los niveles basales

de los marcadores de oxidacidon MDA, 6xido nit(eos).

Los resultados recogidos de la literatura indicae lps efectos del CTR
sobre el sistema inmune y el sistema REDOX sonipigst dependiendo de la
dosis y el tiempo, asi como del tipo de célula.uéiss previos ponen de
manifiesto la necesidad de profundizar en losrdssi efectos que pueda producir
el CTR dependiendo de la concentraciéon a la quernseientre. Mathew y
colaboradores llevaron a cabo un estudio con ratonémicos LDLR-/- donde
comprobaron que altas dosis de CTR producen unamiggnsicion fenotipica
hacia osteoblasto, una mayor calcificacion y magumyduccion de proteinas
promineralizantes en CMLV; sin embargo, dosis pégaede CTR tienen un
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efecto protector frente a las calcificacion@=25) Shroff y colaboradores
mostraron una asociaciéon bimodal entre los nivelesCTR y la enfermedad
vascular en un estudio llevado a cabo en una poéblpediatrica en dialisis. Asi,
siguiendo una distribucién en “forma de U”, tanteehes plasmaticos bajos como
altos de Vitamina D se asociaron con una mayorificacion y cambios

morfolégicos adversos en las arterias mayoresgsiamenor dicha calcificacion
en pacientes con niveles normales de CTR en sdBgr¢ Asimismo, en otro

estudio reciente se ha encontrado una asociacitte &% niveles séricos de
vitamina D y los marcadores de inflamacién en ldlgaon general adulta,
encontrdndose de nuevo una asociacion en forma dmtkeé los niveles de
25(0OH)D y los de PCKR528).

En base a estas afirmaciones y para poder explizgstra observacion de
gue el CTR actia como un elemento proinflamatonidas CMLV tratadas con
fosfato alto, contrariamente a lo que promulgantitodl de trabajos previos a este
estudio descritos anteriormente, se llevaron a caloserie de experimentos con
distintas dosis de CTR para valorar su efecto sebrstado inflamatorio y la

generacion de EROs en CMLV expuestas a P alto.

Nuestros resultados demuestran que el CTR llewaba distintos efectos
sobre las CMLV dependiendo de la concentracion quia se encuentre en el
medio de cultivo. Como se ha descrito previamenteste trabajo, cuando las
CMLYV son cultivadas en un medio con®®l de CTR, el resultado es un mayor
aumento del estrés oxidativo y, en general, deldestle inflamacion respecto a
los niveles inducidos por fosfato alto. Sin embakjaesultado obtenido cuando

se afiadi6 CTR en concentraciones sensiblementédajas (13° M o 10'? M)
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fue un efecto anti-oxidante, generando una menuidzsd de EROs, y un efecto
anti-inflamatorio, inhibiendo la via de sefalizaci@e NKp candnica y
reprimiendo la expresion de las citoquinas prcamfthtorias analizadas (13,1
IL-6, IL-8 y TNFa) y de ICAM-1.

En conclusion, nuestros resultados indican queosfafo alto ejerce un
efecto directo sobre las CMLV induciendo el dedlrmde calcificacion mediante
la activacion de la ruta canonica Wi€atenina, y actda al mismo tiempo como
un elemento capaz de aumentar la generacién de BR@s activar la ruta
canodnica de NikB, induciendo asi un estrés oxidativo y un estaderdtamatorio
en dichas células. El estado de inflamacion orapnen las CMLV se traduce en
un aumento de la produccién de citoquinas, comifILUL-6, IL-8 y TNF-alfa, y
de la molécula de adhesion celular ICAM-1. La axicide CTR a una
concentracion de TOM en estas mismas condiciones de fosfato altdteesn
una mayor activacion de la ruta canonica \BAtatenina y en consecuencia de la
calcificacion, efectos que van acompafiados de wimgeneracion de EROs y
en una mayor activacion de NF Esta activacion de N estad fuertemente
relacionada con procesos asociados a la calcificacexplicaria el aumento en la
expresion de ICAM-1 y de algunas de las citoquimaalizadas (IL-6 y TN&)
respecto a las células tratadas con fosfato. Erbicamuando las CMLV son
tratadas con concentraciones menores de CTE {@¢/ 10** M), se produce la
disminucién tanto en la generacion de EROs conla esspuesta proinflamatoria
inducida por el fosfato. Esta inhibicion del estatipinflamacion se traduce en
una menor activacion de la via de sefalizacién ey en una menor expresion

de citoquinas pro-inflamatorias.
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Por otro lado, el tratamiento de las CMLV con palditol, ademas de
inhibir el desarrollo de la calcificacién inducigar el fosfato alto mediante la
inactivacion de la ruta Wift/Catenina, fue también capaz de contrarrestar su
efecto pro-oxidante y pro-inflamatorio, a travéslaenhibicion de Nkp y, en
consecuencia, de la reduccion de ICAM-1 y de l&squinas pro-inflamatorias
analizadas (IL-B, IL-6, IL-8 y TNFa).

En conjunto, nuestros resultadas vitro” apoyan la conveniencia de una
terapia frente a la inflamacion y el estrés oxidatipara prevenir las
complicaciones cardiovasculares en los paciente€E®C. En este sentido, y de
acuerdo a nuestros resultados, el paricalcitolcasio las dosis mas bajas de
calcitriol (10°, 10" M) cumplen estos requerimientos simultaneameste.
embargo.el hecho de que niveles méas elevados de calc{t®iM) produzcan
resultados opuestos asi como un aumento en elralésale las calcificaciones,
implica la necesidad de llevar a cabo un minucaesdrol de las dosis empleadas

del CTR en relacién a la salud vascular.
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Conclusiones

1. En cultivos de Células de Musculo Liso Vasc@@¥ILV), niveles
elevados de fosfato inducen el desarrollo de dedaion vy
diferenciacion a células de estirpe osteogénicaiantxlla activacion

de la ruta canonica WiitCatenina.

2. La adicién de calcitriol (18M) a CMLV cultivadas en condiciones
de alto fosfato, produce una sobreactivacion aatlaWntp-Catenina,

resultando en una mayor calcificacion y diferendia©steogénica.

3. En CMLV, el paricalcitol inhibe la activacion da ruta Wni-
Catenina, reduce el grado de calcificacion y lasd#erenciacion

osteogénica inducidos por niveles elevados detfmsfa

4. En este mismo modelo in vitro, los niveles efldsmde fosfato
inducen un incremento en la producciéon de EROsctavacion de

NF«f y un aumento en la expresion de marcadores inftaina.

5. La adicién de calcitriol (ItM) a CMLV incubadas con fosfato
elevado incrementa la produccion de EROs, la axtivade Nkf y la
expresion de los marcadores inflamatorios ICAMELE6 ly TNFa. Por
el contrario, el tratamiento con dosis méas bajasattgtriol (10*°y 10
12 M) supone una reduccién del estado inflamatorialey estrés

oxidativo inducidos por el fosfato.

6. El tratamiento con Paricalcitol de las CMLV awdtdas con niveles
elevados de fosfato inhibe el estrés oxidativadivacion de Nkp y

la expresion de citoquinas inflamatorias.
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Por tanto, en base a todo lo expuesto anteriormdos resultados
de este estudio describen nuevos mecanismos pausl| fosfato
elevado favorece la disfuncidn vascular y apoyamdaveniencia de
una terapia frente a la calcificacion, la inflamaaoi y el estrés
oxidativo mediante el uso de analogos de la vitaniinpara prevenir

las complicaciones cardiovasculares en los pacents ERC.
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Martinez-Moreno JM, Muiioz-Castaiieda JR, Herencia C,
Montes de Oca A, Estepa JC, Canalejo R, Rodriguez-Ortiz ME,
Perez-Martinez P, Aguilera-Tejero E, Canalejo A, Rodriguez M,
Almadén Y. In vascular smooth muscle cells paricalcitol prevents
phosphate-induced Wnt/B-catenin activation. Am J Physiol Renal
Physiol 303: F1136-F1144, 2012. First published August 8, 2012;
doi:10.1152/ajprenal.00684.2011.—The present study investigates the
differential effect of two vitamin D receptor agonists, calcitriol and
paricalcitol, on human aortic smooth muscle cells calcification in
vitro. Human vascular smooth muscle cells were incubated in a high
phosphate (HP) medium alone or supplemented with either calcitriol
1078M (HP + CTR) or paricalcitol 3-1078 M (HP + PC). HP
medium induced calcification, which was associated with the upregu-
lation of mRNA expression of osteogenic factors such as bone
morphogenetic protein 2 (BMP2), Runx2/Cbfal, Msx2, and osteocal-
cin. In these cells, activation of Wnt/3-catenin signaling was evi-
denced by the translocation of (-catenin into the nucleus and the
increase in the expression of direct target genes as cyclin D1, axin 2,
and VCAN/versican. Addition of calcitriol to HP medium (HP +
CTR) further increased calcification and also enhanced the expression
of osteogenic factors together with a significant elevation of nuclear
B-catenin levels and the expression of cyclin D1, axin 2, and VCAN.
By contrast, the addition of paricalcitol (HP + PC) not only reduced
calcification but also downregulated the expression of BMP2 and
other osteoblastic phenotype markers as well as the levels of nuclear
B-catenin and the expression of its target genes. The role of Wnt/3-
catenin on phosphate- and calcitriol-induced calcification was further
demonstrated by the inhibition of calcification after addition of Dick-
kopf-related protein 1 (DKK-1), a specific natural antagonist of the
Whnt/pB-catenin signaling pathway. In conclusion, the differential ef-
fect of calcitriol and paricalcitol on vascular calcification appears to
be mediated by a distinct regulation of the BMP and Wnt/pB-catenin
signaling pathways.

vascular calcification; calcitriol; paricalcitol; VSMCs; Wnt/B-catenin

UREMIC PATIENTS FREQUENTLY present vascular calcifications
(VC), which contributes to the high rate of cardiovascular
morbidity and mortality observed in these patients (61). The
generation of VC in uremic patients is multifactorial, and the
mechanisms are partially understood (35). Abnormal mineral
metabolism, and particularly the accumulation of phosphate,
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plays a central role in the generation of VC (3, 25). Chronic
inflammation has also been proposed as an important factor in
the process of VC (34, 50).

Calcitriol [1,25(OH),Ds], the most active metabolite of
vitamin D, is a key regulator of mineral metabolism through its
direct effect on intestine, kidney, bone, and parathyroid glands.
Chronic kidney disease (CKD) patients, often develop second-
ary hyperparathyroidism (2°HPT) because of the retention of
phosphate and the deficiency of calcitriol synthesis, both due to
the reduction of functional renal mass, which eventually lead to
hypocalcemia. Thus, in the last decades, therapeutic strategies
to control 2°HPT incorporated high doses of vitamin D, mainly
as calcitriol, that may contribute to the development of VCs
(13). The vitamin D analog 19-nor-1,25(OH),D, (paricalcitol)
is now commonly used to treat 2°HPT in CKD patients
because it effectively suppress parathyroid hormone but is less
calcemic and phosphatemic than calcitriol (29, 53).

The administration of calcitriol to CKD patients may cause
VC by increasing the serum levels of calcium and phosphate.
Other studies (45) have suggested that calcitriol and other
vitamin D receptor (VDR) activators such as paricalcitol may
have a direct effect on VC that is independent of calcium and
phosphorus. Paricalcitol seems to produce less calcification
than calcitriol (4, 28, 33). However, the cellular mechanisms
driving the differential effects of calcitriol and paricalcitol on
VC have not been elucidated. We hypothesized that factors
regulating osteogenic differentiation of vascular smooth mus-
cle cells (VSMCs) may respond differently to calcitriol and
paricalcitol.

Bone morphogenetic proteins (BMPs) and proteins of the
Wnt family are extremely potent anabolic regulators of bone
formation, and both have been implicated in the regulation of
VC (7, 17, 31, 49, 51, 57). BMP2 upregulates transcription
factors as the runt-related transcript factor 2 (Runx2/Cbfal)
and the Msh homeobox 2 (Msx2), master regulators of osteo-
genesis (30). Furthermore, Wnt signaling, which is essential
for the commitment of pluripotent mesenchymal cells, has also
been shown to be activated during the development of VC in
vivo and in vitro (5, 8, 23, 31, 51). Wnt proteins (revised in 26)
are a large family of secreted signaling molecules that signal
through binding to a coreceptor complex formed by the pro-
teins of the frizzled (Fzd) family and the lipoprotein receptor-
related 5/6 proteins (Lrp5/6). The activation of the canonical
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Wnt pathway results in the inactivation of a destruction com-
plex that phosphorylates (3-catenin and targets it for ubiquitin-
proteasome-mediated degradation; thus [(3-catenin is able to
translocate to the nucleus and regulates the expression of target
genes.

The aim of the present study was to investigate possible
differences between the effect of calcitriol and paricalcitol on
osteogenic signals, mainly the Wnt/B-catenin signaling, in
human aortic smooth muscle cells (HASMCs) in vitro.

MATERIALS AND METHODS

Cell culture. HASMCs were obtained from Clonetics (Lonza,
Walkersville, MD). Cells were cultured in DMEM supplemented with
15% heat-inactivated FBS (BioWhittaker), Na piruvate (1 mmol/l),
glutamine (4.5 g/1), penicillin (100 U/ml), streptomycin (100 mg/ml),
and HEPES (20 mmol/l) at 37°C in a humidified atmosphere with 5%
CO,. HASMCs of passage 5-8 were used in the experiments. To
induce calcification, after reaching 80% confluence, HASMCs were
incubated for 9 days in a high phosphate medium (calcification
medium) that contained Na,HPO;~ and NaH,PO]  salts in 1:2
proportion (Sigma Aldrich) to obtain a final phosphate concentration
of 3.3 mmol/l. The medium was replaced with fresh medium every
2-3 days. Depending on the experiments, calcification medium was
supplemented with calcitriol 10~8M, paricalcitol 3-10~3M, or other
drugs such as Dickkopf-related protein 1 (DKK-1; ref 5439-DK-010;
R&D Systems; 100 ng/ml; a secreted, endogenous extracellular Wnt/
[B-catenin inhibitory gene product that is commercially available).
Cells that were incubated in normal phosphate (0.9 mmol/l) medium
were used as controls.

Assessment of calcium deposition. After 9 days of incubation,
calcification was quantified. Cells were decalcified with HCl (0.6
mol/l) for 24 h. The calcium content of the supernatants was deter-
mined by spectrophotometer at 612 nm by a kit containing phenol-
sulphonephthalein dye (no. DICA008, QuantiChrom calcium assay
kit; BioAssay Systems). Then, the cells were washed three times with
PBS (Sigma Aldrich) and solubilized in 0.1 mol/l NaOH/0.1% SDS.
The protein content was measured using the Bio-Rad protein assay
(Bio-Rad Laboratories, Munich, Germany), and the calcium content
was normalized for total protein.

Real-time RT-PCR. Total RNA was isolated from each sample of
HASMC s using 500 w.l Trizol (Sigma) by processing according to the
manufacturer’s recommendation. Real-time RT-PCR was performed
in duplicate with QuantiTect SYBR Green one-step RT-PCR Kit (ref.
no. 204243; Qiagen) in a final volume of 20 ul from 30 ng of total
RNA. All PCR amplifications were carried out using Lightcycler 480
(Roche Molecular Biochemicals, Indianapolis, IN). The expression of
target genes was normalized to the expression of GAPDH. The
primers for PCR amplification are indicated in Table 1.

Protein extracts and Western blot. Proteins were isolated from
HASMC s using lysis buffer containing HEPES (10 mmol/1), KCI (10
mmol/), EDTA (0.1 mmol/l), EGTA (0.1 mmol/l), dithiothreitol (1
mmol/l), PMSF (0.5 mmol/l), protease inhibitor cocktail (70 mg/ml;
Sigma Aldrich), and Igepal CA-630 (0.6%) at pH 7.9. The suspension

Table 1. Primers used for quantitative real-time RT-PCR
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was centrifuged, and the supernatant (cytosolic extract) was stored.
Nuclear extracts were obtained by incubating the pellet separated
from the cytosolic extract in a lysis buffer containing HEPES (20
mmol/l), NaCl (0.4 mmol/l), EDTA (1 mmol/l), EGTA (1 mmol/l),
dithiothreitol (I mmol/l), PMSF (1 mmol/l), and protease inhibitor
cocktail (46 mg/ml) at pH 7.9. Protein concentration was determined
with the Bradford method (Bio-Rad Laboratories, Munich, Germany).
For Western blot, equal amounts of protein were electrophoresed in
10% SDS-polyacrylamide gel (Invitrogen, Carlsbad, CA) and subse-
quently transferred to a nitrocellulose membrane (Invitrogen). The
membranes were blocked with 5% nonfat dried milk for 1 h at room
temperature and then incubated with primary antibody for 2 h at room
temperature. Primary antibodies used included rabbit polyclonal
[B-catenin antibody (ref. no. L9562; Cell Signaling) and rabbit poly-
clonal TFIIB antibody (ref. no. SC-225; Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA). Blots were immunolabeled using a horseradish
peroxidase-conjugated secondary antibody and developed on autora-
diographic film using the ECL Plus Western blotting detection system
(Amersham Biosciences, Little Chalfont, England). Specific bands
were quantified by densitometric analyses with Quantity One 4.4.0
software (Bio-Rad Laboratories) and were normalized to TFIIB levels.

Confocal microscopy. Cells were seeded on coverslips, and after
reaching 90% confluence, they received the different treatments for 24
h. Then, they were rinsed in PBS and fixed and permeated in cold 50%
methanol for 2 min, cold 100% methanol for 20 min, and cold 50%
methanol for 2 min. The specimens were subsequently washed once in
PBS (3 X 5 min) and incubated for 2 h with anti-B-catenin antibody
(1:50; BD Pharmigen, Franklin Lakes, NJ) in blocking solution (1%
BSA) at room temperature. After being washed with PBS (3 X 5 min),
specimens were incubated for 1 h with Alexa Fluor 488 F(ab'),
fragment of rabbit anti-mouse IgG (1:500; ref. no. A-21204; Invitro-
gen) in PBS containing 1% BSA. After a final wash with PBS (3 X
5 min), the specimens were counterstained with DAPI for nuclear
stain. Cells were mounted on slides to examine fluorescence using a
LSM 5 Exciter Carl Zeiss confocal microscope. Pictures were ob-
tained at X40 in Axio Observer Z1 inverted confocal microscope
(LSMS5 Exciter Zeiss). Image] software (National Institutes of Health)
was used to analyze confocal immunofluorescence staining. Mander’s
coefficient M2 plugin (DAPI vs. green) was used to analyze nuclear
translocation of B-catenin. Mander’s coefficient M2 is the percentage
of above-background pixels in blue color (DAPI) that overlap above-
background pixels in green color (3-catenin).

Statistical analysis. Results are expressed as means * SE. The
difference between means for three or more groups was assessed by
one-way ANOVA followed by post hoc Duncan analysis. The difference
between means for two different groups was determined by #-test. A P
value <C0.05 was considered significant. These analyses were performed
with the assistance of a computer program (SPSS 15.0, Chicago, IL).

RESULTS

Effect of calcitriol and paricalcitol on VSMC calcification.
Incubation of HASMCs in a high phosphate (3.3 mmol/l)
medium for 9 days (HP) induced calcification compared with

Gene Sense Primer Antisense Primer
GAPDH 5'-TGATGACATCAAGAAGGTGGTGAAG-3’ 5'-TCCTTGGAGGCCATGTGGGCCAT-3’
Cyclin D1 5'-CCGAGGAGCTGCTGCAAATGGA-3’ 5'-ATGGAGGGCGGATTGGAAATGAAC-3'
BMP2 5'-AGGAGGCAAAGAAAAGGAACGGAC-3' 5'-GGAAGCAGCAACGCTAGAAGACAG-3'
Msx2 5'-AAATTCAGAAGATGGAGCGGCGTG-3' 5'-CTGGGATGTGGTAAAGGGCGTGCG-3'
Runx2 5'-CCGGAGTGGACGAGGCAAGAGTT-3' 5'-AGCTTCTGTCTGTGCCTTCTGGG-3’
Osteocalcin 5'-GCAGAGTCCAGCAAAGGTGCAGCC-3' 5'-GCCTCCTGAAAGCCGATGTGGTCA-3'

BMP2, bone morphogenetic protein 2.
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Fig. 1. Effect of calcitriol and paricalcitol on human aortic smooth muscle cell
(HASMC) calcification. HASMCs are incubated for 9 days in a high (3.3
mmol/l) phosphate (HP) medium (calcification medium) alone or supple-
mented with either calcitriol 1073 M (HP + CTR) or paricalcitol 3-107% M
(HP + PC). Cells incubated in normal phosphate (0.9 mmol/l) medium are
used as controls. Calcium content is determined with the phenolsulphoneph-
thalein dye. Bars are means = SE (5 independent experiments; 6 repetitions in
each experiment). *P << 0.05 vs. control. #P < 0.05 vs. HP.

cells maintained in a medium with 0.9 mmol/l phosphate
(control; P < 0.05; Fig. 1). The addition of calcitriol (10~ 3 M)
to cells in HP medium (HP + CTR) further increased the
degree of calcification observed with HP alone (P < 0.05).
Conversely, the addition of paricalcitol (3 X 1078 M; HP +
PC) produced a significant reduction in calcification relative to
the observed in cells in HP medium (P < 0.05). Nevertheless,
in the HP + PC cells the calcium content remained higher than
in control cells cultured in 0.9 mmol/L P (P < 0.05).
Osteoblast phenotype. The levels of BMP2 mRNA were
greater in cells incubated in HP medium than in controls (P <
0.05; Fig. 2A). The addition of calcitriol further increased the
expression of BMP2 mRNA compared with the HP cells (P <
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0.05). In cells treated with paricalcitol, the levels of BMP2
mRNA were not different from control cells.

The gene expression of the osteoblastic-specific marker
Runx2 was significantly increased in cells on HP compared
with controls (P < 0.05; Fig. 2B). Again calcitriol caused
additional increase of Runx2 expression (P < 0.05 vs. HP
cells), whereas paricalcitol failed to increase the expression of
Runx2 mRNA beyond the values observed in HP cells.

Similarly to that observed with Runx2, the expression of
Msx2 mRNA was increased in HP and further increased by
addition of calcitriol (Fig. 2C). The addition of paricalcitol
decreased the Msx2 mRNA levels to control values. The
expression of Bglap/osteocalcin (OC) was not increased by HP
but it increased when calcitriol was added to the HP medium
(Fig. 2D). By contrast, paricalcitol did not modify the OC
expression.

Role of the canonical Wnt/B-catenin signaling pathway.
Activation of the Wnt/B-catenin signaling pathway results in
nuclear translocation of (3-catenin. The presence of (3-catenin
in the nucleus was assessed by Western blotting of nuclear
extracts. The incubation of cells in HP induced a significant
increase of the expression of nuclear 3-catenin compared with
controls (P < 0.05). The addition of calcitriol to HP medium
increased the nuclear content of (3-catenin; however, the addi-
tion of paricalcitol caused a reduction in the levels of nuclear
[B-catenin to a level similar to that observed in control cells
(Fig. 3A). Intracellular localization of 3-catenin was visualized
by immunofluorescence using confocal microscopy (Fig. 3B).
Control cells showed immunofluorescence staining of (3-catenin
only in the cytoplasm, whereas cells cultured in HP showed
marked expression of (3-catenin at the nuclear level. HP + CTR
cells also exhibited marked staining for nuclear 3-catenin. By
contrast, in HP + PC, (B-catenin expression was mainly re-
stricted to the cytoplasm. Quantification by the Mander’s
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Fig. 2. Effect of calcitriol and paricalcitol on the expression of markers of osteoblastic phenotype during HASMC calcification. HASMCs are incubated for 9
days in a high (3.3 mmol/l) phosphate (HP) medium (calcification medium) alone or supplemented with either calcitriol 1078 M (HP + CTR) or paricalcitol
3-1078 M (HP + PC). Cells incubated in normal phosphate (0.9 mmol/l) medium are used as controls. mRNA levels are analyzed by real-time RT-PCR technique.
Expression of target genes are normalized to the expression of GAPDH. A: bone morphogenetic protein 2 (BMP2) mRNA expression. B: Runx2/Cbfal mRNA
expression. C: Msx2 mRNA expression. D: osteocalcin/Bglap mRNA expression. Bars are means = SE (3 independent experiments; 6 repetitions in each

experiment). OC, osteocalcin. *P < 0.05 vs. control. #P <C 0.05 vs. HP.
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Fig. 3. Effect of calcitriol and paricalcitol on the canonical Wnt/B-catenin signaling pathway during HASMC calcification. HASMCs are incubated for 24 h in
a high (3.3 mmol/l) phosphate (HP) medium (calcification medium) alone or supplemented with either calcitriol 1078 M (HP + CTR) or paricalcitol 3-107% M
(HP + PC). Cells incubated in normal phosphate (0.9 mmol/l) medium are used as controls. A: levels of nuclear B-catenin is assessed by western blotting of
nuclear extracts. Image represents 3 different experiments. Quantification is performed by measurement of the integrated optical density (OD) and normalized
to TFIIB levels. Data are means = SE of the 3 independent experiments. *P < 0.05 vs. control. #P < 0.05 vs. HP. B: HASMCs are incubated for 24 h in a
high (3.3 mmol/l) phosphate (HP) medium (calcification medium) alone or supplemented with either calcitriol 1078 M (HP + CTR) or paricalcitol 3-107% M
(HP + PC) alone or with the addition to culture medium (100 ng/ml) of commercially available Dickkopf-related protein 1 (DKK-1), a specific endogenous
extracellular antagonist of the Wnt signaling. Intracellular localization of -catenin is visualized by immunofluorescence using confocal microscopy. For each
treatment, 3-catenin staining (green immunofluorescence) is shown at left; at middle, the same sample is counterstained with DAPI (blue) for nuclear stain; the
merged image is shown at right. Images represent 3 different experiments. C: quantification of nuclear 3-catenin staining is performed by the Mander’s coefficient

(M2 plugin: DAPI vs. green). *P < 0.05 vs. control. #P << 0.05 vs. the same treatment without DKK-1.

coefficient M2 plugin (DAPI vs. green), confirmed the signif-
icance of differences in the levels of B-catenin fluorescence in
HP and HP + CTR compared with control cells (P < 0.05 and
P < 0.05, respectively; Fig. 3C).

The relevance of Wnt/3-catenin signaling activation in cal-
cification was tested by addition to culture medium (100 ng/ml)
of DKK-1, a commercially available specific endogenous ex-
tracellular antagonist of the Wnt signaling (1, 26). As shown in
Fig. 4, the addition of DKK-1 reduced the level of calcification
induced by high phosphate (P << 0.05 vs. HP cells) and
prevented the increase in calcification induced by calcitriol
(P < 0.05 vs. HP + CTR cells); a trend toward a decreased
calcification, although not significant, was also observed after
addition of DKK-1 to HP + PC cells. The effect of DKK-1 on
[3-catenin translocation was also evaluated by confocal immu-
nofluorescence (Fig. 3, B and C). The increase of nuclear
[3-catenin expression in HP and HP + CTR cells was abolished
by coincubation with DKK-1 (P < 0.05 vs. controls).

Additional direct Wnt/3-catenin transcriptional targets were
examined, including cyclin D1 (an early marker of cells enter-
ing the cell cycle), VCAN/versican (a large chondroitin sulfate
proteoglycan; a member of the aggrecan/versican proteoglycan

family), and axin 2 (axis inhibition protein 2 or conductin; a
member of the Wnt/3-catenin signaling pathway that regulates
the stability of (3-catenin). Effects of cotreatment with the
inhibitor DKK-1 on the expression of genes were also tested
(Fig. 5). The mRNA expression of cyclin D1 was similarly
elevated in cells in HP and HP + CTR compared with control
cells (P < 0.05). In cells treated with HP + PC, the cyclin D1
mRNA level was greater than in control (P < 0.05) but lower
than in HP and HP + CTR cells (P < 0.05). Addition of
DKK-1 dramatically reduced cyclin D1 mRNA to a level not
different from that of control. VCAN expression was also
increased in HP, HP + CTR, and HP + PC cells over control
(P < 0.05). Cotreatment with DKK-1 significantly reduced
VCAN mRNA levels to control values in all the groups.
Finally, compared with control, axin 2 mRNA expression was
elevated in HP and HP + CTR (P < 0.05) but not in HP + PC
group; this increase was abolished by DKK-1 (P < 0.05).

DISCUSSION

In the present study, we have explored the differential effect
of two VDR agonists, calcitriol and paricalcitol, on VSMC
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Fig. 4. Effect of the inhibition of the canonical Wnt/B-catenin signaling
pathway by DKK-1 on HASMC. HASMCs are incubated for 24 h in a high
(3.3 mmol/l) phosphate (HP) medium (calcification medium) alone or supple-
mented with either calcitriol 1078 M (HP + CTR) or paricalcitol 3-1078 M
(HP + PC) alone or with the addition to culture medium (100 ng/ml) of
commercially available DKK-1, a specific endogenous extracellular antagonist
of the Wnt signaling. Cells incubated in normal phosphate (0.9 mmol/l)
medium are used as controls. Calcium content is determined with the phenol-
sulphonephthalein dye. Bars are means = SE (3 independent experiments; 6
repetitions in each experiment). *P << 0.05 vs. control. $P < 0.05 vs. HP.
#P < 0.05 vs. the same treatment without DKK-1.

calcification in vitro. We found that calcitriol increased calci-
fication, which appeared to be associated with the activation of
the Wnt/3-catenin and BMP2 signaling pathways. By contrast,
paricalcitol decreased calcification, which was accompanied by
an inhibition of the Wnt/B-catenin pathway and downregula-
tion of osteoblastic gene expression.

As previously demonstrated by us and other researchers (6,
36, 40, 44, 47, 49, 58), VSMCs cultured in high phosphate
undergo osteogenic transformation and calcification. BMPs
and Wnt ligands have been implicated in the regulation of both
osteoblastic transdifferentiation of aortic VSMCs in vitro and
VC (7, 17, 31, 49, 51, 57). In our study, we found that the
calcification process was associated with the upregulation of
osteogenic factors such as BMP2, the transcription factors
Runx2/Cbfal and Msx2, and the procalcificant protein OC.
This is in agreement with previous results (56) showing that the
expression of all these markers was significantly induced in
calcified vessels. BMP2 is a key factor for osteogenic differ-
entiation of mesenchymal cells that upregulates Runx2 and
Msx2 (30). OC is a downstream target gene of Runx2 and
Msx2 (16).

In the present study, we also show that calcification of the
HASMC:s is also associated with a concomitant activation of
the canonical Wnt/3-catenin signaling pathway. This was
quantitatively demonstrated both immunocytochemically by
the translocation of (3-catenin into the nucleus and by the
significant increase of the expression of nuclear 3-catenin by
Western blotting. Furthermore, the addition of DKK-1, a se-
creted, endogenous extracellular Wnt/B-catenin inhibitory
gene product (1, 26) that is commercially available, inhibited
the calcification and the concomitant cellular changes induced
by high phosphate.

PARICALCITOL AND Wnt/B-CATENIN

The activation of (3-catenin signaling modulates osteoblast
proliferation and differentiation (32, 41). Other authors (22)
observed VSMC proliferation in vessels developing calcifica-
tion. Notably, we demonstrated that the calcification observed
in the high phosphate-treated cells was accompanied by a
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Fig. 5. Effect of calcitriol and paricalcitol on the expression of (3-catenin direct
transcriptional target genes, cyclin D1, axin 2, and VCAN/versican, during
HASMC. HASMC:s are incubated for 24 h in a high (3.3 mmol/l) phosphate
(HP) medium (calcification medium) alone or supplemented with either cal-
citriol 1078 M (HP + CTR) or paricalcitol 3-10~8 M (HP + PC) alone or with
the addition to culture medium (100 ng/ml) of commercially available DKK-1,
a specific endogenous extracellular antagonist of the Wnt signaling. Cells
incubated in normal phosphate (0.9 mmol/l) medium are used as controls.
mRNA levels are analyzed by real-time RT-PCR technique. Expression of
target gene mRNA is normalized to the expression of GAPDH. Bars are
means = SE (3 independent experiments; 6 repetitions in each experiment).
*P << 0.05 vs. control. $P << 0.05 vs. HP. #P << 0.05 vs. the same treatment
without DKK-1.
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significant increase in the expression of cylin D1, an early
marker of cell proliferation. Cyclin D1 has been shown to be a
direct target gene of the activation of the canonical Wnt/3-
catenin (52), and it is required for propagation of specific types
of osteoprogenitors at various developmental stages (32). Im-
portantly, it has also been shown to be upregulated in VSMCs
in response to Wnt signaling (59). Thus the increase of the
cyclin DI mRNA levels that we have observed is in accordance
with previous data (5, 41) reporting that in the vasculature nuclear
[B-catenin signals may drive VSMC proliferation. The upregula-
tion of this and other direct transcriptional target genes as axin
2 (62) and VCAN (42), as well as the abrogation of this effect
by DKK-1 that we have observed in this study, is consistent
with the activating effect of the Wnt/3-catenin signaling on VC
of HASMC:s.

The role of BMP and Wnt signaling on VC remains to be
elucidated (31). Both contribute to the regulation of bone mass
by promoting osteogenesis through the direct stimulation of
Runx2 gene expression (12). However, the molecular interac-
tions between these pathways in osteoblast differentiation and
bone formation are not totally defined (20). Most studies have
suggested that BMP acts upstream of Wnt signaling (20). The
study by Rawadi et al. (43) showed that the capacity of BMP2
and Shh (Sonic hedgehog homolog gene) to induce alkaline
phosphatase relies on Wnt expression and the effects of BMP2
on extracellular matrix mineralization by osteoblasts are me-
diated by the induction of a canonical Wnt/3 catenin autocrine
loop. In a recent study, Rodriguez-Carballo et al. (46) investi-
gated the cooperative effects of BMP and the Wnt canonical
pathway on the expression of the early osteogenic master genes
DIx5, Msx2, and Runx2 in osteoblast differentiation. They
found that induction of these genes is mediated by the forma-
tion of both protein-protein interactions between them and
cooperative transcriptional complexes of BMP-dependent-ac-
tivated Smads and TCF4/B-catenin that bind to DNA-binding
sites. BMPs and Wnt ligands have also been implicated in the
regulation of osteoblastic transdifferentiation of VSMCs (31).
The studies of Towler and colleagues (5, 34, 51) with different
in vivo and in vitro models described the involvement of a
BMP-Wnt/3-catenin axis in the osteogenic regulation of VC.
Nonetheless, canonical Wnt/B-catenin signaling acting up-
stream of BMP signaling has been also reported. This is the
case for the regulation of dorsoventral polarity in the limb (54)
or the inhibition of oligodendrocyte maturation (9) during
development. We are aware of one single study (55) on this
Wnt-BMP hierarchy in osteoblast differentiation, which shows
that osthole, a coumarin-like derivative extracted from Chinese
herbs, stimulated osteoblast differentiation through a Wnt/3-
catenin dependent induction of BMP2 expression.

On the other hand, the relative contribution of canonical and
noncanonical Wnts in the regulation of VC has to be explored
further (51). Indeed, the role of Wnt signaling in osteogenic
differentiation during bone development is still controversial.
Canonical Wnt signaling may suppress osteogenic differentia-
tion or activate osteogenesis under certain cellular conditions.
Lack of uniformity in the literature may have resulted from
differences in baseline cellular conditions, species employed,
or even in the experimental conditions and stimuli applied (26).
The effect of noncanonical Wnt activation through Wnt5a in
osteogenesis has been demonstrated in adult stem cells (48)
and MC3T3E1 (preosteoblasts) cells (11). The specific Wnt
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milieu regulating VC is unknown; 19 murine Wnt genes exist
and both canonical agonists (Wnt3a, Wnt7) and noncanonical
ligands (Wnt5) that inhibit canonical Wnt actions were upregu-
lated in an Msx2-dependent cardiovascular calcification model
in vivo (51). Whether phosphate could be a new stimulator of
noncanonical Wnt pathways is presently unknown.

Many in vivo studies (2, 4, 14, 15, 27, 33) have reported that
the treatment of uremic animals with vitamin D produces an
increase in VC. Koleganova et al. (22) showed that a moderate
dose of calcitriol produced VC in both sham and uremic rats.
This effect was observed despite no changes in serum levels of
calcium and phosphate, suggesting that calcitriol may directly
affect VC. Interestingly, in a model of uremic rats, the induc-
tion of aortic calcifications by calcitriol was partially reversible
after discontinuation of calcitriol administration (2). In vitro
studies were performed to evaluate a direct effect of calcitriol
on VSMCs calcification. Jono et al. (19) showed that in
VSMCs cultured with high phosphate, the addition of an
increasing concentration of calcitriol produced a dose-depen-
dent increase in calcification. Recently, Zebger and Gong (63)
observed that a high-dose calcitriol treatment induced transfor-
mation of VSMCs into osteoblastic phenotype both in uremic
rats and in vitro; this was associated with upregulation of
proteins regulating mineralization and the osteogenic transcrip-
tion factor Osterix.

In the present study, we assessed the effect of calcitriol and
paricalcitol at concentrations usually tested in in vitro studies
with VSMCs (4, 18, 49), which are in accordance with their
therapeutic dosages in vivo. The results show that cells ex-
posed to calcitriol exhibited a significant increase in calcifica-
tion; by contrast, the addition of paricalcitol to the medium
resulted in a significant decrease of calcification. Previous
experimental studies (4, 28, 33) have shown that paricalcitol
produced less calcification than calcitriol. Thus here we con-
firm that paricalcitol also exerts beneficial effects on the
development of VCs. Importantly, paricalcitol tended to sup-
press the calcification induced by phosphate; this is in marked
contrast with calcitriol that worsens the calcification induced
by phosphate.

To better understand the molecular mechanisms supporting
the opposed effects of calcitriol and paricalcitol on calcifica-
tion, we examined the expression of the BMP2 signaling genes
that appeared to be upregulated in the VSMCs exposed to high
phosphate. Whereas calcitriol increased BMP2 mRNA level,
paricalcitol decreased it. Consistent with this was the upregu-
lation of Runx2 and Msx2 in cells treated with calcitriol and
the downregulation of Runx2 and Msx2 in cells exposed to
paricalcitol. The expression of OC was also increased by
calcitriol, but no change was observed in cells exposed to
paricalcitol. In addition, calcitriol did not change the upregu-
lation of cyclin D1 induced by the high phosphate medium
whereas paricalcitol tended to reduce it. Collectively, these
results indicate that calcitriol and paricalcitol induced a differ-
ent phenotype profile driving human aortic VSMCs toward the
stimulation and the inhibition of the calcification process re-
spectively. This is in line with previous results showing an
increased expression of Runx2 in the aorta of calcitriol-treated
animals (22), while both Runx2 expression and OC expression
were upregulated in the aorta by calcitriol and doxercalciferol
but not by paricalcitol (33).
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Following ligand activation, the VDR binds directly to
specific sequences located near promoters and recruits a variety
of coregulatory complexes that perform the additional func-
tions required to modify transcriptional output (39). Thus
different cell events after activation of the same VDR may
explain why some vitamin D analogs may not promote VC. It
has been demonstrated that the activation of the VDR by
paricalcitol or 22-oxacalcitriol recruits coactivators that are
different from those recruited by calcitriol (18). Additionally,
the differential effect on the calcification process that we have
observed could be explained by a differential modulation of
intracellular signaling pathways. As indicated above, we have
demonstrated in human aortic VSMCs the involvement of
Whnt/B-catenin activation in the calcification induced by high
phosphate. Thus we then explored the effect of calcitriol and
paricalcitol on the Wnt/(B-catenin pathway. The increase in
calcification induced by calcitriol was accompanied with a
concomitant activation of the Wnt/3-catenin with the nuclear
translocation of (3-catenin. This is in agreement with previous
data showing that Wnt signaling proteins are implicated in
bovine artery smooth muscle cell calcification in the presence
of phosphate and vitamin D sterols (49). In addition, we further
verified the implication of Wnt/B-catenin activation on cal-
citriol-induced calcification by demonstrating a reduction on
calcification after inhibition of Wnt/3-catenin by coincubation
with the specific Wnt antagonist DKK-1. The effect of pari-
calcitol on the Wnt/B-catenin pathway was the opposed from
that seen with calcitriol. The inhibition of calcification by
paricalcitol was accompanied by a reduction in nuclear
[3-catenin expression to levels even lower than those observed
with high phosphate in the medium. Thus our data clearly
demonstrate a differential effect of calcitriol and paricalcitol on
the Wnt/B-catenin signaling pathway.

Of note, it has been reported that the VDR can interact with
[3-catenin via a noncanonical signaling to control different cell
responses (38, 24). Of interest, Palmer et al. (37) showed that
a number of genes induced by (3-catenin are regulated through
VDR elements. Thus combined activation of VDR and Wnt
signaling promoted formation of TCF/Lef-(3-catenin and VDR/
[B-catenin complexes that together induced genes involved in
hair follicle differentiation in adult epidermis; furthermore, the
vitamin D analog EB1089 synergized with 3-catenin to stim-
ulate hair differentiation. A functional interaction between the
Wnt and 1,25(OH),D3; pathways has also been proposed in
osteoblasts. Interestingly, VDR activation by 1,25-(OH),D3
caused upregulation of low-density lipoprotein receptor-related
protein 5, a Wnt coreceptor that plays an important role in bone
formation (10, 21), through its binding to a VDR element (10).
It is tentative to hypothesize that VDR/B-catenin interactions
have a role in the development of VC and therefore it may be
affected by calcitriol or paricalcitol. The regulatory role of Wnt
signaling in VCs emerges the possibility of their therapeutic
intervention by targeting this pathway. Indeed, Wnt inhibitors
have shown early promise; however, given the central role of
the Wnt pathway in regulating growth and development in
many tissues, considerable work will be needed to ensure the
safety of these new therapies (60).

In summary, our results suggest differential effects of cal-
citriol and paricalcitol on VC that appears to be mediated by a
distinct regulation of the BMP and Wnt/3-catenin signaling
pathways. Calcitriol increased the calcification, which ap-
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peared to be associated with the upregulation of the expression
of osteoblastic gene markers as BMP2, Runx2, Msx2, and OC
and the activation of the Wnt/B-catenin signaling pathway. By
contrast, paricalcitol decreased calcification, which was ac-
companied by a downregulation of the expression of these
osteoblastic gene markers and the Wnt/3-catenin signaling.
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