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Parece increible, pero por fin ha llegado ese momento, que, no hace tanto
tiempo, parecia que no llegaria nunca. Hoy por fin estoy escribiendo las tdltimas
paginas de esta tesis, que, aunque diga mi tesis, no es solo mia, es de mucha gente, sin
los cuales yo no podria estar aqui sentada pensando en no olvidarme de nadie a quien
dar las gracias. Ahora mismo pienso en toda la gente que me ha echado una mano,
pero tampoco se me quitan de la cabeza todas las veces que pensé en tirar la toalla,
que quise dejar la investigacién porque las cosas no salian y parecia que nunca iban a
salir. Fueron tantas, tantisimas, las veces que pensé en irme de Lleida y volverme
para mi casa porque creia yo no valia para estar tan lejos de mi gente. Y ahora he
comprendido que mi gente sigue en su sitio, pero que ademas esta experiencia me ha
permitido incluir en esas palabras, mi gente, a nuevas personas que ya son una parte
importante de lo que soy. Y si hay un sentimiento que quisiera destacar de este
momento es lo orgullosa que me siento por lo que he conseguido y por lo que estoy a
punto de conseguir, me llena de satisfaccion que tanto esfuerzo tenga al fin su

recompensa. Y todo esto es gracias a vosotros.

Gracias a las entidades que han dado soporte econémico para la realizacién de
esta tesis doctoral, en especial a la fundaciéon Dr Pifarré (actualmente IRB_Lleida) y
al AGAUR por concederme las becas, que al fin y al cabo son el sustento para que los

investigadores podamos trabajar en lo que nos gusta.

Gracias a Elvira y a Jose, por darme la oportunidad, hace ya 5 afos, de
incluirme en vuestro proyecto. Elvira, sabes como contagiar ese entusiasmo por la
investigacién. Cada uno de nuestros pequefios avances, al contartelo a ti, parecia un
gran logro y nos trasmitias la energia para seguir dedicaindonos a esto. Jose, ;cuantas
veces habremos discutido por no ponernos de acuerdo? No se puede negar que tuviste

paciencia. Bueno, parece que al final no fue tan mal y aqui estan los resultados.

Agradecer a todo el servicio de Nefrologia del Hospital Arnau de Vilanova de

Lleida.



Nifias, en esta tesis hay tanto de vuestro trabajo, de vuestros animos, de las
risas a la hora de la comida...Creo que sera muy dificil encontrar unas compaiieras de
grupo como vosotras. Cardus, eres un ejemplo a seguir, es un placer trabajar contigo,
irradias positividad, y te mereces que todo te vaya bien. Siempre me has ayudado y
creo que sin tus consejos no habria llegado hasta aqui. Se noté muchisimo cuando te
fuiste. Eva, cuanta razén tenias al decirme eso de “la adversidad une”, cuantas cosas
hemos pasado juntas (;Cuantas ratas habremos matado juntas?). No sabes cuanto he
aprendido de ti, no solo en el laboratorio donde me has ensefiado infinidad de cosas, si
no también de todas esas curiosidades con las que tu siempres nos sorprendes.
Siempre me decias en broma, o eso espero, que en otras circunstancias de la vida tu 'y
yo no hubiesemos sido amigas... pues en estas tu para mi eres una amiga muy
especial. Admiro tu forma de trabajar, tu constancia y tus ganas. Mucha suerte en
esta etapa que tu has empezado un poco antes que yo. Martinez, nuestras salvadora,
¢ccuantas veces te habre llamado para decirte que meti la pata y siempre me has dado
alguna solucién? Siempre has estado ahi cuando las ninas te hemos necesitado o,
simplemente, si queriamos descargar. Siempre dandonos buenos consejos. Petrusky,
espero que nunca pierdas esa paciencia. Siempre tranquila, Eva y yo tomandote el
pelo con los minutos Petriarcales. Nunca te has enfadado conmigo aunque yo
grufiera. Has tenido mucha paciencia conmigo. Milika, no puedo escribir esto sin
decirte de todo corazon que lo siento. Siento haberme portado al principio como lo
hice, fui muy egoista, porque aunque estuvieramos enfadadas yo sabia lo duro que
era estar sola y lejos de tu casa y aun asi tarde mucho en acercarme a ti. Me alegro de
que al final las cosas cambiaran. Te deseo mucha suerte porque te la mereces. Montse,
nifa eres nervio puro. Me encantas, nunca parada, siempre buscando cosas que hacer.
Ya sabes que me encanta trabajar contigo, y que no soy la tnica que lo piensa. Eres
de esas personas especiales, no creo que haya muchas como ti. No cambies nunca
nada. Noelia, peque, empiezas una etapa dura, con momentos dificiles (sobre todo si
tienes que buscar algo entre mis cosas, siempre tan ordenadas, es broma) pero cuando
las cosas salen es realmente reconfortante. Ten paciencia, al menos un poco mas que
yo. Has tenido la suerte de caer en un grupo estupendo y estoy segura que todas te

ayudaran tanto como me ayudaron a mi. Nifnas, me da muchisima rabia pensar que



es muy dificil que volvamos a trabajar todas juntas, porque somos “el equipo
perfecto”... aunque ya sabeis que si yo disefara el vestuario de trabajo iriamos con

batas rosas (no Montse, no me mates).

Ahora que he vuelto a casa hay un momento del dia que os hecho infinito de
menos, a la hora de la comida, aunque siempre os metierais conmigo por comer poco.
Echo en falta las conversaciones en las que arreglabamos el mundo, al menos el
nuestro. Nuria, se que te quedas con las ganas de hacerme un regalo del amigo
invisible. Para mi siempre serdas el fichaje estrella. Echaré mucho de menos
acompanarte al cigarro de las 5. Manu, he intentado jugar aqui a “por cuanto” pero
no triunfa de la misma manera. Gracias por tus consejos y tu amistad, cuantas veces
habré cruzado la puerta de tu labo para contarte mis penas. Macia eres la sonrisa del
labo, siempre de buen humor. Rosa, que no te vuelvan loca estas fieras. A Deivid,
aunque nos hayas abandonado a la hora de la comida, se que si volvemos a comer
juntos nunca dejaré que calientes la comida antes que yo. He aprendido muchas cosas
contigo. Gracias por no tener prisa cuando me las ensenabas. Madris, ahora nadie me
llama princesa, cuidate y preocupate de ti como lo haces de los demas. Ya sabeis que

os estimo molt y os trobo a faltar.

A Carme, Maria, Teresa, Montse y Silvia , las chicas de la 4" planta, por la
ayuda, sobre todo con los asuntos de papeleo que siempre resultan pesados y vuestra

compaiia.

A Roser, Manolo y Emilia, por hacer un poco mas agradables los momentos

del estabulario, que a veces se hacen dificiles.

Al Dr Pérez por ensefiarnos tanto sobre como operar a los animales.

A Xavi y a Mario, porque me han ensefiado muchisimas cosas y han tenido
una gran paciencia conmigo. Ya sabeis que en este trabajo tambien hay un gran

esfuerzo vuestro.



Al resto de companeros del labo: Nuria, Jiseng, Esteban, Monica, Maia,
Anabel, Andree, Aridam los demas jefes y los que ya estan lejos. Os doy las gracias
primero por aguantar mi caracter, segundo porque siempre que he tenido una duda
habeis hecho todo por ayudarme y tercero por todos los buenos momentos no solo en

el labo, sino también en la chocolatera y sobre todo en las cenas.

A toda la gente de ciencias medicas que son siempre un apoyo importante y

gente de la que se puede aprender un monton.

A Rita, para mi eres mas que una compaifiera de piso, eres una amiga. Gracias
por todo, pero sobre todo por escucharme cuando en casa se me caia el mundo

encima.

Silvi! ;Con quien voy a ir yo de tiendas? ;Quién me va a decir que compre? Y
lo mas importante ;jcon quien voy a discutir la importancia de una camiseta blanca?
No sabes como has transformado mis aburridas tardes de Lleida. Me lo he pasado
genial contigo. Eres una gran amiga y espero que aunque vivamos en casi los
extremos del pais nos podamos seguir viendo (aunque sea para ir de rebajas, es

broma). Te voy a echar mucho de menos.

A Maria y Enrique, mis “jefes” de cada dia. Este ya es el dltimo tirén como
decia papa cada vez que tenia que coger el avién. Se que vosotros lo habeis pasado
tan mal como yo el haber estado lejos. Gracias por apoyarme siempre en todas las
decisiones. No os voy a decir que os quiero con locura, porque ya lo sabeis, pero que

me siento orgullosa de teneros como padres. Esto es gracias a vosotros.

Ana, ya me puedes dejar un sitio en la terraza para que tomemos el sol juntas.

Que te quiero mucho aunque no seamos de esas hermanas que se lo dicen a diario.

A mis abuelos Amaro, Feli y Enrique. Ita Manuela, te imagino

acompanandome el dia de mi tesis, superguapa como te ponias cuando ibas de boda,
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y llorando sin parar como cuando ibas a ver bailar ballet a Ana. Siempre estas a mi

lado y mas en dias especiales.

A mis primos y mis tios. Marina y Marco os quiero muchisimo.

A Irene G, Susana, Irene R y Patricia por buscar siempre un momento para

vernos y contarnos las penas. Aunque siempre sea yo la que mas habla.

Y a Samuel. Para ti si que no tengo palabras. Td mejor que nadie sabes como
han sido estos afios. Has aguantado mis lloros y has venido a consolarme. Casi
800Km de distancia, y nos intentabamos ver casi todos los fines de semana. Pero se
que ha sido dificil. Sin ti no lo habria conseguido (y no voy a llorar mientras lo
escribo). Te quiero y me llena de felicidad que lo hayamos logrado. Espero seguir

compartiendo la vida contigo.

De nuevo gracias de corazén a todos. Y gracias tambien a los que seguramente

se me olvidan.
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La calcificacion vascular es un fendmeno frecuente en pacientes con
enfermedad renal cronica (ERC). Ademas, estos pacientes presentan una disminucion
de los niveles de vitamina D (1,25 (OH).D;) responsables del desarrollo de
hiperparatiroisdimo secundario. Por esta razon, es una practica comun el tratar a estos
pacientes con vitamina D (Calcitriol) o analogos, como el Paricalcitol. Los pacientes con
ERC presentan ademas niveles de fésforo sérico elevados asociados con un

incremento de la mortalidad y morbilidad.

Para comprobar la eficacia y efectos de ambos tratamientos y de la uremia se
utilizé como modelo ratas sometidas a nefrectomia subtotal y tratadas con Calcitriol o
Paricalcitol. Para analizar la influencia del fésforo sobre la calcificacion vascular y otras
afectaciones fisiolégicas se emplearon ratas sanas alimentadas con dietas con
diferente contenido en fosforo, con y sin la adiccién de un quelante, el carbonato de
lantano. En los experimentos in vitro se trabajé con células de musculo liso vascular
(CMLV) procedentes de explantes de aortas de ratas sometidas a distintas

condiciones.

Tanto el tratamiento con Calcitriol como con Paricalcitol presentan una eficacia
similar a la hora de disminuir los niveles séricos de PTH, pero el Calcitriol, y no el
Paricalcitol incrementa la calcificacion de las CMLV, in vitro e in vivo,
independientemente de los niveles de calcio y fosforo. Este aumento de la calcificacién
es paralelo al incremento de la expresion RANKL/ osteoprotegerina (OPG). La
calcificacion vascular es un proceso activo, en el cual se expresan marcadores
osteogénicos, como RANKL. RANKL es el ligando de RANK (receptor activador de NF-
kKB) que se expresa fundamentalmente en osteoblastos. Este ligando provoca la
calcificacion de las CMLV de manera dosis dependiente. Este efecto de RANKL en la
calcificacion vascular es bloqueado por OPG. Es la unién de RANKL a su RANK y la
activacion de la via alternativa de NF-kB la que desencadena el aumento en la
expresion de bone morphogenetic protein 4 (BMP4), responsable de la calcificacion de
las CMLV.

La uremia provoca un aumento de la calcificacién vascular que esta relacionada
con la desregulacion de los enzimas del metabolismo de la vitamina D. Se produce una
elevacion a nivel de la arteria de los niveles de 1,25(0OH).D;, que estimulan la

expresion de RANKL en las CMLV induciendo su calcificacién. El tratamiento con
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Calcitriol potencia este efecto. Esta desregulacion tiene lugar a nivel arterial, pero no se

observa a nivel renal.

Una dieta alta en fésforo en animales con funcion renal normal no provoca un
aumento significativo de las calcificaciones vasculares a corto plazo. Sin embargo
produce un aumento de los niveles séricos de PTH, que implican una elevacién de
sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona con su consecuente aumento en la presion

arterial.

Por lo tanto, la calcificacion vascular es un proceso complejo afectado por
multiples factores que establecen entre si multitud de conexiones. El bloqueo de
RANKL y el control de los niveles séricos de fésforo, parecen ser de gran importancia a
la hora de actuar sobre las afectaciones cardiovasculares que sufren los pacientes con
ERC.



La calcificaciéd vascular és un fendomen freqlient en pacients amb malalties
renals croniques (MRC). A més a més, aquests pacients presenten una disminucié dels
nivells de vitamina D (1,25 (OH) ,D3) responsables del desenvolupament del
hipeparatiroidisme secundari. Per aquesta rad, és una practica comu el tractament
d'aquests pacients amb vitamina D (Calcitriol) o analegs, com el Paricalcitol. Els
pacients amb MRC presenten a més a més nivells de fosfor séric elevats associats

amb un increment de la mortalitat i morbilitat.

Per a comprovar I'eficacia i els efectes de ambdods tractaments i de la urémia es
va utilitzar com a model rates sotmeses a nefrectomia subtotal i tractades amb
Calcitriol o Paricalcitol. Per analitzar I'influéncia del fosfor sobre la calcificacio vascular i
altres afectacions fisioldgiques es van utilitzar rates sanes alimentades amb dietes amb
diferents continguts en fosfor, amb i sense I'adiccié d'un quelant, el carbonat de lanta.
En els experiments in vitro es va treballar amb cél-lules de muscul llis vascular (CMLV)

procedents d’explants d"aortes de rates sotmeses a diferents condicions.

Tant el tractament amb Calcitriol com el de Paricalcitol presenten una eficacia
similar a I'hora de disminuir els nivells serics de PTH, perd el de Calcitriol i no el de
Paricalcitol incrementa la calcificacié de les cél-lules de muscul llis vascular (CMLV), in
vitro e in vivo, independentment dels nivells de calci i fosfor. Aquest augment de la
calcificacio és paral-lel a I'increment de la expressié RANKL/ osteoprotegerina (OPG).
La calcificacid6 vascular és un procés actiu, en el qual s’expressen marcadors
osteogénics, com RANKL. RANKL és un lligand de RANK (receptor activador de NF-
kKB) que s’expressa fonamentalment en osteoblasts. Aquest lligand provoca la
calcificacio de las CMLV de forma dosis dependent. Aquest efecte de RANKL en la
calcificacié vascular és bloquejat per OPG. Es la uni6 de RANKL al seu RANK i
I"activacio de la via alternativa de NF-kB la que desencadena I'augment en |'expressio

de bone morphogeneticprotein 4 (BMP4), responsable de la calcificacié de las CMLV.

La urémia provoca un augment de la calcificacié vascular que esta relacionada
amb la desregulacié dels enzims del metabolisme de la vitamina D. Es produeix un
augment a nivell de I'arteria dels nivells de 1,25 (OH).Ds;, que estimula |'expressi6 de
RANKL en les CMLV induint la seva calcificacio. El tractament amb Calcitriol potencia
aquest efecte. Aquesta desregulacié té lloc a nivell arterial, perd no s’observa a nivell

renal.
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Una dieta alta en fosfor en animals amb funcié renal normal no provoca un
augment significatiu de les calcificacions vasculars a curt plag. Tot i aixi produeix un
increment dels nivells sérics de PTH, que impliquen un augment de sistema Renina-

Angiotensina-Aldosterona amb el seu conseqlient augment en la pressié arterial.

Per tant, la calcificacid vascular és un procés complexe afectat per multiples
factors que estableixen entre si multitud de connexions. El bloqueig de RANKL i el
control dels nivells sérics de fosfor, semblen ser de gran importancia a I’hora d’actuar

sobre les afectacions cardiovasculars que pateixen els pacients amb MRC.
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Vascular calcification is a common process in patients with chronic kidney
disease (CKD). Furthermore, these patients have reduced levels of vitamin D (1,25
(OH).D3) responsible for the development of secondary hyperparatiroidism. For this
reason, it is common practice to treat these patients with vitamin D (Calcitriol) or
analogues, as Paricalcitol. CKD patients also have elevated serum phosphorus levels

associated with increased mortality and morbidity.

To check the effects of the treatments and the uraemia, we used uremic rats
(subjected to subtotal nephrectomy) and treated them with Paricalcitol or Calcitriol. To
analyze the influence of phosphorus on vascular calcification and other physiological
affectations we used healthy rats fed with diets with different phosphorus content, with
and without the addition of a phosphate binder, lanthanum carbonate. In vitro
experiments we used vascular smooth muscle cells (VSMC) obtained from explants of

aortas of rats subjected to various conditions.

Calcitriol and Paricalcitol treatments present similar efficacy to decrease serum
PTH, but Calcitriol, and not Paricalcitol, increase the calcification of VSMC in vitro and
in vivo independently of the calcium and phosphorus levels. This increase in
calcification is parallel to increased expression RANKL / osteoprotegerin (OPG).
Vascular calcification is an active process, which are expressed osteogenic markers,
such as RANKL. RANKL is the ligand of RANK (receptor activator of NF-kB) which is
expressed primarily in osteoblasts. This ligand causes calcification of VSMC in a dose-
dependent manner. This effect of RANKL in vascular calcification is blocked by OPG.
The bind of RANKL to RANK and its activation of the alternative pathway of NF-kB
triggers the increased expression of bone morphogenetic protein 4 (BMP4), that is the

responsible for VSMC calcification.

Uraemia promotes an increased in vascular calcification that is associated with
deregulation of the enzymes of metabolism of vitamin D. The elevation of arterial levels
of 1,25 (OH),D; stimulates the expression of RANKL inducing VSMC calcification.
Calcitriol treatment enhances this effect. This deregulation happens in arteries, but is
not observed in the kidneys.

Diets with high phosphorus content do not cause a significant increase in

vascular calcifications in short-term in animals with normal renal function. But it
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produces an increase in serum PTH, resulting in an elevation of renin-angiotensin-

aldosterone system with the consequent increase in blood pressure.

Thus, vascular calcification is a complex process affected by multiple factors that
establish many connections between them. The blockade of RANKL and the control of
serum phosphorus levels could be very important to minimized cardiovascular damages
in patients with CKD.
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1,25(0OH),D; Calcitriol (1,25-dihidroxivitamina D3)

19-nor-1,25(0OH)2D, Paricalcitol (19-nor-1,25-dihidroxivitamina D2)
ACE Enzima convertidora de Angiotensina
AF2 Dominio de activacion de la funcion-2
ALP Fosfatasa alcalina

BMP Proteina morfogenéticas 6sea

Ca Calcio

CaSR Receptor sensible a calcio

CaxpP Producto calcio-fésforo

Cbaf-1 Core binding facto alfa 1

CMLV Célula de musculo liso vascular

DBD Dominio de unién al DNA

DBP Proteina ligadora de la vitamina D

ECV Enfermedad cardiovascular

ERC Enfermedad renal crénica

EU Excrecion urinaria

FG Filtracién glomerular

FGF23 Factor de crecimiento fibroblastico 23
HPT2 Hiperparatiroidismo secundario

HTA Hipertension arterial

HVI Hipertrofia ventricular izquierda

KO Knock out

LBD Dominio de union al ligando

LDL Lipoproteinas de baja densidad.

MGP Proteina de matriz Gla

Na Sodio

NF-xkB Factor nuclear kB

OPN Osteopontina

OPG Osteoprotegerina

P Fosforo

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa
PTH Hormona paratiroides

RANK Receptor activador del factor nuclear kB
RANKL Ligando del receptor activador del factor nuclear kB
RNAmM Acido ribonucleico mensajero

RT-PCR Reaccion en cadena de la polimerasa a tiempo real.
RXR Receptor del acido cis- retinoico

TNF-a Factor de necrosis tumoral a

VDR Receptor de la vitamina D
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VDRE Elemento de respuesta de la vitamina D.
WT wild Type
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Introduccion






1. ENFERMEDAD RENAL CRONICA

1.1 DEFINICION

La enfermedad renal créonica (ERC) es un problema de salud publica, que
presenta una incidencia y una prevalencia crecientes desde hace dos décadas. Estos
pacientes tienen un riesgo cardiovascular elevado y sufren una morbimortalidad por
eventos cardiovasculares que, probablemente, tiene un impacto para la salud mayor

qgue la evolucién hacia la necesidad del tratamiento renal sustitutivo.

La National Kidney Foundation estadounidense propuso a través de las guias
de practica clinica K/DOQI (Kidney Disease Outcomes Quality Initiative) una definicion
y una clasificacion de la ERC con el objetivo de aunar criterios y facilitar el diagnéstico

precoz de la enfermedad independientemente de la causa original.

La ERC se define como una disminucion de la funcién renal, expresada por un
fitrado glomerular (FG) o por un aclaramiento de creatinina estimados
<60ml/min/1,73m?, o como la presencia de dafio renal de forma persistente durante al

menos 3 meses.

1.2. FILTRACION GLOMERULAR

El FG es el parametro mas importante para determinar la funcion renal.
Representa el volumen de plasma filirado por unidad de tiempo desde los capilares
glomerulares renales hacia el interior de la capsula de Bowman, y es indicativo de la
funcién de la masa renal. Su determinacién se realiza mediante el empleo de
compuestos sintetizados de manera enddgena o administrados de manera exdégena
gue no se unen a las proteinas del suero, son permeables a través de los capilares del
glomérulo, no se reabsorben ni metabolizan, sintetizan o secretan por los tubulos

renales. Se expresa matematicamente como:

FG=UV/P

Donde U es la concentracién en orina del compuesto, V es el grado del flujo urinario y

P es la concentracion plasmatica del mismo compuesto.


http://es.wikipedia.org/wiki/Glom%C3%A9rulo
http://es.wikipedia.org/wiki/Ri%C3%B1%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A1psula_de_Bowman

Clinicamente se usa como marcador para determinar la tasa o indice de FG, el
aclaramiento de creatinina. La creatinina es una sustancia enddégena producida en
células musculares a partir de la degradacion de la creatina y la fosfocreatina (que los
musculos utilizan para obtener energia).La creatinina tiene un peso molecular bajo, no
se une a proteinas plasmaticas, se filtra libremente a nivel de glomérulos y no sufre
procesos de secrecidn/absorcion tubulares significativos, por lo que es un excelente

marcador para estimar la tasa de FG.

1.3. FACTORES DE RIESGO DE ERC

Las guias de practica clinica K/DOQI de la Nacional Kidney Foundation
estadounidense establecen una serie de caracteristicas de los individuos que los
hacen mas susceptibles al desarrollo y progresion de enfermedades crénicas de rifidn.
Estos factores de riesgo se clasifican en dos grupos: clinicos y sociodemograficos
(Tabla1).

Factores clinicos Factores sociodemograficos
Diabetes Edad avanzada
Hipertension arterial Etnia: afroamericanos.

Enfermedades autoinmunes y sistémicas Exposicién a ciertas condiciones

Litiasis ambientales o quimicas
Enfermedades obstructivas de las vias Fumar

urinarias bajas Bajo peso al nacer
Infecciones urinarias. Bajo nivel educativo y social
Exposicién a medicinas o drogas Otras

nefrotoxicas.

Procedimientos asociados a la disminucién
de la funcion o de la masa renal

Historia familiar de ERC

Tabla 1. Factores de riesgo de las enfermedades renales crénicas: clasificacion de

acuerdo con las guias K/DOQI"*®



1.4. ESTADIOS DE LA ERC
La progresion de la ERC se clasifica en cinco etapas segun el grado de la
funcion renal. Ademas las guias K/DOQI proponen las acciones a llevar a cabo ante

cada situacion (Tabla 2).

Estadio Descripcion FG Plan de actuacion

-- Riesgo aumentado de >60* | Control y prevencioén de la ERC
ERC

1 Daro renal con FG >90 Diagnostico y tratamiento adecuado a
normal cada causa, prevencion de la enfermedad

cardiovascular.

2 Da#o renal con ligera 60-89 | lgual que el anterior y estimacioén de la
disminucion del FG progresién de la enfermedad

3 FG moderadamente 30-59 | Igual que el anterior y evaluacion y
disminuido tratamiento de complicaciones de la ERC

4 FG gravemente 15-29 | Igual que el anterior, y preparacion, si
disminuido procede de tratamiento renal sustitutivo.

5 Fallo renal <15 6 | Tratamiento renal sustitutivo si procede y

dialisis | prevencion cardiovascular.

*Con factores de riesgo de ERC

FG: Filtrado glomerular (ml/min/1,73m?)

Tabla 2. Clasificacion de las etapas de la ERC y plan de actuacién de acuerdo con las
guias K/DOQI. Dario renal: alteraciones patolégicas o marcadores de dafio, fundamentalmente
una proteinuria/albuminuria persistente; otros marcadores pueden ser las alteraciones en el

sedimento urinario y alteraciones morfolégicas en las pruebas de imagenms.

1.5. CONSECUENCIAS DE LA ERC

1.5.1. SINDROME UREMICO
El termino uremia significa literalmente “orina dentro de la sangre”. Piorry en el
ano 1840 lo utilizé para definir las consecuencias de la acumulacién de los compuestos
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que en situacion normal son eliminados por el rindn. Actualmente se denomina asi una
compleja asociacion de anomalias bioquimicas y fisiopatolégicas debida a la retencion
del exceso de productos del desdoblamiento metabdlico de las proteinas en la sangre
por la incapacidad de las nefronas para secretar adecuadamente la urea y otros
productos del metabolismo proteico. Es resultado de la disminucién de la filtracion
glomerular. Este sindrome cursa con una sintomatologia compleja y variable, anemia,
alteracion del metabolismo del calcio y del fosforo, acidosis, sobrecarga de fluidos,
acumulacion de productos del metabolismo proteico, malnutricién, acumulacion de la
carga de aluminio, y de las conocidas como toxinas urémicas y un desequilibrio

hormonal (como son la menopausia precoz y el hiperparatiroidismo secundario).

1.5.2. HIPERFOSFATEMIA.

Los rifiones juegan un papel fundamental en mantenimiento de la homeostasis
del calcio y del fosforo, en colaboraciéon con otros 6rganos como son las glandulas
paratiroides, el intestino y el hueso. Los rifiones no son solo los érganos diana para
varias hormonas, como la PTH, sino que también son el sitio principal de produccion de
1,25(0H),D;. En la progresién de la enfermedad renal crénica (ERC) varios
desordenes del metabolismo mineral tienen consecuencias fatales'™ como las
calcificaciones extraesqueléticas, incluyendo en la vasculatura y dando como resultado

complicaciones cardiovasculares y un aumento de la mortalidad.

Tanto el fésforo como el calcio ingeridos se absorben en el intestino y llegan al
torrente sanguineo, para excretarse por los rifiones o almacenarse en el tejido éseo
(reservorio 6seo). En las personas con funcion renal normal, la homeostasis del calcio
y del fésforo se mantiene mediante la interaccién de la hormona paratiroidea (PTH)
producida por la glandula paratiroides y la 1,25(OH).D; producida por los rifiones, a

pesar de las variaciones de la ingesta de fésforo y calcio (Figura1).
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Figural: Regulacién de los niveles de calcio y féosforo en personas con funcién renal
normal. El calcio y el fésforo ingeridos se absorben en el intestino y llegan al torrente sanguineo
para excretarse por los rifiones o almacenarse en el tejido éseo (reservorio 6seo). La
homeostasis del calcio y del fésforo se mantiene mediante la interacciéon de la PTH producida por
las glandulas paratiroides y la 1,25 (OH),D3 producida por los rifiones, a pesar de las variaciones
en la ingesta de calcio y fosforo. El esqueleto no solo proporciona un soporte estructural, si no
que también desempefia un papel esencial en el metabolismo mineral. Supone un depésito del
80% del fosfato corporal y del 99% de calcio. Un complejo mecanismo de retroalimentacion
origina una liberacién inmediata de calcio a la sangre a través del recambio dinamico del tejido
6seo cuando la concentracion de calcio es baja. El fésforo sérico desempefia un papel
fundamental en el mantenimiento de la homeostasis calcica: una concentracion elevada de
fosfato estimula la secrecion de PTH, que incremeta la liberacion de calcio a partir del tejido 6seo

y reduce su excrecion renal



1.5.2.1 Control de la hiperfosfatemia en la ERC.

El fosforo es un elemento que se encuentra en casi todos los alimentos, se
absorbe desde el aparato digestivo y pasa al torrente sanguineo hasta llegar a los
rinones donde sera excretado. Cuando se produce insuficiencia renal los rifiones ya no
pueden eliminar bien el fosforo, ni siquiera con la dialisis. Mientras que los niveles
normales de fosforo en adultos oscilan entre 2,5 mg/dl y 4,5 mg/dl, los niveles de
fésforo en sangre de muchos pacientes en dialisis exceden con frecuencia de 6,5
mg/dl'". Estos niveles se han asociado a una significativa progresién de la enfermedad
y a riesgo de muerte en pacientes sometidos al menos a un afio de didlisis"’. La
retencién de fésforo en la ERC estimula la secrecion de PTH e induce la hiperplasia de
la glandula paratiroides (hiperparatiroidismo secundario, HPT2) de manera directa e
indirecta®*¥?*°. Ademas de los altos niveles séricos del fésforo y del producto CaxP, se
asocian con la progresion de la ERC?®, por ello es tan importante el control de los
niveles séricos de fésforo en los pacientes con ERC. La restriccién de P en la dieta y la
dialisis convencional generalmente no son efectivas en el control de la hiperfosfatemia,
lo que hace que muchos pacientes en dialisis precisen el uso de quelantes de fdsforo,
que actuan como “esponjas” absorbiendo o uniéndose con este mientras todavia esta
en el estdbmago. El fésforo unido al medicamento es eliminado por las deposiciones.
Los quelantes basados en aluminio estaban ampliamente extendidos, pero su empleo
se ha abandonado al comprobarse que su uso prolongado tiene un alto riesgo de
intoxicacion por aluminio que provocaba anemia, miopatias, demencia y alteraciones
del remodelado 6se0”®. Fueron sustituidos por el uso de los quelantes con sales de
calcio, pero ademas de su mala tolerancia digestiva, se les ha relacionado con la
calcificacién observada en pacientes en dialisis'®. Actualmente los quelantes que no
aportan ni calcio ni aluminio se estan introduciendo en la practica clinica. Entre ellos
destaca el uso del clorhidrato de Sevelamer y mas recientemente del carbonato de
lantano. El clorhidrato de Sevelamer es un polimero que posee multiples aminas
separadas por un carbono, lo que forma el esqueleto del polimero. Una porcién de la
amina esta presente como sal de clorhidrato, estando el polimero final compuesto de
un 40% de amina clorhidrato y 60% como amina libre. En el intestino, especialmente en
el duodeno, estas aminas se vuelven parcialmente protonadas y se unen
preferentemente al fosfato a través de intercambio iénico y por puentes de hidrogeno a
los grupos amino que estan en la cadena del polimero de Sevelamer. La unién del
fosfato al Sevelamer no resulta en la formacién de subproductos residuales. El

carbonato de lantano (Fosrenol®) debe su eficacia como quelante de fosforo a sus
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caracteristicas de solubilidad y a la elevada afinidad del La*" por los iones fosfato
(PO4*). En conjunto forman fosfato de lantano, que es muy insoluble, lo que disminuye
de forma significativa la absorcion de fosfato®. Ademas esta alta afinidad se mantiene
en todo el rango de pH que se encuentra en el aparato disgestivo®. Por tanto, a
diferencia de otros quelantes, el lantano quela el fosfato con eficacia en el medio acido
del estomago y de la parte superior del intestino delgado antes de que comience su
absorcion. La maxima capacidad de quelacién de fosfato por parte del clorhidrato de
Sevelamer se produce a pH 7?2, La afinidad de quelacién in vitro del carbonato de
lantano por el fosfato es 200 veces superior a pH gastrico (pH 3) y 4 veces superior a
pH intestinal (pH 5-7) comparada con el clorhidrato de Sevelamer®. También se ha
demostrado que el complejo lantano-fosfato tiene mayor estabilidad que el complejo
Sevelamer-fosfato en un modelo in vitro de duodeno (es decir pH 6, 30mM de &cidos
biliares)®. Ademas es eficaz manteniendo bajas las concentraciones de fosforo sérico y

del producto CaxP en pacientes'?.

1.5.3 HIPERPARATIROIDISMO SECUNDARIO

1.5.3.1 Las glandulas paratiroides

La parathormona (PTH) es una hormona que se sintetiza en las células de las
glandulas paratiroides. Estas son glandulas endocrinas situadas en el cuello. En el
humano existen, generalmente, cuatro glandulas paratiroides que se encuentran
inmediatamente detras de cada uno de los polos superior e inferior de la glandula
tiroides. Cada glandula paratiroides mide unos 3mm de largo, 3mm de ancho y 2mm de
grosor; su aspecto macroscopico es el de un tejido graso de color castafio. En la rata
solo hay dos glandulas paratiroides. En el humano adulto la paratiroides contiene
células principales y células oxifilas, pero en muchos animales y en los nifios no
existen estas células oxifilas. Las células principales producen la hormona paratiroidea.
La funcion de las células oxifilas no esta clara, aunque se cree que son células

principales modificadas o vacias que no secretan mas hormona '%.

1.5.3.2. Sintesis y secreciéon de PTH.
La PTH de los mamiferos es una cadena polipeptidica de 84 aminoacidos cuya

secuencia se establecid por primera vez en 1970 en la hormona bovina altamente
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purificada®®. La PTH intacta, que posteriormente es secretada, se sintetiza como un
precursor de corta vida media, la preproPTH (figura 2). Este precursor contiene una
secuencia N-terminal de 25 residuos, rica en aminoacidos hidrofobicos, que es cortada
durante la traduccién liberandose la proPTH a la luz del reticulo endoplasmatico
rugoso. La proPTH es posteriormente procesada en el aparato de Golgi (donde se
eliminan 6 aminoacidos mas) dando lugar a la forma madura de la hormona (con los
aminoacidos 1-84): la PTH o PTH intacta.

Pre-secuencia

Pro-secuencia

Figura2: Estructura de la preproPTH: Una vez sintetizada la hormona sufre una serie de

cortes proteoliticos (25 y 6 residuos respectivamente) que la transforman en la forma
230

biolégicamente activa de la hormona. Adaptada de Nussey et al™™".
Estas dos secuencias que se eliminan son necesarias para el transporte especifico al
reticulo endoplasmatico y para la correcta obtencién de la forma madura de la
hormona. La secuencia contiene ademas un extremo C-terminal que tiene un posible
papel en asegurar el procesamiento y el transporte de la hormona al aparato secretor
de la paratiroides ?'°. La PTH se almacena dentro de unos granulos secretores del
citoplasma hasta su liberaciéon. Una vez en la circulacion sufre mas cortes proteoliticos.
Por lo tanto existen, diversos péptidos paratiroideos circulantes®', con diferente funcion

e incluso que actuan a través de diferente receptor: Son:
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— La PTH intacta (PTH 1-84), constituida por un péptido de 84 aminoacidos,
que se obtiene por proteolisis consecutiva de 2 péptidos mas largos de 115
aminoacidos y 90 aminoacidos respectivamente.

— Los fragmentos carboxi-terminales, son todos aquellos que conservan la
porcién C-terminal y les falta una serie de aminoacidos en la porcion N-
terminal. Se diferencian dos grupos:

1. Los que han perdido una serie de aminoacidos en cualquier lugar del
segmento comprendido entre los aminoacidos 1 a 34. Se han
denominado “PTH no 1-84”

2. Los que carecen de un segmento que va mas alla del aminoacido 34
y empiezan su N estructura en la posicion 34, 37, 41 y 43. Estos
fragmentos son los denominados clasicamente “C-terminales”.

— Otro fragmento recientemente descubierto se denomina “amino PTH” y tiene
una secuencia de aminodacidos similar a la molécula intacta (1-84) pero
presenta una fosforilizacién en el aminoacidos 17°. Se desconoce su
funcién. Recientemente se ha observado que existe en mayor proporcion en
pacientes con carcinoma paratiroideo y en pacientes con hiperparatiroidismo

primario y secundario severo®’.

Estos péptidos paratiroideos tienen diferentes acciones y mecanismos de
regulacion y metabolismo: La PTH intacta o fragmento 1-84 es la responsable de las
funciones clasicas sobre hueso y rindn y sobre la enzima 1a hidroxilasa induciendo la
sintesis de 1,25(0OH), Ds. El objetivo de estas acciones es elevar el calcio plasmatico.
Las acciones clasicas de la PTH 1-84 estan mediadas por un receptor (PTHR1) comun
para la PTH y la proteina relacionada con la PTH (PTH rP), presente en muchos
tejidos. Es necesaria para su activacion la secuencia amino-terminal, constituida por los

34 primeros aminoacidos.

En estudios experimentales se ha observado que los fragmentos denominados
«no-1-84», entre los que el fragmento 7-84 es el mas abundante, tienen efectos
bidlogicos antagonicos a los de la molécula intacta, poseen efectos hipocalcemiantes,
hiperfosfatémicos e hipofosfaturicos. Todos los fragmentos de tipo carboxiterminal de la
molécula de PTH se unen a un nuevo tipo de receptor de la hormona en las células

6seas (CPTHR), distinto del receptor PTHR1 que necesita la zona aminoterminal 1-34
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de la PTH intacta para su activacién. Este receptor aun no esta bien definido ni

clonado.

La glandula paratiroidea libera PTH 1-84 y fragmentos en cantidades
proporcionales al calcio sérico: en situacidn de hipocalcemia la proporcion de PTH 1-84
secretada es mayor y por el contrario la hipocalcemia incrementa la cantidad de

fragmentos “no 1-84” secretados.

1.5.3.3. Control de la sintesis y secrecién de PTH.

Los niveles de PTH estan regulados por el Ca®* (a través del receptor sensible
al calcio, el CaSR), el fosforo (que activa su secrecion), la vitamina D (a través de su
receptor el VDR-Vitamin D Receptor-) y el FGF 23 —fibroblast growth factor- que junto

con su cofactor klotho inhibe la sintesis y secrecion de la PTH.

1.5.3.3.1. Cailcio.

La hipocalcemia incrementa la secrecién de PTH a corto plazo, sus niveles de
MRNA en horas y dias, y el numero de células paratiroides si la estimulacién es
prolongada®®?®. La célula paratiroides reconoce cambios en los niveles de Ca* a
través de un receptor de calcio de membrana, el CaSR. El CaSR es un receptor
asociado a proteina G que es sensible a diferentes iones como el ion Ca?* *. Cuando
los niveles de Ca?* en el suero son elevados se activa el CaSR y se desencadena su

cascada de sefializacion, dando lugar a la inhibicién de la secrecién de PTH?”.

1.5.3.3.2. Fosforo.

El aumento del fésforo plasmatico actia potenciando la secrecion de PTH, su
expresion génica y la proliferacion celular de la glandula paratiroides®'*"?®. Ademas se
ha clonado un cotransportador de membrana de fosfato en la célula paratiroidea®® que

204 Ademas de la

ha sido considerado como un posible sensor de fosfato de esta célula
accion directa que puede tener el fosforo sobre la glandula paratiroides también inhibe
la sintesis de la forma activa de la vitamina D, la 1,25(0H),D3, a través del FGF23'31%

estimulando asi la sintesis y secrecion de PTH.
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1.5.3.3.3. FGF23.

El FGF23 es una proteina de aproximadamente 26KDa miembro de la familia de
los FGF (fibroblast growth factors). EI FGF23 actua sobre sus células diana
conjuntamente con su cofactor klotho, una proteina de membrana de la familia de las
glicosidasas que se expresa en las células del rifidn, en el plexo coroideo del cerebro y
en las células principales de la glandula paratiroides®®. El FGF23 es una de las
moléculas mas importantes en la regulacion de la reabsorcion del fésforo a nivel renal,
ya que promueve la fosfaturia®’®. También se ha observado su efecto de inhibicién de
la sintesis de la vitamina D'¥'%?%°_ Ademas de esta accion del FGF23 sobre el fésforo
y la vitamina D, también se ha observado un efecto directo en la regulacion de la

sintesis y secrecién de PTH'"® con un posible papel inhibitorio.

1.5.3.3.4 Vitamina D.

La vitamina D, concretamente su forma biologicamente activa la 1,25(0OH),Ds,
actua a través de su receptor el VDR, inhibiendo la sintesis de PTH. El VDR actua
como una factor de transcripcion activado por ligando, asi cuando aumentan los niveles
séricos de vitamina D, esta se une a su receptor que se transloca al nucleo e inhibe la

sintesis de PTH™.

1.5.3.4. El hiperparatiroidismo secundario asociado a la ERC.

Resumiendo podemos decir que la PTH regula los niveles de calcio y fésforo en
la sangre y juega un papel importante en el remodelado 6seo. La accién de la PTH en
el hueso es compleja pero en general estimula la liberaciéon de calcio y fosforo de los
huesos a través del proceso de resorcidn. Ademas actua sobre los tubulos renales
incrementando la reabsorciéon tubular del calcio e inhibiendo la del fésforo. La PTH
también actua favoreciendo la hidroxilacion de la 25(OH) D3 para conseguir la forma
activa de la vitamina D, la 1,25(0OH),D3, que actia incrementando la absorcién de
calcio y fésforo en el intestino y en los tubulos renales. Por tanto, el incremento de
calcio y de 1,25(0OH),D; en el suero, causa retroalimentacion negativa en el proceso de
liberacion de PTH en las glandulas paratiroides, mientas que tanto la PTH como la
1,25(0OH),D3 causan un incremento de calcio en el suero. En la ERC este balance se
encuentra alterado de manera que los niveles de sintesis de 1,25(0H),Dsy Ca?* en el

suero disminuyen. Esto favorece un incremento de la secrecion de PTH que también
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influye en la hiperplasia de la glandula paratiroides conduciendo al hiperparatiroidismo
secundario. Estda ampliamente demostrado que los pacientes con ERC sufren
hiperparatiroidismo secundario (HPT2), que se caracteriza por un desorden funcional
de las glandulas paratiroides, con la consiguiente hipersecrecién de PTH e hiperplasia
de las glandulas®. Los pacientes con ERC sufren esta enfermedad por diferentes
causas: la eliminacion de fosfato se encuentra deteriorada, no se produce vitamina D a
causa de la desaparicion del parénquima renal, la absorcién intestinal de calcio es baja
y los niveles sanguineos de calcio disminuyen®. Por ello el HPT2 en la ERC se trata
con suplementos de calcio, restriccion de fosfatos y vitamina D. Se ha demostrado la
eficacia de la administracion intravenosa y oral de 1,25(0OH).D; para suprimir los niveles
de PTH en pacientes con HPT2%92%_ Sin embargo el potente efecto de la 1,25(OH),D3
sobre la absorcion de calcio y fosforo a nivel de intestino y sobre la movilizacion de los
mismos en el hueso provoca que el tratamiento con vitamina D activa tenga como
complicaciones la hipercalcemia y la hiperfosfatemia a dosis terapeuticas®*?**. Por ello
se estan estudiando analogos de la vitamina D para el tratamiento del HPT2 los cuales
disminuyen las concentraciones séricas de PTH al tiempo que elevan minimamente la
calcemia y la fosfatemia. Uno de los analogos mas estudiados y actualmente mas
usado es el Paricalcitol (19-nor-1,25-dihidroxivitamin D;). Estudios de Slatopolsky et
al’® demuestran que el 19-nor-1,25(0H) ,D, suprime los niveles de PTH en ratas
urémicas a una concentracion que no afecta a los niveles de calcio en el plasma. No se
conocen los motivos de este efecto diferencial entre la 1,25(0OH),D; y el 19-nor-
1,25(0H) ,D,, pero existen diversos estudios donde se detectan diferentes efectos de

los analogos comparados con la 1,25(OH),Ds. Finch et al

observaron que el 19-nor-
1,25(0H),D, es unas 10 veces menos activo en el incremento de calcio y fosforo en
suero cuando estos dos elementos han sido eliminados de la dieta de ratas
paratiroidectomizadas, sugiriendo que esto podria ser debido, en parte, a la

disminucion de la movilizacion mineral en el hueso. Takahashi et al*®

observaron que
la administracion durante 8 semanas de 19-nor-1,25(0OH) ,D, a ratas urémicas no
incrementa de igual manera los niveles de VDR en la pared intestinal comparado con
animales tratados con 1,25(0OH),Ds. Tanto el efecto de 1,25(0OH),D3; como el de 19-nor-
1,25(0OH) ,D, en la pared vascular (donde se ha visto la presencia de VDR) no esta del

todo clara.
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1.5.4. ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES.

La enfermedad cardiovascular (ECV) es muy comuin en adultos con ERC vy
sometidos regularmente a dialisis. Es menos conocida su prevalencia en nifios y
jévenes con ERC. El porcentaje de muertes por causas cardiacas en estos pacientes
es de 40-50%, y es 20 veces mas comun la muerte por ECV en pacientes urémicos
que en la poblacién general®®. La ECV en la ERC tiene un componente de

cardiomiopatia y otro de arteriopatia urémica.

La miopatia implica hipertrofia ventricular izquierda (HVI). La HVI es un factor de
riesgo cardiovascular bien reconocido en la poblacion general®. En el curso de la
enfermedad renal la HVI se desarrolla precozmente y su prevalencia aumenta de forma
inversa al nivel de funcién renal'”*?%%32* | os mecanismos implicados en el desarrollo
de esta complicacién son la sobrecarga de presién y la sobrecarga de volumen. La
sobrecarga de presién es inducida por la hipertensién arterial (HTA), la rigidez de las
grandes arterias (arteriosclerosis) o la estenosis aértica. La sobrecarga de volumen es
inducida por la hipervolemia crénica, la anemia o la circulacién hiperdinamica generada
por el acceso vascular (fistula arteriovenosa), que se asocian con un aumento del
gasto cardiaco. Para un mismo nivel de presion arterial, los pacientes renales
presentan un indice de masa del ventriculo izquierdo (VI) superior al de pacientes no
renales, indicando que otros factores contribuyen a su desarrollo®*. Por ejemplo, se ha
implicado en su desarrollo al hiperparatiroidismo secundario (la hormona paratiroidea
es un factor facilitador del crecimiento de los miocardiocitos), la activacion del sistema
renina-angiotensina y de la endotelina-1 locales, la hiperactividad simpatica, la apnea
del suefio, la inflamacién, la hiperhomocisteinemia, o las calcificaciones vasculares,

entre Otros181;314;81;226;337

La HVI comienza siendo un fenémeno adaptativo a la
sobrecarga de presion y/o volumen, pero a largo plazo se convierte en un fenédmeno de
mala adaptacion. En estudios prospectivos de pacientes en didlisis la HVI se asocia

con un mayor riesgo de disfuncién diastdlica, fallo cardiaco recurrente y muerte®’?8,

La arteriopatia urémica abarca la ateromatosis y aterosclerosis. La ateromatosis
estd asociada con la fribrosis y calcificacion de la capa intima y por tanto con la
disminucion del diametro de la luz del vaso por formacion de placas de ateroma
calcificadas. Sin embargo, en la arteriosclerosis se observa la calcificacién y el
aumento de grosor de la capa media de la pared de los vasos con el consiguiente

incremento de la rigidez arterial.
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2. CALCIFICACION VASCULAR.

Clasicamente se consideraba que la calcificacion vascular era un proceso

pasivo y degenerativo que frecuentemente ocurria con la edad avanzada,
ateroesclerosis, varios desordenes metabdlicos (como diabetes mellitus y estados
finales de enfermedad renal) y en raras enfermedades genéticas''%?*. Sin embargo,
desde hace unos anos, la calcificacion vascular es considerada como un proceso
activo y regulado de manera semejante a la mineralizaciéon y metabolismo del hueso,
en el se encuentran implicadas diversas proteinas 6seas'®%?® Mecanismos pro y
anticalcificantes juegan un papel activo en la deposicion de calcio en las células

vasculares.

2.1. ESTRUCTURA DE LA PARED ARTERIAL.

La pared de una arteria normal consta de las tres capas concéntricas con
diferentes estructuras y propiedades (figura 3). La capa o tunica intima esta en
contacto con la sangre y la forman una monocapa de células endoteliales y el tejido
conjuntivo subyacente, constituido por colageno, proteoglicanos, elastina y otras
glicoproteinas. La media, es la capa mas gruesa y esta constituida principalmente por
células de musculo liso vascular (CMLV) que le confieren sus propiedades de
elasticidad y contractilidad. La capa mas externa es la adventicia y esta formada por

tejido conjuntivo con colageno, fibroblastos y CMLV.

Tunica intima

Tunica media

Tunica adventicia

Figura 3. Estructura de la pared arterial. Es compuesta basicamente de tres capas

concéntricas: intima, media y adventicia.
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2.2. LA CELULA DE MUSCULO LISO VASCULAR.

Las células de musculo liso vascular (CMLV) provienen del linaje mesodérmico.
Su funcién principal en los animales maduros es la contraccién. Para llevar a cabo esta
especializada funcion las CMLV expresan proteinas contractiles, conductos idnicos,
moléculas transportadoras de sefales, etc. Ademas de su funcién contractil, también
intervienen en los procesos de reparacion y enfermedad vascular. Para adaptarse a
ello la CMLV puede presentar un amplio espectro de fenotipos distintos, en respuesta a

diferentes estimulos fisiolégicos y patoldgicos.

Entre las proteinas contractiles que expresa destaca la a-actina, que representa
el 40% de la proteina celular total y que es necesaria para las altas capacidades
generadoras de fuerza de las CMLV. Es un marcador util de CMLV diferenciada, que
se pierde cuando sufre modulacién fenotipica. Cuando cambia de fenotipo la CMLV
expresa proteinas marcadoras diferentes de las originales y caracteristicas de su

nuevo estado de diferenciacion®.

2.3. TIPOS DE CALCIFICACION VASCULAR.
En la calcificaciéon vascular la deposicion de fosfato calcico, en forma de
cristales de bioapatita (similar al hueso), puede ocurrir en los vasos sanguineos y las

valvulas cardiacas®¥%.

Existe otro tipo de calcificacion vascular, conocido como
arteriolopatia urémica calcificante, o calcifilaxis, un sindrome raro caracterizado por la
apariciéon y rapida progresiéon de necrosis isquémica y Ulceras cutaneas por las
calcificaciones de las arteriolas dermoepidérmicas®'®. En los vasos sanguineos los
depdsitos de calcio se encuentran en las diferentes capas y estan asociadas a distintas
patologias, asi, la calcificacién de la intima ocurre en los vasos sanguineos los

depésitos de calcio se localizan en las lesiones ateroscleréticas® ™"

, mientras que la
calcificacion de la media (que se conoce como esclerosis de Monckeberg) esta ligada
la rigidez vascular por mineralizacion de las fibras elasticas y la aterosclerosis
observada con la edad, diabetes y ERC’. La calcificacién de la intima puede ocurrir
independientemente de la calcificacion de la media y viceversa. En pacientes con ERC

se observa una mezcla de ambas calcificaciones'¥?"".

En resumen, podria decirse que existen 4 tipos de calcificacion vascular segun

su localizacion y cuyas caracteristicas principales son:
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a) Calcificacion de la intima: La calcificacion de la intima esta asociada a zonas
de placas ateroscleréticas, donde tiene lugar una combinacién de necrosis celular,
inflamacion y deposicién de colesterol, fosfolipidos y lipoproteinas'®®°. La oxidacién del
LDL sirve como sefial para el reclutamiento de células T y macréfagos a la zona de la
lesion. La calcificacién comienza en primer lugar en el corazén de lipidos junto con las
células inflamatorias infiltradas y la necrosis celular. El siguiente paso se asemeja a la

osificacion endocondral (con intermediario de cartilago)'®'?%,

La condrogénesis
precede a la induccién osteoblastica y la formacidon de hueso. Ya en estadios
tempranos las células musculares de la intima empiezan a expresar proteinas

caracteristicas del hueso?®?.

b) Calcificacion de la media: Es responsable del aumento de rigidez y con ello
el descenso de la capacidad amortiguadora de los vasos, lo que provoca un aumento
de la presién de pulso® (desciende la presion diastdlica y aumenta la sistdlica) y
favoreciendo la hipertrofia del ventriculo izquierdo comprometiendo asi la perfusion
coronaria'®"%° Todos ellos son factores altamente asociados con alta mortalidad en
pacientes con enfermedad cardiovascular.

A diferencia de la calcificacion de la intima, la calcificacion de la media arterial
ocurre por un proceso que conlleva la formacién de vesiculas de matriz (como sucede
con la formacioén de hueso intramembranoso, donde no se requiere de un intermediario

de cartilago®?).

c) Calcificacién de las valvulas cardiacas: La calcificacion de las valvulas
cardiacas es un proceso mas amorfo, desorganizado y que se asemeja tanto a la
calcificacion de la media como a la de la intima. Ocurre en respuesta a un estrés
mecanico e inflamacién, que provoca un dafio y una disfuncion del endotelio, que
acompafada de la acumulacién de lipidos, desencadenan la infiltracién de macréfagos
y células T en respuesta al dafio del endotelio®®. En las valvulas cardiacas se
empiezan a expresar marcadores de diferenciaciéon osteoblastica (Bone Morphogenic

247y Las células

Proteins —-BMPs-, Core binding factor alpha 1 -Cbfa1- y osteocalcina
musculares de la véalvula cardiaca, se diferencian en osteoblastos, que promueven la
acumulacién de calcio, por lo que el proceso en este caso se asemeja al de formacion

endocondral?®®247,
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d) Calcifilaxis: en contraste con los otros tipos de calcificacion vascular la
calcifilaxis vascular o arteriolopatia urémica calcificante es un proceso mas sistémico
caracterizado por la calcificacion difusa de la media de las arterias pequefias vy
arteriolas, con proliferacion de la intima provocando una necrosis del tejido. Esto
provoca la extension de la calcificacién en el tejido blando subcutaneo, que ocurre
cuando la solubilidad del fosfato calcico fisioldgico excede un determinado umbral (>60
mg?dL?) y no es dependiente de un proceso osteogénico activo. Es una rara
complicacién de la ERC (supone aproximadamente el 1%) y el HPT2, que también se
ha asociado con el uso de drogas inmunosupresoras, diabetes, obesidad o estados de

hipercoagulacion*®'%

2.4. MECANISMOS DE CALCIFICACION VASCULAR.
La calcificacion vascular es un proceso activo y regulado en el que intervienen

diferentes mecanismos no excluyentes entre si®*°:

a) Calcio y Fdsforo. Algunos autores se refieren a ellos como los “mecanismos
pasivos de la calcificacién”. Los niveles elevados de Ca, P y CaxP (prevalentes en
pacientes con ERC vy significativamente ligados a muerte por ECV en estos
pacientes'’) promueven la formacién de nulcleos de cristales de bioapatita y su
crecimiento®. La bioapatita es el principal componente mineral de huesos, espinas y
conchas. En estudios in vitro se ha observado que al exponer las CMLV a altas
concentraciones de calcio o fésforo se produce la deposiciéon de bioapatita en la matriz
extracelular. Cuando se incuba con ambos elementos a la vez se puede observar un
efecto sinérgico de la calcificacion®'*?°. Pero no se trata simplemente de un proceso
pasivo de precipitacion de los iones bivalentes, sino que implica un cambio fenotipico
de las CMLV y la up-regulaciéon de genes comunmente asociados a la diferenciacion

ésea206;207;293.

Parece que los efectos de la hiperfosfatemia e hipercalcemia estan
mediados por el contransportador de fosfato dependiente de sodio, el NPC, cuyo
subtipo Pit-1 se ha encontrado en las CMLV. El alto fésforo estimula la actividad del
cotransportador y la carga, mientras el elevado calcio induce la expresion de mRNA de
Pit-1. Este transportador permite la acumulacion de fésforo dentro de la célula, que
sirve como sefial para la expresion de genes osteogénicos. Esto provoca la secrecion

de moléculas minerales (vesiculas de matriz, proteinas ligadoras de calcio, fosfatasa
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alcalina y matriz extracelular rica en colageno) (figura 4). La combinacién de estos

factores conlleva la transformacion de la célula para ser susceptible de calcificacion.

Fésforo elevado
/ Calcio elevado
P /

Vesiculas
de matriz
cargadas de Ca/P

@ Mineral

@ vosicues de matriz

%olégeﬂo
Mineralizacion

de la matriz

Figura 4 Modelo de los efectos del calcio y el fésforo sobre la mineralizaciéon de las CMLV.
Adaptado de Giachelli C.M.%

b) Muerte celular y apoptosis. La calcificaciéon vascular esta relacionada con la
aparicion de pequenas vesiculas matriz con contenido citoplasmico y membrana celular
intacta (al igual que sucede en el desarrollo 6seo); estas vesiculas se forman a partir
de células donde se origina mineralizacién o son el resultado del proceso de apoptosis
celular (cuerpos apoptéticos). La pared de los vasos del paciente urémico esta
lesionada por procesos de inflamacion y estrés oxidativo, por lo tanto es razonable

pensar que exista apoptosis celular. Proudfoot y cols®*®

muestran que la apoptosis
regula la calcificacion vascular in vitro. De acuerdo a estos autores, las vesiculas de
matriz son capaces de concentrar calcio en su interior y son el origen de los cristales

de bioapatita.

c) Inhibidores de la calcificacion. Las células de los vasos expresan en
condiciones normales moléculas inhibidoras de la mineralizacion. La pérdida de su
expresion, como sucede en la ERC, provoca lo que se denomina “pérdida de la

inhibicion natural”’, dando lugar a una calcificacion espontanea y a un aumento de la
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mortalidad'2%. Mediante analisis mutacionales en ratones se ha elaborado una lista

con estas moléculas inhibidoras de la calcificacion, entre las que se incluyen a:

- Matrix Gla Protein (MGP). La MGP fue el primer inhibidor de la calcificacién
identificado. Es wuna proteina dependiente de vitamina K que se expresa
constitutivamente en CMLV, y también en endoteliales, de vasos normales pero esta
downregulada en arterias calcificadas®®. Se ha observado que su expresion disminuye
en modelos in vitro de calcificacion?'%. Los niveles séricos de MGP son menores en
pacientes con calcificaciones que en los que no tienen'®. Ademas, los ratones knock
out para MGP desarrollan severas calcificaciones de la media y mueren por ruptura

aortica.'®

- Fetuina A. Es una glicoproteina sérica que inhibe la calcificacién vascular
ectépica. Es un potente inhibidor de la formacién de hidroxiapatita, reduciendo la
formacion de cristales en soluciones que contienen calcio y fosforo in vitro. Inhibe la
formacion de estos cristales pero no afecta a los ya formados'. Los ratones
deficientes en esta proteina desarrollan extensas calcificaciones de los tejidos blandos

como miocardio, rifidn, lengua y piel'*>">*,

- Osteopontina (OPN). La OPN es una fosfoproteina que se encuentra
normalmente en los tejidos mineralizados como hueso y dientes, y esta implicada en la
regulacién de la mineralizacion al actuar como inhibidor del crecimiento de los cristales
de apatita®. Aunque no se encuentra en arterias normales, algunos
autores® 9119137232 han detectado su expresion en placas ateroscleréticas y valvulas
adrticas calcificadas. Giachelli y colaboradores®° para examinar el papel de OPN en la
calcificacion vascular cruzaron ratones OPN-/- (que no muestran manifestaciones
vasculares) con ratones MGP-/- (que si desarrollan calcificaciones vasculares). Los
ratones OPN-/- MGP-/- muestran una calcificacion mas acelerada que los que solo son
deficientes en MGP (MGP-/- OPN+/+). Por lo que estos estudios indican que OPN es

un inhibidor inducible de la calcificaciéon vascular in vivo.

- Osteoprotegerina (OPG). Es un miembro de la familia de receptores de los
factores de necrosis tumoral (TNFR), que ha sido identificado como regulador de la
resorcion 6sea?®’. OPG es producido por una gran cantidad de tejidos, incluidos el

sistema cardiovascular, pulman, rifién, sistema inmune y el hueso®. En las lesiones
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calcificadas avanzadas OPG se presenta alrededor del area calcificada. Se ha
observado que los ratones deficientes en OPG desarrollan osteoporosis severa y
calcificacion de la media®*, dejando clara su funcion como inhibidor de la calcificacién
vascular. Se ha estudiado el potencial de OPG como marcador de la enfermedad
cardiovascular. Su nivel en suero se incrementa con la severidad de la calcificacion
vascular'?'%%2% OPG funciona como un receptor soluble, sefiuelo de ligando (RANKL)
del receptor activador del factor nuclear — kB (RANK)*®°. RANKL es producido por las
células T activadas y estimula RANK, y esta activacion permite, entre otras, la up-
regulacion de los mediadores de inflamacion. OPG es ademas receptor del ligando
inductor de la apoptosis relacionado con el factor de la necrosis tumoral (TRAIL), que
es un potente inductor de apoptosis. TRAIL se encentra en gran variedad de tejidos,
incluyendo la CMLV y las endoteliales. En las lesiones ateroscleréticas humanas TRAIL

se ha localizado en torno a las areas calcificadas®®*

d) Activadores de la calcificacion. Ademas de la hiperfosfatemia e hipercalcemia
existen estudios que sugieren la presencia de sustancias en el suero de los pacientes
con ERC capaces de estimular la calcificacion®®. CMLV bovinas en presencia de suero
urémico incrementan la expresion de proteinas relacionadas con el proceso de
calcificacion. Se ha identificado un amplio nimero de factores de la uremia que son
capaces de inducir genes osteogénicos, de transformacién osteoblastica y de secrecion
de algunas proteinas de la matriz 6sea en la pared de los vasos y tejidos blandos.

303

Algunos de estos factores son: el factor de necrosis tumoral (TNF)™, citoquinas

|323 |322

inflamatorias®®*, fibronectina®®, colageno tipo y 25-hidrocolestero Estas
sustancias del suero urémico promueven la expresién de moléculas fundamentales

para la calcificacion vascular como son entre otros:

- Fosfatasa alcalina (ALP). Es uno de los marcadores fenotipicos de los
osteoblastos y se le considera esencial en el proceso de calcificacion vascular. Se ha
detectado su presencia en las calcificaciones vasculares de intima, media, y de
valvulas cardiacas. ALP expresada en la superficie celular puede actuar sobre los
liberadores de fosfato, liberando fosfato inorganico®”’. Las citoquinas inflamatorias y la

vitamina D inducen su up-regulacién y la mineralizazion'®2"".
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- Core binding factor alpha 1 (Cbfa1). Es el principal regulador de la
diferenciacion 6sea. Los ratones deficientes en Cbfa1 tienen problemas en la formacién
de cartilago y mineralizacién del hueso’"?®. Actia como un factor de transcripcién que
dispara la expresiéon de importantes genes de la linea osteoblastica como son la
osteocalcina, la osteopontina, la ALP o el colageno tipo I°®. El fosfato'* y las toxinas

urémicas?*® up-regulan su expresion.

- Bone morphogenic proteins (BMPs) Las BMPs son un grupo de al menos 30
proteinas que reciben este nombre por sus propiedades osteoinductivas. Las BMPs
forman parte de la superfamilia del factor de crecimiento transformante beta (TGF-B).
Actian a través de la unibn a un complejo heterodimero de receptores de
transmembrana (receptor BMP | y Il) que trimeriza después de la sefal. La unién de
una BMP a su receptor especifico tipo Il da como resultado la activacion de los
receptores tipo |. Esto provoca la fosforilacién y la translocacion nuclear de los factores
de transcripcion Smad (son factores de transcripcion que una vez activados entran en
el nucleo con el fin de formar complejos para el reconocimiento y regulacion -activacion
o represion- de genes especificos) modificando asi la tasa de transcripcion de los

genes diana***513%19730 ' ge ha descrito que inducen la formacion ectépica de hueso®.

BMP2 es un potente morfogénico 6seo y su expresion desencadena programas
de regulacién transcripcional osteogénica en el arbol arterial. BMP2 induce tanto a
Msx2 como a Cbfal en CMLV'®. Msx2 es requerido para la formacién de hueso
intermembranoso y Cbfa1 es critico para la diferenciacion de osteoblastos, la formacién
de hueso endocondrial y la neovascularizacion. El papel de BMP2 en la calcificacion
vascular esta modulado (inhibido) por Matrix Gla Protein (MGP)***. BMP4 también se

expresa en aortas no sanas. Actua como agonista del receptor de BMP2.

Desde hace algun tiempo se las reconoce como mediadores de la calcificacion
vascular: BMP2 y BMP4 estan implicados en la mineralizacion y en la induccién de la
inflamacién local, mientras que BMP7 retrasa la calcificacién vascular. Las BMPs se
expresan en variedad de células en las lesiones ateroscleréticas como son las

endoteliales y las CMLV/'9%%°7:27¢
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2.5. ESTADIOS DE LA CALCIFICACION VASCULAR.
La calcificacion vascular es un proceso que se desarrolla en una serie de

" (figura 5). Las células vasculares de origen mesenquimal (CMLV;

etapas
miofibroblastos, pericitos microvasculares y células vasculares calcificantes -CVC-) se
pueden diferenciar en células semejantes a osteoblastos (osteblasts-like cells) en las
lesiones ateroscleréticas (etapal). Las CVC fueron descritas por Demer vy
colaboradores® como una subpoblacién de CMLV que en cultivo forman nédulos y
calcificaciones que se mantienen estables a lo largo del tiempo. Estos noédulos
comparten multiples propiedades con el hueso como son el incremento de la actividad
fosfatasa alcalina (ALP) y la expresion de osteopontina, osteonectina y osteocalcina®?.
Se estima que podrian suponer entre el 20-30% de la poblacién total de CMLV'9%":329,
Estas diferentes células vasculares de origen mesenquimal pueden exhibir fenotipos
intercambiables bajo ciertas condiciones patologicas, incluidas la aterosclerosis, la
diabetes, el envejecimiento y la ERC. Estas células pueden contribuir a la
diferenciaciéon osteoblastica. Para ello pierden marcadores de musculo liso y
desarrollan caracteristicas osteoblasticas como la expresion de ALP, osteocalcina y
osteopontina (estadio 2). Esta diferenciacion osteoblastica desemboca en la

mineralizacion de la matriz extracelular (estadio 3).

—~..

 Aterosclerosis
Envejecimiento
ERC
Diabetes
etc.
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Figura 5: Hipotesis del mecanismo de calcificacion vascular. Este proceso podria
dividirse en tres etapas: Etapa 1 de diferenciacién osteoblastica. Etapa 2 de expresién de

proteinas asociadas a hueso. Etapa 3 de mineralizacién. Adaptado de Jono™.
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2.6. SISTEMA RANK-RANKL-OPG.

En la calcificacion vascular las CMLV, y parece que también otras poblaciones
de células con el mismo origen mesenquimal, empiezan a asemejarse a osteoblastos.
Los osteoblastos son células, también de origen mesenquimal, responsables de la
formacion de hueso. Su principal funcién es la secrecion de una compleja mezcla de
proteina de la matriz 6sea, conocida como osteoide. Por ello los osteoblastos activos
tienen un prominente Aparato de Golgi y Reticulo Endoplasmatico Rugoso. Algunos
osteoblastos quedan embebidos en la matriz 6sea para formar osteocitos que
gradualmente van dejando de secretar osteoide. La proliferacion y diferenciacion de
células de la linea osteblastica ocurre bajo la influencia de numerosos factores de
transcripcion. El factor de transcripcion Cbfa1 es necesario para la expresion de genes
especificos de osteoblastos. Algunos factores de crecimiento y proteinas
morfogenéticas son producidas por osteoblastos y secretadas a la matriz 6sea.
Ademas los osteoblastos regulan la actividad de los osteoclastos (células responsables
de la rebsorcion 6sea), lo que indirectamente les hace jugar un papel importante en la

homeostasis del calcio y del fésforo® .

Los osteoclastos son células multinucleadas derivadas de la fusién de
precursores mononucleares hematopoyéticos. Los osteoblastos secretan el ligando del
receptor activador de NF-kB (RANKL) que se une a su receptor (RANK) en los
precursores osteoclasticos. Ademas los osteoblastos segregan OPG que actia como
un receptor soluble sefiuelo de RANKL e inhibe la diferenciacion de osteoclastos al
impedir la union de este ligando a su receptor transmembrana RANK. Sin RANKL los
osteoclastos no son capaces de desarrollarse®. Algunos factores como la PTH
promueven la diferenciacion de osteoclastos elevando la expresion de RANKL en

osteoblastos?.

OPG es una glicoproteina, miembro de la superfamilia TNF, de unos 60 Kd
gue generalmente se secreta, aunque también se ha podido detectar asociada a la
superficie de algunos tipos celulares®'. Consiste en 7 dominios estructurales' (figura
6) y son los comprendidos entre el 1 y el 4, ambos incluidos, los que le confieren la
actividad inhibidora de la osteoclastogénesis. Los dominios 5 y 6 se consideran
dominios de muerte y median en la apoptosis. El dominio7 alberga a la regién de unién

de la heparina, un rasgo comun de los factores de crecimiento y molécula
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senalizadoras , ¥ a un residuo desapareado de heparina para la formacion y
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Figura 6: Estructura y funcion de la proteina OPG. Esquema en el que se muestran los

dominios de OPG y sus propiedades bioquimicas y funcionales. Adaptado de Schoppet et al®®®.

OPG es producida en gran variedad de tejidos incluyendo el sistema
cardiovascular (corazén, arterias y venas), pulmones, rifiones, intestino y hueso, asi

51;118;257;281;299;319;331;335 Su expresién y

como en células hematopoyéticas e inmunes
produccion estan reguladas por varias citoquinas, péptidos, hormonas y drogas. Las
citoquinas, incluyendo TNFa, interleukinas 1a y 18, factor de crecimiento transformante
TGFB, BMPs, y hormonas esteroides como el 17p estradiol up-regulan los niveles de
RNAm de OPG#'®3'7 Ppor el contrario, los glucocorticoides (que se sabe que
promueven la resorcién Osea), el inmunosupresor cilosporina A (que causa
osteoporosis y enfermedad vascular), la PTH, la prostaglandina E, y el factor de

crecimiento fibroblastico (FGF) disminuyen la expresion de QPG2°+116:121:218:233:316

RANKL (también denominado OPGL) es una proteina de-316 aminoacidos con
un peso molecular de 38 Kd. Su expresion estd también modulada por varias
citoquinas, glucocorticoides y PTH'®. RANKL es producido por células de la linea
osteoblastica y células T activadas. Promueve la formacion, fusién, diferenciacion,
activacion y supervivencia de osteoclastos permitiendo el aumento de la resorcion y

pérdida de hueso'®"'%

. RANKL estimula a su receptor especifico RANK, que se
expresa en un numero mas reducido de células como los progenitores y maduros
osteoclastos, las células T activadas, las células dendriticas®'%4128:216:217 | 5 activacion

B141 ;253,326 (el

de RANK por RANKL inicia la cascada de sefalizacion intracelular de NF-k
factor nuclear kappa B es un complejo proteico que funciona como factor de
transcripcion y que esta implicado en multitud de procesos de respuesta celular). El

paso final de activacion de RANK es la translocacién al nicleo de NF-kB, el cual
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puede tener lugar por la via clasica o por la via alternativa. Ambas vias estan
reguladas por sus quinasas que son respectivamente IKKB e IKKa. La translocacién al
nucleo de NF-kB modula la expresion de diferentes genes, como pueden ser algunas
BMPs'® como BMP4'". (Figura 7)

RANKL| =—————> RANKL

-
/w\
Via Clasica Via Altermnativa
iKKa-iKKB-iIKKy iKKa

l’ l’(NFKB 2
(NFKE 1)

Forma
@ ¥/ «Ba FDREL B i adura

r_/_,_—r Forma
@ Se ubiguitiniza siendo susceptible EPREL B madura

de ser degrado por el proteosoma 26 )
Que se puede translocar al nicleo

Allibsrarse [KBase y activar la tasa de transcripcion
transloca al nucleo v activa la tasa de distintos genes
de transcripcidn de distintos genes

Figura 7: Esquema de la activacion de RANK por RANKL. La unién de RANKL a su
receptor RANK provoca la translocacion al nucleo de NF-kB. Esta translocacion puede tener lugar
por 2 vias: la clasica y la alternativa. En la via clasica: ikka, ikkB e ikky (que se encuentran
formando un trimero) se activan. ikk@ fosforila a Ikba (un inhibidor constitutivo de NF-kB o lo que
es lo mismo de p50+REL A). Al fosforilar a Ikba, este se libera de p50+ REL A. Ikba se
ubiquitiniza siendo susceptible de ser degradado por el proteosoma 26, y p50 + REL A al liberarse
de ikba se transloca al nucleo y activa la tasa de transcripcién de distintos genes. En la via
alternativa se activa ikka que fosforila a la forma inmadura de NF-kB 2 (P100+ REL B) dando
lugar a su forma madura (p52 +REL B) que puede translocarse al nucleo y activar la tasa de
transcripcion de distintos genes. Por lo tanto estas 2 vias provocan la translocacion al nucleo de

NF-kB, modulando la tasa de transcripcion de distintos genes.

Los efectos bioldgicos de OPG son opuestos a los mediados por RANKL, ya
que OPG actia como un inhibidor soluble que previene la interaccion de RANKL vy

subsiguiente estimulacion de su receptor RANK>* (figura 8).
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Figura 8: Modo de accion y efectos bioléogicos de RANKL, RANK y OPG en el

5

metabolismo 6seo y en el sistema inmune. (1)RANKL es expresado por células del linaje
osteobastico (llevan el RANKL unido a ellas y precisan del enzima TACE'® para liberar este
RANK) y por linfocitos T activados (RANKL soluble) (2) RANKL estimula a su receptor especifico
RANK que se localiza en los osteoblatos y células dendriticas, modulando sus funciones
bioldgicas. (3) OPG es secretado por células del linaje osteoblastico y actua como un receptor

soluble antagonista que neutraliza RANKL, previniendo las interaciones RANKL-RANK. (4) OPG

también bloquea la citoquina proapoptética TRAIL. Adaptado de Schoppet et al.®®

La primera evidencia de que este sistema estaba implicado en la calcificacion
vascular derivdo del estudio del ratébn knock out para OPG., el cual presenta
osteoporosis y calcificaciones de la aorta y arterias renales®. La expresion de OPG se
puede encontrar en la media de arterias grandes®' y en varios tipos de células del

vaso como son las CMLV y las endoteliales'""®.

En células endoteliales se ha
demostrado que actiia como un factor autocrino de supervivencia'®®. Por el contrario
RANKL y RANK solo se han podido localizar en las areas calcificadas de los ratones
transgénicos, pero no en las arterias de ratones con el genotipo salvaje’®, y hasta el
momento no existian evidencias de su implicacién directa en la enfermedad vascular.
La hipdtesis de que el sistema RANK-RANKL-OPG podria establecer un link entre
osteoporosis y calcificacion vascular, se basa en la alta prevalencia clinica y
coincidencia de calcificaciones arteriales y enfermedad cardiovascular en mujeres

211109%0 - Otros estudios

posmenopausicas y gente de edad avanzada con osteoporosis
han demostrado que OPG inhibe la calcificacion vascular en ratas in vivo provocada
tanto por vitamina D como por warfarina®*. Tanto el tratamiento con warfarina como

con dosis toxicas de vitamina D provocan extensas calcificaciones de las arterias aorta,
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femoral, mesentéricas, hepaticas, renales y carotidas. El tratamiento con OPG previene
la calcificacion en estas arterias y es capaz de reducir los niveles de calcio y fosforo a

niveles normales en la aorta abdominal.

30



3. LA VITAMINA D Y SU RECEPTOR EL VDR.

3.1. BREVE HISTORIA DE LA VITAMINA D.
La historia de la vitamina D es paralela a la historia del raquitismo y de la
osteomalacia, dos enfermedades caracterizadas por la falta de calcio en los huesos
debida al déficit de vitamina D. El raquitismo afecta a nifios en crecimiento y la

osteomalacia a adultos que ya tienen los huesos formados.

En los siglos | y Il, el fisico romano Soranus observé una serie de
deformidades 6seas mas frecuentes en los nifios romanos que en los griegos, y lo
atribuyd a la desnutricién y falta de higiene de los nifios romanos. En la misma época
Galeno describié las deformidades Oseas clasicas que se observan en el raquitismo.
Durante la primera mitad del siglo XVII los casos de raquitismo eran cada vez mas
frecuentes en Gran Bretafia, y varios médicos se dedicaron a estudiar la enfermedad,
describiéndola con gran detalle, pero sin llegar a encontrar la causa. Uno de ellos,
Francis Glisson %, publicé en 1650 el primer tratado sobre raquitismo, “The Rachitide”,
donde describié los sintomas y la patologia clinica de diversos estados de malnutricion
que indujo en animales de experimentacién. A partir de este tratado otros
investigadores del mismo siglo se empezaron a preguntar por el origen de la
enfermedad. Van Siweten y Levacher de la Feutrie y Bouvier, relacionaron el
raquitismo como una etiologia alimentaria, comenzando a pensar en el papel
patogénico de la alimentacion “deficiente”. En 1918, McCollum y sus colaboradores,
John Howland, Edward Park y Paul Shipley estudiaron dietas de cereales deficientes
en la vitamina A liposoluble y calcio en ratas jovenes y observaron cambios
esqueléticos semejantes al raquitismo infantil. De estos estudios dedujeron que la
causa de la enfermedad podria estar relacionada con la deficiencia de la vitamina A o
del calcio, o de la alteracidon del metabolismo de estos factores. Posteriormente
estudiaron el efecto del aceite de higado de bacalao, que en ocasiones se habia
utilizado en el tratamiento del raquitismo desde 1789, en estas ratas raquiticas.
Suplementandolo en la dieta entre 2 y 7 dias conseguian inducir un patrén uniforme de
curacion del raquitismo. De estos estudios surgio la cuestién de si la vitamina A era
antirraquitica por si misma o si existia alguna otra sustancia con funciéon especifica
antirraquitica y con una distribucién similar a la vitamina A. McCollum y sus
colaboradores concluyeron que la sustancia antirraquitica era diferente a la vitamina A

con propiedades especificas para regular el metabolismo del hueso. La denominaron
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vitamina D, ya que era la cuarta descubierta. Con anterioridad a estos resultados ya se
habia descubierto el papel preventivo de la luz solar sobre el raquitismo (Armand
Trousseau en 1861), con lo que a partir del descubrimiento de la vitamina D y su
relacion con el raquitismo, se establecié que esta sustancia se producia en la piel por
accion de la luz solar. Finalmente Adolf Windows descubri6 la estructura quimica de la
vitamina D y su relacion con los esteroles, por lo que recibidé el premio Nobel en
1928'%°

3.2. BIOSINTESIS DE LA VITAMINA D.

La vitamina D es una hormona esteroide importante que interviene en la
homeostasis mineral y por tanto en la formacién y mantenimiento de la estructura 6sea
228 Ademas se le han atribuido otras funciones relacionadas con la regulacién del

%7 "la secrecién hormonal “® y la

crecimiento, maduracién y diferenciacién celular
funcién immune'”’. La denominacién vitamina D engloba una serie de hormonas
esteroideas siendo las mas conocidas el colecalciferol (vitamina D3), que se sintetiza

en la piel, y el ergocalciferol (vitamina D), que es sintetizado por las plantas (figura 9).

CH,

HiC CHj

CH,

HO

VITAMINA Ds VITAMINA D,

Figura 9: Esquema de las formas mas importantes desde un punto de vista

HO

nutricional de la vitamina D: vitamina D3 (colecalciferol) y vitamina D, (ergocolecalciferol).

Como hormona esteroide deriva del colesterol, concretamente del 7-
dehidrocolesterol que por la exposicion de la piel a la radiacién ultravioleta (UV) sufre
una conversion fotolitica a previtamina D3 y de esta a vitamina D; 2 Los metabolitos de
la vitamina D son moléculas lipofilicas con baja solubilidad en agua, por lo que deben
ser transportadas en la circulacion por proteinas plasmaticas. Se desconoce el
mecanismo responsable del transporte de la vitamina D3 de la piel a la sangre, sin
embargo una vez en la circulacion sanguinea la vitamina D3 se transporta unida a una

29

proteina ligadora de vitamina D (DBP, “vitamin D binding protein”)*". Esta vitamina D;
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no tiene actividad biolégica y para ello debe ser metabolizada en la forma activa. Dicha
transformacion requiere de dos pasos: en el higado se produce una primera
hidroxilacion mediante el enzima mitocondrial 25 hidroxilasa produciéndose 25-
hidroxivitamina D5 (25(OH) D3) a partir de la vitamina D;*. Este es el metabolito de la
vitamina D mas abundante en la circulacion y tiene una larga vida media por lo que se
utiliza con indice del estado nutricional de vitamina D. A partir de la 25(OH)D; por la
accion del enzima 1a hidroxilasa %° se forma la 1,25(0OH),D; (forma biolégicamente
activa de la vitamina D3). La 1a hidroxilasa se localiza fundamentalmente en el rifidn,
pero también se han descrito otros lugares de hidroxilacion extrarrenal por la 1a-
hidroxilasa como en las células endoteliales®*, células de musculo liso vascular®®,
células de la mucosa del colon**, macréfagos’ y queratinocitos'. La accién de la 1a-
hidroxilasa es el paso limitante en la ruta biosintética de la vitamina D y esta finamente
regulada por la propia 1,25(0OH),D3; mediante retroalimentacion negativa, ademas de
por otros factores como la hormona paratiroidea (PTH) y la concentracion de calcio y
fosfato®®. Los niveles del metabolito activo se regulan tanto a nivel de sintesis como de
degradacion®?. La degradacion tiene lugar por la accion del enzima 24 hidroxilasa
responsable de la hidroxilacién de la 25(0OH)D; y de la 1,25(OH).D; para dar lugar a
24,25(0H) ;D3 y 1,24,25(0H),Ds, respectivamente®®. El enzima 24 hidroxilasa se
expresa fundamentalmente en el tubulo renal, pero se ha encontrado en un amplio
numero de tejidos. Su afinidad por la 1,25(0OH),D3 es mayor que por a la 25(0OH)D3, por
lo que se considera al enzima 24 hidroxilasa como un mecanismo de eliminacion del

exceso de 1,25(0H),Ds, y por tanto evitar su toxicidad ****°.

25-hidroxilasa 1a-hidroxilasa

‘. q oA H q Ju q Ju
o LT piel” L. higado rifon L

7- dehidrocolesterol Vitamina D, 1,25-dihidroxivitamina D;

Figura 10. Sintesis de la vitamina D. El precursor de la vitamina D que se obtiene de la
dieta o de la bioactivacion del 7-dehidrocolesterol por las radiaciones solares sufre una serie de

hidroxilaciones para obtener la forma activa 1,25(0OH);Ds.

Todos los metabolitos de la vitamina D tienen una alta afinidad por la proteina
transportadora, la DBP, en el siguiente orden 25(OH)D; = 24,25(0OH)D; > 1,25(0H),D3>
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vitamina D3. La unién DBP-metabolito limita su acceso a las células diana, de manera
que no podra ser metabolizado incrementando asi la vida media de los metabolitos.
Las hormonas esteroideas, como son los metabolitos de la vitamina D, pueden entrar
dentro de las células por difusiéon con la membrana plasmatica para ser metabolizados
O ejercer su accion bioldgica. Por otro lado se ha descritos que en las células de los
tubulos proximales, la 25(OH)D; necesita un receptor endocitico, la megalina, para

poder entrar en la célula y ser metabolizados en 1,25(0OH),D5**".

3.3. RECEPTOR DE LA VITAMINA D (VDR)

La vitamina D3 ejerce su accion biolégica a través de la unién a su receptor
VDR (Vitamin D Receptor). El VDR es un receptor nuclear miembro de la superfamilia
de los receptores de las hormones esteroideas/tiroideas. Al igual que otros miembros
de esta superfamilia el VDR actiua como factor de transcripcién dependiente de ligando.
Su estructura (figura 11) consta de diversas regiones bien definidas que pueden
funcionar de forma auténoma:

i) dominio de unién a ligando (LBD, ligand binding domain),

ii) regiones de heterodimerizacion con el receptor del acido retinoico (RXR,

retinoic X receptor),

iii) dominio de union al DNA (DBD, DNA binding domain) y

iv) lugar de unidbn a proteinas nucleares correguladoras del complejo

transcripcional que modulan el nivel de transcripcion de los genes diana.

Heterodimerization | [Transactivaﬁon

-
~ ||

[ Nuclear Localization ]

T2 N~

I
[
U

N Za Zn—ir”{:lls ‘ ‘ M l Heptad Repeats | I—C

159 202] a7

—— —

DNA Binding Domain Ligand Binding Domain  AF-2

Figura 11. Dominios funcionales del receptor de la vitamina D (VDR): dominio de
union al DNA con funcién de localizacién nuclear y heterodimerizacién, dominio de unién a
ligando responsable también de la heterodimerizacién y de la transactivacion del receptor.

Adaptado Dusso, Brown and Slatopolsky,75.
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El dominio de union a ligando (LBD) se localiza en la porcién terminal COOH-
del VDR y es responsable de la union de alta afinidad con la 1,25(0OH),D3;. También
tiene capacidad para unirse a la 25(0OH)D; y a la 24,25(0OH),D; pero sin embargo lo
hace con una afinidad 100 veces menor**?'. La regién A del DBD del VDR es critica

para la correcta union de la vitamina D al VDR.

En el extremo C-terminal se localiza el dominio de activacion de la funcion-2
(AF-2, activation function-2). Su activacién requiere la unién de proteinas motoras®*,
gue son responsables de la rapida translocacion del VDR desde el citoplasma al nucleo

a través de los microttbulos'".

En la region N-terminal se localiza el dominio de uniéon al DNA (DBD), una
region altamente conservada en la familia de receptores nucleares esteroideos, donde
se localizan los motivos de uniéon al DNA y que contiene 2 dedos de zinc. Los dedos
zinc consisten en un complejo tetraédrico formado por 4 cisteinas con una molécula de
zinc que crea un lazo o “dedo de aminoacidos” que estabiliza la uniéon con el DNA por
medio de contactos con fosfatos del esqueleto de DNA. El primer dedo de zinc
(proximo al extremo N-terminal) es el responsable de que el VDR pueda interaccionar
con alta afinidad con secuencias especificas de DNA de la regién promotora
(concretamente en la region 5 de esta) de los genes diana de la vitamina D. Dichas
secuencias geénicas son conocidas como elementos de respuesta a la vitamina D

(VDREs, vitamin D response elements)'"

. El segundo dedo de zinc permite que el
VDR actie como un heterodimero uniéndose al receptor del acido retinoico (RXR).
Dicha unién conlleva variaciones en los tres dominios de heterodimerizacion, que
inducen un cambio conformacional en el VDR esencial para las funciones
transactivadoras o transrepresoras del receptor. Para estas funciones necesita
interaccionar con proteinas nucleares coreguladoras que permitiran una modulacién

positiva o negativa de la transcripcion en la que interviene el VDR.

Dos de los dominios anteriores sirven como superficie adaptada para la union
de los coreguladores. El dominio de heterodimerizacion de RXR contiene 246 residuos
muy conservados entre los receptores nucleares que sirven de unidon para los
coreguladores. La otra region se localiza en el dominio AF-2 y permite la unién de

proteinas del complejo activador de la transcripcién como la RNA polimerasa.
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3.4. ACCIONES DE LA VITAMINA D.

3.4.1. ACCION GENOMICA DE LA VITAMINA D A TRAVES DEL VDR

La magnitud de la respuesta bioldgica del VDR regulada por la 1,25(0OH).D;
depende de diferentes factores: la accesibilidad del ligando, el contenido de VDR,
modificaciones genéticas y postraduccionales, y disponibilidad y estado de activacién
de los coreguladores. La respuesta biolégica de la vitamina D en las células diana
ocurre segun el modelo de transactivacion de genes de las hormonas esteroides. Por
tanto, cuando la 1,25(0OH),D; se une al VDR sufre un cambio conformacional que
permite que el receptor sea translocado al nucleo donde forma el heterodimero
generalmente con el receptor del acido retinoico (RXR)?. Este heterodimero se une a
regiones promotoras de genes especificos en los tejidos diana, los VDREs, formando

complejos con proteinas adicionales coactivadoras y corepresoras de la transcripcion

de manera que pueden incrementar o disminuir la expresion de los genes diana®.

=4 A

Figura 12. Accién de la vitamina D a través de su receptor (VDR). El metabolito activo
de la vitamina D (1,25(0OH);D3) entra en las células diana por difusién pasiva y puede ser
degradado o unirse al VDR que entra al nucleo y tras heteromerizar con el RXR, activara o

inhibira la expresién génica de los genes diana que contienen VDREs.

En el modelo clasico los VDREs estan formados por 2 secuencias hexaméricas
de DNA de unién a receptores nucleares: RGKTCA (R= A o G, K= G o T)"? que se
clasifican segun la orientacién y el nUmero de bases que se encuentren entre las dos

secuencias:
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- DR (direct repeat): DR3, DR4
- IP (inverted palindrome): IP7, IP9

| 00 0.
RXR

5 4

-N-N-N-

=N-N-N-N-N-N-N-N-N-

Figura 13. Tipos mas comunes de elementos de respuesta de la vitamina D
(VDRE): DR3 que consiste en la repeticion de la secuencia consenso en el mismo sentido
separada por 3 bases e IP9 que contiene la repeticion de les secuencias en sentidos contrarios y

separada por 9 bases.

Los tipos de VDRE mas comunes son el DR3 e IP9. Segun el modelo de
multiples vias de la vitamina D de Carlberg et al **, el caracter pleiotrépico de la
vitamina D podria atribuirse a los diferentes tipos de uniones que se pueden dar entre
los dimeros de VDR vy los diferentes VDREs. En relacion con este modelo, se han
estudiado andlogos de la vitamina D que muestran una tendencia a la hora de activar
el heterodimero VRD-RXR para que se una a VDREs, de manera que segun el analogo
se unird con mas frecuencia a un VDRE tipo IP9 o DR3°%?% Esta selectividad del
promotor también se podria correlacionar con los estudios de Schrader et al ¢ donde
observan que el VDRE de tipo IP9 es mas frecuente en los genes involucrados en la

regulacion del ciclo celular.

Estd descrito que el VDR se distribuye ampliamente en multitud de tipos
celulares, no quedando restringido a los tejidos diana clasicos de la vitamina D, como
es el hueso, lo que justifica la gran variedad de acciones de la 1,25(0OH),D; en el
organismo?’. Esta accién en los genes diana puede afectar a diferentes procesos o

respuestas, que pueden clasificarse en:
- respuestas clasicas de la vitamina D: procesos fisioldgicos clasicos como la

regulacion de la concentracion del calcio y fosfato en la sangre por la accion de

la vitamina D en los intestinos el hueso y el rifidn.
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- respuestas no clasicas de la vitamina D que se pueden clasificar en 3
categorias generales segun sus efectos: regulacion de la secrecion hormonal,
de la funcion inmune y de la proliferacion y diferenciacion celular de la vitamina
D en los procesos de proliferacion y diferenciacion de diversos tipos celulares

como en células epiteliales de la piel, células intestinales...

3.4.2. ACCION NO-GENOMICA DE LA VITAMINA D

Existe ademas diferentes respuestas de los metabolitos de la vitamina D, al
igual que sucede con otras hormonas esteroideas, que son demasiados rapidas para
implicar cambios en la expresion génica. Algunas de estas acciones no gendmicas se

describen en la tabla 3

Respuesta Tipo celular/érgano Referencia

Transporte rapido del Ca2+ Intestino 224

Activacion del metabolismo Paratiroides, enterdcitos, 22:176:210

del fosfoinositol mioblastos.
Incremento de la Monolitos, osteoblastos, 124;175:182
concentracion de Ca** en el enterdcitos
citosol

Incremento de los niveles de Intestino, células renales 106:315

c GMP corticales.
Activacién de la via PKC Condrocitos. 296
Activacion de las MAP Células hepaticas. 12
Quinasas
Estimulacién de apertura de Células osteoblasticos 332

los canales de CI'.

Tabla 3. Respuesta rapida de la 1,25(0OH),Ds. Algunas de las respuestas rapidas de la

vitamina D y el tipo celular donde actua.
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En estas respuestas podrian intervenir receptores de la superficie celular
Nemere et al®® caracterizaron un receptor asociado a la membrana, que denominaron
proteina de unién a los esteroles de respuesta rapida (rapid-response steroid-binding
protein, 1,25D3-MARRS). Este fue aislado de las membranas de células de intestino de
pollo y consiguieron hacer un anticuerpo que bloqueara las acciones no gendmicas de

la 1,25(0OH),Ds. El papel de estas acciones no genémicas no esta todavia muy claro.

3.5 FUNCIONES DE LA VITAMINA D

La vitamina D es esencial para la interaccion del rifién, los huesos, las glandulas
paratiroides y el intestino. Permite el mantenimiento de los niveles de calcio
extracelular de una manera estrictamente regulada, lo cual es vital para la integridad
del esqueleto y la fisiologia celular. La vitamina D incrementa la absorcién de calcio y
fosforo en el duodeno proximal, promoviendo el paso a través del borde en cepillo al
interior de la célula y su salida por la membrana basolateral'®. El mecanismo de accién
para promover este transporte de calcio en el intestino implica la sintesis de la proteina
de unién al calcio (CaBP, calcium binding protein)®. La sintesis de esta proteina es
dependiente de 1,25(0OH),D; y se regula tanto a nivel transcripcional como post-

transcripcional.

La vitamina D es esencial para al mantenimiento y desarrollo del esqueleto. El
déficit de vitamina D provoca raquitismo en humanos jévenes en edad de crecimiento y
osteomalacia en adultos. Como regulador de la transcripcion de genes relacionados
con el metabolismo 6seo la vitamina D induce la expresion de osteocalcina, RANKL
(receptor activator of NF kappa B ligand) e inhibe la de colageno tipo | y de OPG
(osteoprotegerina)'®. Se ha demostrado tanto in vivo como in vitro que la vitamina D
estimula la diferenciacion de los osteoclastos y por tanto la liberacion de calcio y

fosfato.

El sistema endocrino de la vitamina D es también un potente modulador de la
funcion paratiroidea. La deficiencia de vitamina D provoca una hiperplasia de la
glandula y un incremento de la sintesis y secrecion de PTH. Como ya se explicé en
apartados anteriores, la administraciéon de 1,25(0OH),D3 inhibe la sintesis de PTH y el
crecimiento celular, motivo por el que se usa este compuesto en el tratamiento del

hiperparatiroidismo secundario.

39



En el riidén el principal efecto de la 1,25(0OH),D; es el control de su propia
sintesis y degradacion al inhibir la 1a hidroxilasa y estimular la expresion de la 24

hidroxilasa, ademas de inducir la expresion de megalina en el tubulo proximal®”.

Posteriormente, se ha observado que la 1,25(OH),D; tiene acciones en otros
érganos diana como son la piel, pancreas, higado, etc®. Estas acciones son conocidas
como acciones no clasicas de la vitamina D y estan ligadas a la presencia de VDR en
diferentes tipos celulares. Entre estas acciones no clasicas destacan la regulacion de la
proliferacion y diferenciacién celular y la regulacion de la secrecién hormonal y de la
funcién inmune. Los macréfagos vy linfocitos a demas de tener VDR también expresan
1a hidroxilasa, por lo que tienen la capacidad de sintetizar 1,25(0OH),D; de forma local
en determinadas circunstancias 2°#''. También existen estudios epidemiolégicos que

demuestran que la 1,25(0OH),D; disminuye el riesgo de cancer de colon 9'%%'%4

92;92;255 186

, pecho
y prostata™, y por este motivo se ha estudiado in vitro los efectos de la
1,25(0H),D3 en células cancerigenas y se ha demostrado que la 1,25(0OH),D; tiene la
capacidad de inhibir la proliferacién y estimular la diferenciacion celular en estos tipos
de células. Por el contrario existen otros tipos celulares, como las células de
endometrio®®, condrocitos'®® y CMLV*' donde la 1,25(0OH),D; estimula la proliferacion

celular.

Resumiendo, existen multitud de respuestas de la vitamina D y aun queda
mucho por estudiar. La presencia de VDR en las células endoteliales y en células de
musculo liso vascular, y el descubrimiento de que estas células sintetizan 1,25(0OH).D;
localmente, hace cuestionarse el papel autocrino-paracrino de la 1,25(0OH).D; en la

pared de los vasos.

3.6. ANALOGOS DE LA VITAMINA D.

Las distintas funciones de la vitamina D llamaron la atenciéon de la industria
farmacéutica en los afios 80 y 90, que intentaban separar las dos funciones principales
de la vitamina D: agente calcémico y agente de diferenciacion celular. Aparecen asi
algunos de los analogos de la vitamina D “hipo-calcemiantes” como Calcipotriol, OCT,
19-nor-1,25(0OH) ,D2 (o Paricalcitol) y 1a-OH-D2, los cuales han sido ampliamente
utilizados en dermatologia (tratamiento de la psoriasis) y para el tratamiento del

hiperparatiroidismo secundario'®?. La vitamina D y sus metabolitos se caracterizan por
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su flexibilidad conformacional (figura 14) lo que permite la unién al VDR, a la DBP vy al

sustrato de los enzimas que metabolizan la vitamina D con diferente afinidad.

A 1‘1 Y\“K{ 1—[ Cadena lateral ]
”r-.
S <«— [ Anillo ablerto B |
»ed — (ramer )

Figura 14. Flexibilidad conformacional de la 1,25(0OH),D;. (A) Estructura de la
1,25(0OH)2D3, las 3 partes de la molécula que le confieren una conformacion flexible son: la
cadena lateral que puede rotar 360° en el carbono 5, el anillo B que también puede rotar 360° en
los carbonos 6 y 7, y el anillo A que puede sufrir cambios de orientacion entre ecuatorial y axial.
(B) Diferentes conformaciones que puede tener la 1,25(0OH)2D3 dependiendo del anillo A.

La sintesis de analogos de la vitamina D se centra en esta propiedad de los
metabolitos de la vitamina D. La mayoria de los analogos han sido disefiados de
manera que interactuan directamente con la maquinaria de trascripcion no requiriendo
asi los pasos anteriores de activacion de la vitamina D. Por ello los criterios mas

importantes que influyen en el disefio de analogos son:

a) Interaccioén con el VDR/RXR/VDRE.

La afinidad de los analogos por el VDR, comparada con la vitamina activa, es
un punto importante ya que puede ser la causa de la disminucién e incluso del bloqueo
de la respuesta. Cuando el ligando natural se une al VDR, este sufre el cambio
conformacional preciso para poder interaccionar tanto con el VDRE del gen diana como

con los coactivadores encargados de formar el complejo transcripcional. Los analogos
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de la vitamina D imitan a la forma activa de la vitamina D, la 1,25(0OH),D3, y actian a
través del mismo mecanismo. Por lo tanto, las diferencias de biopotencia que se
pueden encontrar entre los analogos de la vitamina D y su forma activa podrian
deberse en parte a cambios de acoplamiento a la hora de dimerizarse o de
interaccionar con los coactivadores. Es decir, los analogos al unirse al VDR provocan
un cambio conformacional mas o menos afin a la dimerizacion y/o a la union de los
coactivadores de la transcripcion. También se han encontrado analogos de la vitamina
D que inducen un cambio conformacional especifico del VDR que incrementa la

estabilidad del receptor y lo protege contra procesos de proteolisis®'.

b) Enzimas cataliticos de la célula diana.

La 1,25(0OH),D; es catabolizada por el enzima 24 hidroxilasa. Esta enzima se
encuentra practicamente en todas las células diana de la vitamina D, y se ha descrito la
presencia de VDRE en el promotor del gen de la 24 hidroxilasa®®*. Esto lleva a
pensar que la existencia de esta via catabdlica hace menos sensible a las células diana
después del estimulo hormonal. La accién de este enzima sobre los analogos de la
vitamina D no esta demasiado estudiada, pero se puede pensar que el catabolismo de
las células diana sobre estos analogos podria contribuir a la actividad farmacocinética y
bioldgica observada tanto in vitro como in vivo. Siu-Caldera et al ?*? discuten la
posibilidad de que algunos analogos de la vitamina D puedan ser activados en vez de

catabolizados por el mismo enzima.

c¢) Activacién enzimatica.

La mayoria de analogos son activos como tal, sin requerir ningun paso de
activacion, pero se ha demostrado que estos analogos tienen actividad biolégica a
concentraciones excesivamente altas, ya que sufren los efectos laterales o tienen
menor vida media en el plasma debido a la baja afinidad con la DBP. Por lo tanto seria
mejor disefar analogos que pudiesen ser activados in vivo, pero los criterios
estructurales que permiten a los metabolitos de la vitamina D ser substrato de la 25
hidroxilasa hepatica aun no se conocen. Este interés por disefiar analogos que
pudieran ser activados por la 25 hidroxilasa se ha incrementado con el descubrimiento
de la presencia de este enzima en otros tejidos extrahepaticos como: rifion®®, hueso'*
y endotelio vascular'®, de manera que si las células diana pudiesen sintetizar la forma
activa a partir de la pro-droga sin necesidad de que la hormona entrara en el torrente

sanguineo, se podria incrementar la potencia de actuacién del analogo.
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d) Proteinas de unién a la vitamina D.

La DBP es una glicoproteina que tiene diferentes funciones, entre ellas la de
unién y transporte de los metabolitos de la vitamina D. Ademas es la encargada de
secuestrar la actina G para prevenir la polimerizacion en sangre, actia como un
ligando para la megalina para poder absorber la forma 25(OH)D; en rifién y sintetizar la
forma activa, y también se une a acidos grasos y a agentes quimiotacticos. Por todo
ello la DBP es importante en la famacocinética de los analogos de la vitamina D que
pueden tener mayor o menor afinidad por la DBP dependiendo de las modificaciones
en las cadenas de los diferentes compuestos. Los analogos con baja afinidad por la
DBP tienen menor vida media ya que son eliminados mas rapidamente de la
circulacion pero también tienen mayor accesibilidad a las células diana, lo que podria
incrementar la respuesta en el caso de tejidos que requieren de una corta exposicion
del ligando. Esto podria explicar también la respuesta diferencial del OCT (tiene una
afinidad por la DBP de 400 a 500 veces menor que la 1,25(0OH),D3), pero en el caso del
19-nor-1,25(0OH) ,D, se observan valores muy similares a la 1,25(0OH),D; en cuanto a
afinidad a la DBP. Ademas existen otras proteinas, en un porcentaje mucho menor que
la DBP, que pueden actuar como transportadores de los analogos, y su impacto en la

respuesta diferencial aun no se conoce.

Por todo esto, la selectividad de los analogos no es siempre especifica de tipo
celular o tejido, también puede ser especifica del proceso o gen dentro de un mismo
tejido. Todos estos factores son importantes a la hora de disefar y estudiar los
analogos de la vitamina D. Cuando se haya identificado el mecanismo molecular
exacto de actuacion de la vitamina D se podran disefiar analogos no calcemiantes con

ventajas transcripcionales sobre la forma activa, la 1,25(OH).Ds;.

CH,

Ho" Ho

1,25-dihidroxivitamina D3 19-nor-1,25-dihidroxivitamina Do
Figura 15. Estructura de la 1,25-dihidroxivitamina D; y del 19-nor-1,25-

dihidroxivitamina D,. Adaptado de Finch, Brown and Slatopolsky®*
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La accion de algunos de estos analogos ya ha sido probada tanto en estudios
experimentales como clinicos. El 19-nor-1,25(0OH),D, (Figura 15), Paricalcitol, es un
analogo de la vitamina D de tercera generacién, desarrollado en 1985, que tiene
modificaciones tanto en la cadena lateral como en el anillo A. Se cree que estas
modificaciones causan una supresion efectiva de la PTH con menos efectos
calcémicos y fosfatémicos, por lo que se usa actualmente como tratamiento para el
HPT231:180:191:283:285291:298 ~ Estos efectos diferenciales del 19-nor-1,25(0OH),D, no
solamente se han encontrado en los niveles plasmaticos de calcio y fosforo, existen
estudios con ratas con insuficiencia renal en los que se ha demostrado que el 19-nor-
1,25(0H),D> no incrementa la expresion del VDR en el intestino, contrariamente al
efecto que tiene la 1,25(0H),D5*®. También se ha demostrado que el efecto sobre el
hueso es distinto, el 19-nor-1,25(0OH),D, tiene un efecto menor sobre la actividad

osteoclastica y osteoblastica que la 1,25(0H),D5'?*"",

Todos estos resultados inducen a pensar que la 1,25(0OH),D; y el 19-nor-

1,25(0H),D, tienen efectos diferenciales sobre los érganos diana.

3.7 PAPEL DE LA VITAMINA D EN LA CALCIFICACION VASCULAR

El descubrimiento de que las CMLV expresan VDR, hizo pensar que la unién
del metabolito activo de la vitamina D, 1,25(0OH),D3, podria tener efectos sobre las
propias CMLV. De hecho, la 1,25(0H),D3 up-regula el VDR e incrementa la carga de

248 Otros estudios mostraron

calcio en las CMLV de rata en cultivo'® y de aorta conejo
que concentraciones de 10° M de 1,25(0H),D; inducian la proliferacién de las
CMLV'™ | migracion y un aumento de la expresién de osteopontina®’. También se
demostré que una concentracién de 1,2umol/L inducia cambios morfoldgicos en las
CMLV de aorta de rata, incluida la progresiéon de un fenotipo contractil a uno sintético
con un incremento la produccién de factores que promueven la calcificacion in vitro.
Este efecto parece ser debido a la estimulacién de la actividad proliferativa en estas
células®®. Cardus y colaboradores demostraron que el 19-nor-1,25(0OH),D, inducia una

menor respuesta proliferativa comprada con el 1,25(0H),D5*%*".

Jono et al demostraron que la 1,25(0OH),D; a concentraciones comprendidas
entre 107 y 10° M induce un incremento de la calcificacién dosis dependiente en CMLV

bovinas in vitro. Esto va acompanado de un incremento similar en la actividad fosfatasa
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alcalina y una down-regulacién del péptido relacionado al PTH (PTHrp)'**'*¢. EI PTHrp
fue identificada en el afo 1987, como una proteina semejante a la PTH, responsable
de los episodios hipercalcémicos observados en ciertos enfermos de cancer**?%. El
efecto hipercalcémico es debido a que el PTHrP también se fija y activa el mismo PTH

R1%**, presente también en CMLV'*.

Existen en la actualidad numerosos estudios que sefialan a la 1,25(0OH).D;
como inductor de la calcificacion vascular en los pacientes con ERC, sin embargo aun
existen multitud de interrogantes sobre cual es el mecanismo por el que produce esta
deposicion de calcio en las CMLV. Su mejor conocimiento proporcionaria una
herramienta de gran utilidad a la hora de luchar contra la alta mortalidad de estos

pacientes por causas cardiovasculares.
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Obijetivos






La ERC es una patologia compleja con multiples consecuencias como son el
sindrome urémico, hiperfosfatemia, hiperparatiroidismo secundario y enfermedades
cardiovasculares, incluyendo las calcificaciones vasculares. Ante esto, los nefrologos
tratan de controlar los niveles sericos de fésforo en la ingesta y con el uso de
quelantes. También es una practica comun el tratamiento de estos pacientes con
Calcitriol o analogos como el Paricalcitol, que suprimen los efectos en la glandula
paratiroides, y regulan la absorcién intestinal de calcio y fésforo y su movilizacién en el
hueso. Conocer cual es la relevancia y las consecuencias de algunos de estos factores
es la finalidad de nuestro estudio, por lo que definimos los siguientes objetivos para

esta tesis:

1. Analizar las diferencias en calcificacion vascular entre el Calcitriol y su

analogo el Paricalcitol in vivo e in vitro.

2. Estudiar el mecanismo por el que calcifican las células de musculo liso

vascular. Investigar el papel de RANKL.

3. Conocer los cambios que se producen durante la uremia en las células de

musculo liso vascular y su relacion con la calcificacion vascular.

4. Conocer los efectos de la ingesta de una dieta con alto fésforo en animales

con funcién renal normal.
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Resultados






1. Differential effects of Vitamin D analogs on vascular calcification.

2. RANKL increases vascular smooth muscle cell calcification through a RANK-BMP4—

dependent pathway.

3. Influence of uremia, and Calcitriol and Paricalcitol treatment in Vitamin D metabolism

and in vascular calcification.

4. High phosphorus diet increases blood pressure by PTH-renin stimulation in vivo.

53






ARTICULO 1: Differential effects of Vitamin D analogs on vascular calcification.

Efectos diferenciales de analogos de vitamina D en la calcificaciéon vascular

Introduccidén: La calcificacion vascular es un fendmeno frecuente en pacientes con
enfermedad renal créonica (ERC). Estos pacientes a menudo presentan
hiperparatiroidismo secundario (HPT2), en parte debido a una disminucion de la
sintesis renal de Calcitriol, por lo que una de las principales opciones terapéuticas es
sul tratamiento con Calcitriol o analogos, como el Paricalcitol. Sin embargo, el
tratamiento con Calcitriol presenta efectos secundarios no deseados, como el
incremento de las calcificaciones en tejidos blandos, como es la calcificacion vascular.
Las células de musculo liso vascular (CMLV) expresan el receptor de vitamina D (VDR)
y el Calcitriol actua sobre estas células provocando cambios fenotipicos en ellas que
conducen a su calcificacion. Esto ha llevado a la busqueda de analogos del Calcitriol,
que tienen un efecto similar a la hora de controlar los niveles de PTH, pero que evitan
estos efectos negativos. Uno ellos es el Paricalcitol, que al compararlo con el Cacitriol
en estudios retrospectivos de pacientes con ERCI, se asocia con una mejora en la
supervivencia. En este trabajo, estudiamos los efectos del Calcitriol y Paricalcitol sobre
la calcificacion de las CMLV tanto in vitro como in vivo, con el fin de analizar las

posibles difierencias entre estos dos compuestos.

Materiales y Métodos: Analizamos el efecto del Calcitriol y su analogo, el Paricalcitol,

sobre la calcificacién de CMLYV in vitro y en animales sometido a nefrectomia subtotal

como modelo de ERC in vivo.

Resultados: A pesar de que el Calcitriol y el Paricalcitol (siguiendo el ratio1:3 usado en
clinica) son igual de eficaces a la hora de suprimir el incremento en los niveles séricos
de PTH y que los niveles de calcio y fosforo del suero son similares, ambos
tratamientos presentan un efecto diferencial en la calcificacion vascular in vivo. Los
animales tratados con Calcitriol presentan extensas calcificaciones de las aortas,
mientras que los tratados con Paricalcitol solo muestran pequefias calcificaciones.
Estas diferencias in vivo se podrian explicar con las diferencias observadas en las
CMLYV in vitro. El Calcitriol aumenta la calcificacion de las CMLV incubadas en medio
calcificante, mientras que el Paricalcitol no. La calcificacion vascular es un proceso

activamente regulado, en el que las CMLV dejan de expresar marcadores de células de
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musculo liso asociados fundamentalmente a contractilidad y empiezan a expresar
marcadores osteoblasticos. Una de estos marcadores osteoblasticos es RANKL, una
proteina altamente expresada por osteoblastos, apenas detectable en las CMLV
normales pero que incrementa su expresion en las lesiones arteriales calcificadas. En
nuestros experimentos la expresion y secrecion de RANKL esta significativamente
elevada en las CMLV incubadas con Calcitriol pero no en las incubadas con
Paricalcitol.

Por otro lado, los animales con ERC tratados tanto con Calcitriol como con Paricalcitol
muestran un aumento en la presion arterial sistélica. Sin embargo, la presion arterial
diastolica s6lo se eleva de manera significativa en los animales tratados con
Paricalcitol. Este efecto conlleva a un incremento significativo de la presion de pulso en
los animales tratados con Calcitriol, pero no en los tratados con Paricalcitol. El aumento
de la presién de pulso probablemente esté causado por la pérdida de elasticidad de las

arterias de los animales tratados con Calcitriol, al presentar extensas calcificaciones.
Conclusiones: El Calcitriol y el Paricalcitol tienen un efecto diferente en la calcificacion

CMLV lo que podria explicar, en parte, las diferencias observadas en cuanto a

supervivencia en el ambito clinico.
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ARSTRACT: We testesd the effects of calcitrial mnd its snalog poricaleitol on Y550 C colcification in vitro ond
in vivo. For thot reason. cells and amimals with five-sixsths nephrectomy were trealed with bath compoannds.
Colcitricl, but not paricalcitel. increased YEMC oalcification in vitro and in vive independently of calcinm and
phesphabe levels. This increase in ealcification wos parallel to on inorease in the BANELAOMS rotio.

Intreductiom: Yascular calcification is & cormmon Gndicg in patienis with endstage renal dissas:. Furthermorne,
those patienisoften pressn i sscondary by perparatbsro Iﬁl:ﬂ:ﬂ parthy hecaves of a decrease of caldriol smthess
on the kidney. Thus, one of the main therapeul:h: options is o treat thoss pal.renls with calcitricl or an.:l-:-g:'.
However, this ireatment presents unwanted side effects, such as increases in vascular calefication.
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and o of its analogs, paricaleitol in vitro and in vive in animak with endstage renal disesms
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when cells were incubabed with paricalciiol. Furthermore, only czlls incubabed with caloitricd showed an
increassd FAME L cstecprotegerin {OPG) expression. Anirnak with renal Eailure treated with brypercalce ouic
doses of cakitriol and paricalcibol showed an inorease in systolic blood pressare. However, diastolic Blood
pressure onby rased significantly in thoss amimals reat=d with paricalciiol. This effect l=d to o significant
increass in pulss pressure in animals reated with caleitriol. The increses in Euhe presre was likely caused
by the emtensive mlcification observed in arteries of animals treaved with calcitriol. This inoremes in caleifics-
tion e not s=en in arteries of animals treated with paricaleitol, despite hawving similar levels of serum calaum
and phosphorus as animals ireated with calciiricol. Furthermore, ihe deaeases in serum FTH levels wens
similar inn both treatmenis

Comclhiksions: We conclude that paricalkeitol has a different effsct than calcitricl in WSMC calafication and that

this could exphlin part of the diff erences obssrved in the clinical settirgs.
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INTRODUCTION

T Was BEI® known Tor many years fhat caldfcation of

large arberies Is common among padenis with mdsiage
renal dbsmse [EE'II:L"’-' E=dial aceiic caldfication and
stilfening socoont for reduced vascular disensibilty and
incremsed vascular redstance In reral fallure pacienis,'®
which has heen associaled 10 an ncresss in morialicy,™
Another omplioaiion in ihek: patiznis is ihe ntimal cld-
Ticatian of small velsek leading to hchemia of organs and
skin. This syndrome, called calciphylaxis, ako causes high
marality coeed by infeciion and organ 4 Thim, Ik
it nowv acozpled thal patisnis with ESED havs mons s vers
vabaular caldficatdons and of a youngsr age.”” Several ox-
planztims Tor this marked alkification in ESED afe pro-
poead, includng the dzregulaiion of cakcium/phosphate me-
iabolism,” " ihe use of ckium-coniaining binders,'*" and
ihe we= of viamin 0™

The authoin sowia thot thay brvs ma canflich of niami.

In ERED, high droulating levels of FTH caoss several
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paired production of the active form of vilamin D (1.35-
dihydroxyvitamin Ty or cakehiviol) s a major contdbabor (o
th: gemzratdon and malmiemnce of paraibroid hy perplasia
and 1o the increassd synihesis and secretion of FIH. Fur-
thamore, the absence of caldidol conld fuher siimulocs
the development of secondary hyperparaihywoldism
{IHFT) Indirzcily through Jecreaed cakcum absarpdon
and subssquent hypoaloemia. " The fxt hat caldiriol
repressss both paraihyrodd cell proliferation and FTH wyn-
th=ds'™ his mads caldiriol freaiment in patiznls with r2-
nal Exilors the therapy of cholce o rever the ZHFT md
normalize FTH levels. However, ans of the maln problemes
of treaiment with caldtiod Is the appearance of hypercal-
cemic episndes, ™ which can increass oft dssue caldfica-
dons. "™ Furthermars, It hie been shown that vascular
smooth musde ozl {VEMO) have the vilamin D recepor
(VDR *" and ihat caldirial hes a dred elf=d increasing

e
Spain; "Thass suthee shors teniar sathorship.

peitmact of Madicing, Unieindiy of Leida, Llsids, Speis; JResssrch Loboraicry, Heaphinl Unbeardine] At de Vikhevs, Leids,

57



WITAMIN IF ANALOLE AND THE YASCULATURE

VEM D caldficalion in vtroc ™ Therefors, calcitriol Treai-
menl may ncreass viecular calcfication in o doal way. in-
drecily by Increming semum caldum and phosphons and
drecily affecting VEMCs phenctyplc change.

The szarch for cakkkdol analogr with l=iser offet in s2-
mm calcdum levels and similar effect an FTH relems un-
caverasd new therapeuc agenis. One of the anakgs of oil-
chiviod meed o freat ZHPT Is the 19-MNor-1,25OH0;
ipancakciicl) In previoos siudes I was thown thal parical-
ciinl was 3 dmes less effedive in suppressing FTH levels but
10 fimes lzss potenl in increasing calcium absorpton in the
UL Funhemeore, 4 retrospeive analysis of rznal pa-
lieniz treabsd sther with caldinol or padcaksiol thowsd

ihat treafment with paricalcdbal wie aseocdaled with be=iter
survival.™™ The difference, hrwever, s=emed io be relaied
o elfecis bevond the condrol of sydemic level of caldum
and phosphons. Thus, the advaniages of paricaldicd reai-
mznl could be relaied niot only o & lower effect on sysiemic
calcium and phosphans l2vel, bulalso 0o a S ferend offst
on VEMCh phenatypic changs.

Thersfors, in ihis gody, we investigatsd the sffsctr of
calctrol and paricalded in the caldfication of YEMC in
witro and in vivo and investigalsd whether they are relaizd

io iis different polency, increasing caldum and phosphorus
wemm leveh.

MATERLALS AND METHIHRS

Al the experimenis perfomed in this study followed the
NIH Guids for the Cars and e of Laboralory Animals.

In viire stedies

Frimary rat aomic VEMOE of Sprague-Dasley rals were
obtalned as descibed previomly by Fldcedng ef al"™ and
mednianed in DMEM conialing 10% FBES. 100 uniis'ml
penicillin, and 190 pg'ml sireptomyadn. Cells were inou-
baied o 37°C in o homidfzd 5% OO0, aimosphere.

Cells obtalned by this method wers idznifizd @& VEhT5
v ihe Tollewing criberia: ihe c=lls gr=w In ihe charactechik
Hll and valley paitern and by posidyve immnesiainyg for
monoconal anil-smooih muscl® o-adin

Al the experimenis were performedin irplicate. In sach
sxpeciment, o lemsi elghi wells were used per condijon.

Analpsl of FEMC malllomion To compare the differ-
snces in VEMO caldfication betwsen caldidod or paricl-
cligl ireiment. we malvzed fhe raie of caldum incorpors-
tion of cells inoubaied for 5 days wiihi 1, 12 103, and 300 n
of caklikd or paricaldid. Fornhermore, we added 10, 0,
and 50 pM of RANEL ioihe controd cells and cells ireaied
wiih pancalciicd bo tesi the direci ffect of the compouwnd an
VEMC caldficaiion. Briefly, ral VSROs werz culiured in
ihie growdng medum. Aftsr confluence, ihe ozl were In-
cubaied for 5 davs in OMER (high glucoss, 45 g'lier)
contalning 1¥% FBS and 19 mdd sosdum pyruvaie In ihe
presence of 10 mA B-gvosrophosphals (GF) supple-
meznied wiihi 100 Uiml penlcillin and 100 pa'mil strepiomy-
cin {cald ficadon media). Cuantifiction of caklm deposiis
and von Komsa sialning wers performed o previously da-
seribed = Briefly, for calcium quantification, cslls were
washed with FES, nd calclim wan sxiracied with HOl (06
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). Oells were tramezrred in ysh buffer (125 mdd Tris, 2%
S06, pH 683 and tota prolein wis extracsd. Calclum
conlent was detzmmined by the O-cresolphthalsn comples-
one method and iotal proisin by the Lowry meihod {Bio-
Radi For von Kosa staining, cells wers soaked In 5%
siver niirats solutlon, placed under LTV light for 1S min-
uies, incubaisd in 5% sodium thicsulphats solution for 2
miirik es, and washed wiih water. Theue was counierstained
wilh HEE.

Anciysis of peme expressiom Tolal csllular RNA win =3
trmcied from o=l incubaied for 48 hin cildficadon media
ushg th: RNemy Minl Eit {GLAGEN), and reverss tran-
scription was performed with a firsi-strand DA synihesls
Eit for RT-PCR {Roche Diagnostics). "We used the Tag-
man reakiime PCR meihod. The forward, reverss, and
Tagman midde primers for ral RANEL, csieoprolegenn
{OPG), and GAPOH were purchased from Applisd Bio-
sysieme. Each reaktime FOR reaction was perfommed using
L3 g tolal RMA. For reverss iranscription, a 1-h period al
42°C was run befare inactivating the reverss trameripiass
ab 95°C for 10 min. Forly cyclss al 95°C for 15 3 and 60°C
for | min were performed with an ARl Prism 7000 Se-
quence Detection Sysiem [Applied Blowitems) All =x-
periments wers carrisd oui three times; tipticabe readings
were iaken, and the average wis cilculabsd. The relative
R¥A amount wis caloulabzd by standard formulas, Aver-
age and SE from three sxparimenis were calulaled

Amaiysis of profein contemt: Levels of RAKEL ad OFG
were delerminsd in culfurs media spematanis of control
cels mnd cels ireaied with caldiriol and padcaldicl with
commerdally avallabls ELISAS (Blomedica, Vienna, Aus-
triaj.

Im wive stodies

Sprague-Darlay raks { 200-225 g wers anssihetized with
isoflurans, and dghl nsphreciomy was periormesd Adier 1
wi, animal suffensd two-ihirds nephrecdomy in the L2i kid-
ney by lgaton of both poles o previomly descibed =
Animals with fivesicths nephraciomy were divided inio
ihres groups. One groop recelved cadclickl (1 pp'k, thres
fime= a wesk for B wk, @ = @), anoiher groug recsved
parcaldiol (3 kg, three lmes o wesk for Bwi,m = 0}
and ihe third group recelved a4 vehiclz injection (o = 93
Curng the Lot wesk, systollc (5AF) and datolc arzcial
presunes (DAFR) were mepsured by the tall-cufl msihod
(L51 Leticn, Barcekma, Spaln). At deaih, o blocd sampls
wis extracied and blood hischemistry daia were obtainsd
Adter death, abdominal sonas wers oollecisd and dvided
in iwo, Ome part was fAxed, Inclodzd in parafin and sliced
and ihe obher pan wie used o deiemine ol caldum
conient,

Ay af aondlc caiolfloation Tostudy the dhiangss in the
worbes, we performed von Kowsa stalning In sordc slices.
After capturing the images with o digital micosoops
(LEICA Miomysems), histomorphomeiric studiss wers
performed. We determinesd the arsa of The media and the
calcifizd area wiih image analyds software (Leica IVES0 1m-
e Manager). As o second approach, aorim wers washed
wiih saline and homogznizsd in HO1 {06 Wi Adver oenirifo-
gailon, the debrs was iransfecned (o hysh buffer (125 mi
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Tris, 2% SIS, pH £E), and total proiedn was exirmcbed.
Calclum cantent wan determingd in the HO solution by the
Cpresolphthalzin complzxone method and total protzin by
1he Lowry method (Bio-Radi.

Miockerpdiry dmi Blood obiained i the 2nd of the 2x-
perimeni wie mnalvzed for caldum. phosphate, and FTH.
Serum blochemising was anahzed using o multichanns ao-
lomahyzer (Rochs'Hiindl Modular Analytics). using the
Tollowing meihods: for caldum, the Sacresalphihalzin com-
plexone method; for phosphale, the ammonium molybdaie
method. S2rum IFTH levek wers malvzed by ELISA (Im-
jials g N

Samiwiom anaivns Differsnces belwesn groups wers om-
eesied by ANOYA folowed by o Dunnet posthoc pesi. p o«
O wad commldensd sinthtically dgnificant

RESULTS

Effecty of caloiiriol and parlomicitel on WEMO
calcification i witro

In Fig. 1, w2 show the elfad of caldirdol and parcakhiol
an b VEMC cakiictkn. Caldiriol (Figs. 1T and 1D}
Induwczd a significant increase in caldum incorporadon in
ihe cells ob 100 and 200 oM compared with cells incobated
only in the calcdficalion meda (Flgs. LA md 1D} Parcal-
chcd {Flgs. 1B and 1D did not hove asinthtically skniflcant
effzct on akiom conlent in rat VEMOL Addition of
RANMEL 0o the conirdl celk or ol intubatzd wkh paid-

colcdbod did not dgnificndy changs the caldAcdion [2vel
[dais nol shown

Effecty of caloimiol and parlonicite] on RANK L and
QPG expresnion by VEMCs ta viro

In Flg. Z we show the effzd of calcitrol and paricalkciiol
In V5T mBENA expresion of RANKL and OFG when

incubaled in akcilicetion media Caldiriol Incremed the
mEBEMNA Tor RANEKL mors than five times (Fli. Z4). In
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FIi. 1. Effeci of i vitrs lcoboton af eai
Y2 CTh with cakeiricd (150 M) ef parcal-
. izl (100 aM) an caktficaticn. Rapressncs-

I tve phat < van Kawa seabieg of
Ty F s o (B = g
I’I

b, (E] olh incuheimd with
paricaldml ar (C] celh ncebaied wits ol
direl. (1] Chehitlicstian of celdum iscoe-
in VEMOy Inosbwind wiih comcain
coecenicaiices of calchinol [daskad bei
end parkcakciiol [datead bar). Dwin are
manoarsm af cekdun par milligrem of pro-
wmin. Dwia o mann 2 Ap = 0L v zoo-
te=d.

contrat, pancakiiol caly incremed RANKL sxpresion
about two dme. OPG lavel did not changs with sy af the
treaimenis. T, ihe RANKLOPS rotio Incresssd only
with the ldidol ireaiment (Fig. 2C). Provsin lzveis ol-
lowed the mRNA tendency (Fig. 2B and 2D,
Effects of freatment with calctinie! or paricalcital an
aqorilc calolficalion in wivo

In Flg. 3, we thow the elfecis of the difzreni ln vive
treaiments on aonk caldicaiion. Treaiment with caldirad
dramatically inreased ihie cakciied oreas (Flgl. 30 and 30
and total cakium coabznl (Flg. 5Ej in the abdominal sorin
Calkcillmtion of the medal arsa of ihe amsry was only e

sparadically {arrcws) in rats irsated with paricalciiod (Flgs
3B, 3D, mad JE).

Effects of trearment with calcknicl or paricalcifal on
blood premure

Trealmenis ol both doses increassd SEP sisnifcanily.
However, caly treaimen wilh parkddicl increasesd OBEF

signlficantly (Fli. 443 This led 10 & significant [noreme: in
pulss presiure caly in the group of anmal treated with
calciieiol [Fia. 4.

Effecer of reatment with calcéinie! or paricaicifal on
sereom caloluny and phesphoruy

As shown In Flg. 54, boih treamments significmdy in-
cremad caldum Tevels. Mo differences were obasspved
among the cakciom levels In bolh iesatmenis. The prodoc
Ca = PO, tollowed a dmilar patiem {Flg. 50, Fhosphonis
level ncreased aba i Both groops, bol the rise did nol
reach siathitical slgnificance (Fie. 5B

Effectr of remment with calcéinic! or paricalcital an
FTH leeaiy

Both ireaiments, af the Joses wed, decreassd FTH levels
to The wme extenl [Flg. 50,
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FIG. 2. Efeci of i vira Ircubotion of ki
WEMOh wiib csldirial [LE aM) =¢ parizal-
chiel { K40 oM on RANKL snd OFG azpms-
s, [A ) FANEL mANA rasnored by real-
ilma PCR. Dain are perebiass cver boanl
voelma. {E] Lavah RANEL predn 1e-
creiwd In the suliore madia. {C] RANEL!
OFG mANA e, (D RANKLYOPS pro-
igin peile. Dicks s masn x 5E.% Lﬂﬂr'n.

- =chiral.

ATy
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S
-]

ook W,

b i,

FIG. & EHac af tha in vives instnant of
fiveaixths waphrecicmyzed rxin wikch cal-
el {1 IF. thiea tima o weak foe 3 wk)
1] FHI"I:IEFH K] pai thires ilmes & week
for 8 wki ch st cdlcHizatian resan-

istlve phaiogrmpka cof voo Kea sinlning of

SoATRIL

DISCUSSI0N

This i+ the A sl peporl comparing the invitro and in vivo
effecty of ldiniol and o noncaleemic analog (padcaldicol)
n VEMC calcificalion. We showed a differsntial effed of
baith compounds in vascular calciication In wWvo. Both
irz=aimenis were squally effidzni in suppresing the in-
cremse in FTH secretion induced by the fve-sixhe nephrec-
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[A) ==miral shimeds, (B anlmah erewied
with poiicnlchizl, or [C) sbimah irested st
enldirial. {0 Choshiliestian af caleifed nk-
aoa b the scvin Dom sre parceninge af iba
nedia praaiziing calzfcniicn. (E) Clusniifi-
cniicti of culchom ik the sorm Dees are mi-
crogremn of cskbhim per milliaren =f pro-
IlrlI:!. Digin are I'.I-l-IF: SE FP & |:|.|:|]F'|'I.
=otiral.

tomy, w0 a pobzntial effect of FTH levels in vasoalar cakek
ficafion is not liksy, To rol= oul the efeci of high cldum
mnd phosphoms Jevels inthe in vivo clcificadon proces,
we deliberaisly chose 4 hvperaloemic dose of padcaldiol
and the dinlcally comparable Jose of cakchrial Tollowing
ihz 1:3 rado used in the clinkcal sediings . Thus, after B wk
of trzatmenil, animah ireaied sither with calcliciol or park
calcibol showeed slmilar L2vel: of semm calclam, phophors,
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Flir. 4. Evcluiles af Hoed prawore is frea-alzths shincls
irswind with caklinol {1 pa'ky, ibne ke s weak Bar 3 wk) o
pecicalcticl [ pe'kp thiwe dmee o weak far B wk). (A Elfsct of
irswimain i syseclic phd disiols Head premar. Cin tha kdi, wa
pemaini the vl af uckirspiz-d Avealztte bephieomyaed wni-
muh wi tha gad <f the sindy. Clu the dghi, we pressrt valees foe
ardmisds ireaied with caldivial (aclid lirea) cf parkcaldiol {dod
Bom]. *p = 001 vr. 2o emctimast. & < 000 . oo teaiment. (B
Effz=x: cf tranimaini with caldirial or prdknldicl an pubs T
=t Hveraixiba pephretamyzed shinsh. Dais sre meon = rE' pe
0L vu. 3o treaimein [A) = sctiral (B B < 008 w oc i
k.

and caldum-phosphonss produd. However, the effect on
vascular calcification was dfferenl. Wheress animals
ir=aied wikh paricalcibol showed litls aortke cldficadon,
caldtriol-treatsd animals had exienive medal caldficalion
in the=ir aorias, polnting io an =f=c on vasoular calcfication
indzpendent of the capadty of both compounds for increm-
ing 12rum caldum and phosphoms. I has been described
that increasss in semm caldum-phosphors product induce
aoriic cakification In ursmic patdents. ™" Tharefore, the in-
crease in calcium-phosphorus product in the animals
ir=aied with pardcaldial could be responsible for (he small
calcfizd arzie obeereed. Howe ver, animals treated with cal-
ciirkal that reached similar levels of ldum-phosphons
product had a significanily mone extemive aortk akific
fion. Theses remls agres with those of Wo-'®ong el o,
when companing paricakkal wilth In-hydroxyviiamin-I,.
In thai paper, Wo-'®ong e 2l showed thal, at similar
incremses of semm caldum and phosphomns, the sfecis of
both compoond in caldfcadion were diftzrznl. Furnher-
meare, this =ffect on calcfication by caldiciol has heen also
reported with nonhypercaloemic dosss of caldtrial ™
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Theredare, the efect of kknd indudng vascular cakeifi-
calion seam to he direct and indepzndent of 2rum caldum
levels.

This dbpanity in the in vivo stfect could be partially ex-
plained by the differen sz we observed In the VEMCE
cakificatin in vikrs, Inoour experimenial s=itdng:, caldino
inducsd an Increass in VEMOE cakeification in ce2lE inoo-
bated in calkcificatin meda slaing ai 150 ndd. Thess r2-
sulis ar= in agresmeni with thossof Jono etal., " who Al
showed o Al effedt of cakeknol increming YVEM O cald-
fication. The dirsct in vtrosffect of caldiciol increming the
cakciom comient i rak VEMOs B absent in cels ireaisd with
pancakiiol, 2ven ot concenirations thres fimes higher than
those of cakiirial. 1n this case, the levels of cddum inoor-
poration dd nol ncrease comparsd wiih the mnirol cels
incubatsd only in akification media. [t & now bB2en ac-
cepied that vincular caldfication b an actively resulabed
process. In a first step, VEMCs changs thelt phenotyps mnd
start exhibiting osiecblastic marksrs. They an sxpressing
bons-astodaied proiens l=adng to mineralizadon on the
extracellular matAx.** One of the early expresssd bons
reladed protsins s RANEL RANEL is a 316 aming add
proten highly sxpressed by mbecimstsiromal oslls in the
trahzcular bane, especlaly in arsas undergoing adive hone
remodeling 7% I iz normally undetectable in noemal
WERCTE, but dis exprasion incremee in cakifisd ariedal 12-
shore """ In our experiments, we showed That RANEL
expression and secretion 1o the colfoee media wes sdgnif-
canily incremesd n the cells incobaled with calclivia, buol
did nol change in o=l naubalesd with paricaldedd. [n addi-
don, adminktration of OPFG hie besn reporied bo inhibi
the vasoular caldfication indoced by warfann and vilamin
Din v OPG, anaturally comwing probsin relabed 1o
the “THF family, Is a decoy racepear for RANEL and an
inhibkor of osiecdast fomation.”™ OPG.defident mics
exhibil a decrease in botal BEMID with a high inddence of
tane fraduret mnd aso sxhibil medial cddficadon of the
aona and reral armeciss. " In our experments, levels of
OFG did nol incremse with any of the compounds tesisd
Civepall, the occomences of vascolar caldfication with il
of mo changs in OP G ond Incresss in RANEL (ln buman
atherosclzroiic or valvolir ledons and OFG™ mice) have
=3 1o the proposal thal Slevabed RANEL levels mighi
somehow favor vesel clcication '™ ™™ Howey e, when
we add recombinant RANKL to control c2ll of cells inoo-
bated to pardcalkiicl, the In viro akiication dd ool in-
creass, Therelore, In ourexparimenial setiings, the inreass
in EANEL could be paralle o ihe Increas: in cakeiiction.
Thu, 1his increass may indoale an increase in RANEL-
produdng celk and hencs, increas: in osbzoblasidike ozlls
thai would b« the meponsibls of the increase in calddfica-
don.

A increase in blood preswre after treatmeni with via-
min I has hzen presiousty repored hoth in animals'™® #
and patients."*! Treaiment wikh hoth analogs had o Hgnifi-
canl =ff=ct in blaod presaure. However, whersie bath freat-
ments increased signiicantly the SBF, the DEP only raissd
in the paricalciicl-treated group. This lad 1o a signifcant
increass In pulse pressurs only i the animals treatzd with
calciiriol. This increass s2ems similar to the one observadin
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FIG. & Efec of the i vivo imwinenk of
flvealzths mephrecicnyzed rain wkb cal-
ehirdel {1 pE\ thires timan o weak foe 8wk
ot plrl:ll-:mFlE priky. thres tlmes o wack
for 8 vkl =6 [A) winm cakkhom lewh, (B
wiran phophons levels, {C) serum csloham-

caphcim peeduct, ard (D) wiwn iFTH

veh. Duim oee maos 2 5E ®p « 001 w

aging, In which an increass in pulss preswre s observed,
caussd by increasss in SBP with litile changzs in DBEP. In
1T sfudy, £he Increass on pulss pressure on be explained
by the shiffness of the arleny coussd by the caldficalion
proces. This increase in pube pressure could be also a
d=letarkoe skds effect of The calchickd creammeend, becase it
has been previomly shown thai pubie pressurs is 4 strong
predicior of cardovisoular and cerebrovasoular maral-
Ey. e

Ar we staled in the ntroduction, vilamin D therpy s
widely used to traat 2HPT in dalysis patients. The posiive
ffect of vilamin D ireaiment in hemodialyss patients has
heen pecently shown. '™ However, m we and ofhers have
thown, caklividl has the polential of increming vascular
caldfication. In fad, i hie abo been shown thal, in dalysis
patiznis, Ireaiment with parkcalcibol shows sven belter re-
il in wedyval ™™ Furihermoers, the differendal =ff=ct
2e in the dinlcal practice szems to be independzn of
wemum calcium and phosphons levels ™

In summary, we showesd that caldinol and pancakkal
bays ditferent #fesds in the caldficadon of ¥Eh{40s, Thus,
wherem cakelivkd Increses calcication of cells in viiro and
in vivo, paricldicd does not, The diffzrsnd 2ffect on calod-
fication Is independznt of Level of cldum and phosphats,
Thus, caldirial and parkcaldiol have diffzrent polencies for
calcitying VEAOs, Theretkone, extrapolating these resulis to
ihe dinical settings, treaiment with padcakiiol could main-
imn all the positive sffzds of vilamin I therapy and wvoid
wome of The downsidss. Furth=maore, thews resulis may 2x-
plain, al l=wet in part, the diffsrences in survival obserssd in
ihe clinical s=itings. Howsver, morne gudiss in humans ane
nesded bo confirm Thiese resulis and 1o forchsr deline o= the
advaniages and dsadvantagss of diffsr=nl Wiamin D ana-

boes.
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ARTICULO 2: RANKL increases vascular smooth muscle cell calcification
through a RANK-BMP4—-dependent pathway.

RANKL aumenta la calcificacion de las células de musculo liso vascular a través
de la via RANK-BMP4.

Introduccidn: La calcificacion vascular es un proceso que se asocia frecuentemente con
diversas patologias como la enfermedad renal cronica (ERC). Es un proceso activo y
regulado de manera semejante a la mineralizacion y metabolismo del hueso, en el se
encuentran implicadas diversas proteinas 6seas. El eje RANK-RANKL-OPG (receptor
activador del factor nuclear kB - ligando de RANK - osteoprotegerina) controla
estrechamente el recambio 6seo. RANKL se expresa principalmente en osteoblastos y
sus precursores. Activa a su receptor RANK en los precursores osteoclasticos,
permitiendo su activacion, maduracion y supervivencia. El paso final de la activacién de
RANK es la translocacion al nucleo del factor nuclear kB (NF-kB), que tiene lugar tanto
por la via candnica (regulada por IKKB) como por la alternativa (controlada por IKKa).
OPG es un receptor soluble sefiuelo de RANKL que impide su union al receptor RANK.
RANKL ha sido sugerido por diversos autores como molécula responsable del
incremento de la calcificacion vascular, basandose en observaciones indirectas, sin
que existan hasta el momento pruebas directas de ello. Por este motivo, en este
trabajo, evaluamos el efecto de RANKL sobre la calcificacién células de musculo liso
vascular (CMLV).

Materiales y métodos: Utilizamos CMLV procedentes de aorta de rata para determinar

la calcificacion producida por RANKL in vitro. Se coincubaron con OPG y se
silenciaron, mediante sh RNA, diferentes puntos de la sefializacién desencadenada por
RANKL (RANK, IKKB e IKKa), para dilucidar el mecanismo por el que RANKL induce
calcificacion vascular. Analizamos la expresion de Bone morphogenic protein 4 (BMP4)
en las diferentes condiciones. Como modelo in vivo empleamos ratas sometidas a
nefrectomia subtotal, con y sin tratamiento con Calcitriol en las que se determind y
localizo en las arterias la calcificacion vascular y la expresion de RANKL, OPG y BMP4.

También se analizaron los niveles séricos de RANKL y OPG.

Resultados: Las CMLV incubadas con RANKL muestran un aumento dosis

dependiente de la calcificacidén, que es suprimido al coincubar OPG. Para probar si el
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efecto en la calcificacion es mediado por la unién de RANKL a su receptor RANK,
silenciamos RANK en las CMLV. Las células que carecen de RANK no muestran
aumentos en la calcificacion vascular cuando se incuban con RANKL. Para conocer el
mecanismo por el cual la unién de RANKL a RANK desencadena la calcificacion de las
CMLYV, silenciamos las quinasas que regulan tanto la via canénica (IKKB) como la
alternativa (IKKa) de NF-kB. Sodlo la inactivacion de IKKa inhibe la calcificacion,
senalando la implicacion de la via alternativa. Por otra parte, la incubacién con RANKL
aumenta la expresion de BMP4 en las CMLV; este incremento no se produce en las
CMLV que tienen silenciado RANK o IKKa. Ademas, el aumento en la calcificacion
provocado por RANKL, también desaparece al adicionar al medio de cultivo nogina (un
inhibidor de las BMPs), apuntando a BMP4 como mediador en la calcificacion inducida
por RANKL.

En el modelo in vivo, el incremento en el contenido de calcio en las aortas es paralelo
al aumento en la expresion de RANKL y de BMP4, que ademas se localizan en las
areas calcificadas. Sin embargo, no se observan variaciones significativas en los
niveles circulante del ratio RANKL / OPG.

Conclusiones: RANKL aumenta la calcificacion de las células de musculo liso vascular

a través de la uniéon a su receptor RANK y el aumento de BMP4 a través de la

activacion de la via alternativa de NF-kB.
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Molecular Medicine

RANKL Increases Vascular Smooth Muscle Cell
Calcification Through a RANK-BMP4-Dependent Pathway

Sara Panizo, Anna Cardus, bado Encinas, Eva Pars=, Petya YValcheva., Suaana Lope 2-Cagil, Blal Coll,
Evira Femandez,® Joge k. ¥aldivialso®

Absgirac—Y ascular calcification commonly associabed with several patbologizs and it bas besn suggesizd to be similar bo
bone mimeralimation. The mvis RANKLOPS (recepior activabor of noclesr facior kB ligand- osisoproiegerin finsly
conirols bone omover. RANKL bas besn sugpssted io increme vascolar cakification, bul direct avidence it missing.
Thus, in the present work, we assess the sffect of BANKL in vascolr smooth muscle cell (VEMC) calcification.
VSMCs incobaied with BANEL showed a doss-dependsnt increase in calification, which was abolished by
coireubation with OPG. Totesi whether the affaci was mediated by signaling 1o iis racaptor, knockdown of EANE was
aocomplished by shori hairpin (shiENA. Indeed cells lacking BANE showed no increasss o wascular calcification
when imcobated with RANEL. To funber slcidaie the mechanism by which RANK activation increases cakification,
we blacksd both nucksar factor (NF)-kB activation patbevays. Only [EEs imactivation inhibited calcificalion, pointing
io an invobvemenl of the alizrnative NF-kB aciivation patbevay. Furihermaore, RANEL addition increassd bone
morphogenstic prodein (BMPIY expression o VEMCs, and thal increass disappearsd in cells lacking RANE or [KEax.
The iocreass in calcification was also blunisd by Noggin, pointing o o mediation of BMP4 in the calcification induced
by RANEL Furthermore, in an in viva model, the increase in wascular calciom conient was paralisl io an imcreme in
RANEL ond BMP4 expression, which was localized in calcifisd areas. However, blood levels of the ratio RANELOPG
did noi chiangs. We conclude thai BANEL increases vascular smooih muscle cell calcification by binding 1o RANE and
increasing BMPY production through activation of e albemative NF-xB patbway. (Cire Res. 2000 100 [041-1045. )

Beey Words: wascular cakification ® RANKL = BMP4d = KE.xB

V-‘IELIJII calcficalion is a well rroognized ind commaon
complication of & varely of pathological condiiions Tike
chronic kidrey disease (CED), digbeies melliios, and aibero-
sriepcals.® Theee aee I main types of vasculss cakcifcaton,
depending on wheiker the calciom d2posiis are locoed in the
intma o 'm ihe medial liyee® [ndmal cakifcation is found in
aihieroscieErclic plagques and is associned with o higher likz-
lihcod of adverse evenls such w myocidial infwction wnd
coronary deafh.” Atherceclerotic diszase involves o complex
interplay among seven] faciors ke infammation, thombo-
s, 1nd lipid meabohian and diffeezal o21l iypes such as
endothelial cz2ils, vascular smooth ol cells [V EMCs), and
macrophages. hadial cakcificalion is usually aoociaizd with
apz wmd CED paiencs Madial calcification gensrabs n-
creasad vascular siiffo2:s and redoced vascular compliance,
which are maocigizd with increes in spsiolic blood pres-
sure, pubs pezzsure, and pulse wave welocily. All of thee
complicalions Jeid io alered coronacy permion and lefi
venriculor hypaimophy. Fumhermorz, m2dial calkcificalion

of skin arvericles couses culciphylaxis, which is associabed
wiih Thrombaiic cotnow ischem’s, necrodo skin ulesrabdon,
ard @ high moridley mie. o ibis cowe, The man o2l iype
irvenlved is fhe WEMC:,

In the pasi, wizcial cakification was ragarded as 1 passive
process. Thos, incrzaes ncakium and phosphaie levels over
s solobility threshold woold indoce calciom minetal depo-
siion dn soft fissues. Meveqhelass, wocumulaling evidznce
suggesi thal anznal cak Micalion is The resull of organized and
regulabed processes similar o bore foemalion” Bone memod-
eling s a lifzlong ooordnabed process of bon2 formation and
resorpion that rerews and adapis the skelson® Thus, the
balance betwaen bon2 resowpiion and formation is firesly
regulabed and mbalances on ore Side o Che olber can coms
bone disamse. The regulition of that talance is achieved by a
combinition of homones md the local cyppokine mifen
wilhin ih2 tone microznviroomenl” Among the homones
thal rzgnlaie bone remodeling, the Juoovery of the RANE-
RANKL-OPG sysizm irecepior scfvabor of nuc kE=ar fador «B
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[EAME}RANE ligind-osizoproiegering provided o majo
Eezakthrough on ihe undersmnding of bone remodeling
mechanisms

FLANMEL ' 0 member of the umoy mecrosis facior super-
Tamily and s axpressed mainly by csechloo and is imma-
tre pracunicis® BANEL aciivaies fis receplor (EANE],
which is gxpressad in osizoclasis and lis precurior, promoi-
ing csteoclast formation and activation and prolorging osie-
orlasi survival by suppresing apopeosis.® The final sizp in
RANK oiivaiion is the puclear manskocaiion of muclkear
Tacior (HF k=B, which is conirclled by 2 main pathways, che
classic md The alisrnalive NF-=B paitwaoys, which are also
conaollzd by Jidferent kimaszs (IKKE md TKHa, respec-
civelys OPG i3 o dacoy recepior Tor RANEL, which dinsciy
comizr: all the EANKL-mediaeed actions'* Tho, the
RANKLAFG rafio ix critical po delzrmining bone remodel-
ing and bore mass, ond imbalmoes in ihis rallo or n RANK
signafng mdzcliz the paihology of many disordecs exhibiiing
epcasnive bone loss™t In facl, vascolar cakification is
assoviatesd with omeoporolic bone koss, bal ibe p2aons o
thie or2 unclear. The decovery Chal mic? [cKing OPG had
sevens osisoporosis and anevial cakification providad che
firgd che thal the OPG-RANKE-RANEL axis could = an
impoiant sccrinaplinoing 1xis on vascular cokification. 2
Furihermore, ihe fac thal EANEL axpremion incremes in
clcified sroeral lissuet-# addad ne2w avidence o o pouible
cole of RAMEL on vascular cakificarion. However, dped
evidenos of 1 ol of RANEL on vismlor calcdfication is
missng. In ihe preszol work, we analyee ihe role of EANEL
in vascular culcificalion in vigo and in @ in vivoe model of
vasrular cakification.

Materials and MMethads
4l ik experimexin perfored ity sudy mlkrseed che NIH Geide
for e Care amd U of Laborgiory Animair

In ¥Witro Studies

el Caliires
Prirmry mai woriie W3MCy of Spragoe-Diwwley csw were obiised o
demribed previcwly'” wad msinesined in DMEM {G1BO00 coraain-
ing 154 FRE.

Cally wers pluzd {157 celle'pleie] @ IX0-mm ploiee When the
cell conflmnee wa =308, VAiMCy were ohi m =dcificeilcn

miedin, DMEM coptsining 15% FHE, 10 mnoliL ssdism pymuie,
wnd 10 ol 8-gheeeropheapheie {Sene, The efivece of RANKL
il, Lo, NE, 1040 pme’ L), 0P (100 prechil), sad coggn (130
praliL) {ull } From Sipma] onvibe celcifceiicn bevely waipszd.

Wi wed czlb beiween pemege 1 and 3. All of ibe eaperinenis
wers pedormed ininpliceie. In asch experiment, 3 ploics wom uied
per cusdiicn.

Determigaion of VEMC Calilfomios

ln ull of ibe calethicstion. exmrrmenin the cleiom levels were
memured 5 doyw afier ibe sddition of the insimect. Fine, ws
mamured ik e of cdeinm imorponiion of ¥ EMC nesheed
wiik ircrening dosen of RANKL Momoreer, weiesed ik affoc of
PG snd moggin dn the culeificeiion bevel indoced by 150 poalfl
RANEKL. Qmetificstion of caleinn depesits and von Koses sinining
wors mrionoed mu provicmly descrked'® Alkadine phosphaioss
(ALP] sctiviey wan deiemuirad by il pars-ritroplacy] phoupheie
i:-h::inllﬂgﬂ.lllr Syprimena), ! B repheey! phesgh
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Lantiviral-based veciorn for F2A inerffemrce-madised gere vilenc-
ing (Fi%¥a) comiszd of o Ub promcier for exprssion of shon
huirpin GabIRNAx s 1be Yesw vadane of yellew fmeson
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closed icin the Apel-BamHI xize of FA¥u. shRNA i FJUEnTE
m FANE wm TTACCTGAGOATOCTOAGOAT. shRNAx m
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Cuoliore medis was colleizd snd cesinboged for 5 mincee s 106540y,
wrd ik Tmﬂlu wun added = prosving VAMCy ovemighi. Afer
thiv parimd, media ware replaced with rob mods, aed celb were
incabaizd for 4 sddinons] deps o sllew erdegenco pere kneck-
dewr, Waiern Bloi aod'sr reslime PCR wern perinmed o check
the gere krockdosres.

Rea-Time UK
Toisl celuler RNA wan noszd from WEMO comrcl, RENK
krxkdosn, [KEa wad -8 kreckdown, aod desse samples by ihe
TRIzal meibedd. In the o vitrs experinents, ischcion =l RNA wu
perdormeed 48 ooy sker e addiion of tresnenis. Revers -
scription wus perfomed wilk the fing-srand DA spnibeain ki fer
ET-FCE {Roche Dingncsica) Wa owd TagMan mal-doe PCR
wnplificstion with gesz-apecific primar for RANEL, RANK, OFG,
bore ma naic proizin [EMPIL or HMPS {Geee rRLicn
fanwyn Erem Applied Hicaysena), wing mi glycerddebid-2-
kauaph sie-de o (GAFTTHI an & meferencz wik sn AR
|I::'rilrl WO Sequerce Deieciicn Spiiem (Applied Hicapszrmo)l The
ralstive FNA amoont wan colcolsied by sanderd fonrale. Avenge
wed sizaderd eror from 3 experimecc wen culoolsied

Prﬁﬂm‘i‘m af Wy clear and Cwoplasmle Fradeln Extraos
VEMCy were n':lrnnl wiik L0 Plll-Dll RANKL for O, 10, med 30
reoroien wad |, 2, end 4 bowrs. Afieresch doe poind, % EMIC were
wmbed wiik ocld PB3. Cyicplomic wd cuclosr prozino itsdinn
wern axincied axng NE-FER MNoclear wed Cynplumic Exnciico
KIT [Fier=zl.

Wesiern Bilal Anaivsls

Wavem blot snalyiin ww perfonned o deicibed previcaly, 46
by efier the sddiiion of tremimenia. ™ Afier Blciting, the me

w drcubeisd cesmighi with seli-RANE eniibody, soti-sdive
coapass J wnibady [1: 1000, Cdl Sigraling], seti-IK e mnti-
IKES (1:100; Cabicchem) enii-FELH {1:1000. Sanis Cre Hie-
weheslogyh, wrti-bsiess | (15K Ssms Cne Bickechomleayl,
mni-lactic debpdecgenmne (1:1000; RAocHerd), wad eod-iobdic
(1: 10 000 Ejpme). Secondary sntibedy Rnding wan detzeied weith thie
ECL Advance Wesiern Blbiing Deizciien K (fmermshen His-
aciercea] ead ke VemeDe: [magng wpsom Mods] 4000 ( Bio- Rad).

Exzyme -Linkad fouemnosor bewl Asvay

Leezh =f EMPL EMPY, RANMKL, aced (PG wers dazrmined inzzll
cubure waperosiace, sed i ploms ww deimmoned by o conmer-

cislly wrenilshle ELISA [Qusntikine, RED Syiems Minszepala,
Mins, wrd Hiomedios, VWienee, Aasiris].

In Vive Studizs

Experimena Anlongk

2 w—-Dhwwd ey paicy (200 4= 225 g wrderseeni 5'6 mphrec
p:ﬂ‘:!nli:f d-.l:r:':lhd Fr:rr:l:hrllllE.Im:l'll-lrl-:li'.'iﬁ:li:u.!r\-:r-q::ljl!:';mli':II
proup recereed caleirmnl {1 paier 3 nmea s week for 3 weeks; n=],
wherm the mroad group mezived o whick npcion (D=7,
Morcver, 1 more growpa of » rued rein werne usd (oomre],
n="1; inpizd wiib the sxne doe of cskimol o=9. & guibaoois,
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Flgura 1. Effeci of e ri.'.l.l:lll:ln:-n -:f rd 'l'Ehl.'.-E-'kﬁ rr:rn.u-hg
doses of RAMKL on cakdficabion. & Efect of RANEL on leveds
of caldum. Cerla &g szad In nancgrams ol cakclum per
milyram of prolein B, Efect of RANKL on ALF actiby. Dixia
an sepressed i memational units of ALF per milkgram of pro-
tain. ara mens = BEM. P=00.05 vo ASMEL O pmall

u beod aemple o eatrected and shdomine] sonas wero colkcizd
wnd drvided amiz 3 pioces. One = foced, ircloded in parsffin, eead
shized; wpcther picce wn umd o daterming cileiin conteot; era the
Ly wran wned o podeio FENA

Aoric Tl e sl ow

Tz nizady ik < bacggan inibe soriw of ik eireads, we parformed wen
Koae suiniag w deerbad in the metion. Deteminaicn of YaMO
Calcificsion shove. Furibenmoom, wemeasared foial caloom conient
m deenbed in the svme sction.

Touw conafis i ol ol iy

Seqeeniial alidks wen wmed for immonchisicchemisivy e oo
Ko rigiring o previcaly deserbed ¥ Seciicom wern mcohsizd in
L0 pnil-FANEL pexl enii-BEMPY [(Abesmn], son-TRAP
(Sarms Cruz Eimrhuiq!:f_l pd:.l-:hu] spithedion or scninmone

asrum Crepstive cosirele) ovwesigkt s 40 Adier !.l.lh*.
secticrn were ircukaied wick 1: hintirmy leied secondury sonbedy

wnd Yeoiwstsin ABC erd DAH snksimmiz lDis [Yecicr Lakal.

Eicchemiziry Danta

Hlzaxd obicired si the end of ibe expeimeni wwr salhpeed oo
cacian snd phonpheiz wing & mukichanrel ssicand year (Rocha'
Hiinchi Moduar Anslytic).

Stntistical Annlysis

Differercen beiwsen groape wan wuemed by ANOYA fmllosed by
Dugred’s pol boe toe A vl of P08 wan comidorad satini-
cully nignifiz

Resulis
In Figure 1, w2 show the efact of sdding RANEL 10 VERCS
colweed with caktification media, RANEL inoreased ¥VEMO
culcificalion me2asunsd as ¥VEMC cakiom l2vel (Figum 14
and ALF actwity (Figore 1B in 2 dosz-dependzni mannsr
and siariing 2t conceniraons of 100 pmoll. The cakifce-
tion induced by FANKEL was also visualized by von Kossa
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KEANKL orel %osoulor Chlcification e
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5an - 1
g 20 I
E 0 - L
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E.. 130 4 L
T I ke ==
P WL L1} 1} i Dipia DpiA
PG L1} 1 il 7 i
Fl WHEMﬂMPmﬂrﬂﬁmsmﬁlﬂﬂ.
Y oliL) and OPS (100 pmoiiL) Fepra hoto-
q % ol won Kossa slaining of comingl HE% Irecusabaid

FRAMKL [BL comirol cals noubaled with ||1|:|ch=

Inoubatad AAMKL and CPG D E, Cuamifc

cunrmpudmmhmﬂ.pmdh I.ITE-:\I'I.'.IJ-

cium per millgram of profedn Ddlmn#:%.l. a1
KL O pmold, 0 prraddL; 880008 v RAKNEL 100

k]
pmoliL, OFG O pmokiL

smmining, a5 w2 show in Figuee ZE. [nthis case, we can s2&
thal incubation of % EMCs with RANEL incremed the brown
smaining Thal macks calkcified aress.

In Figore 2, we show ke 2ffecl of coincobation of RAMEL
wiih OPG W che cakification of VEMCs, The Incezase dn
ciciom Evels induced by FANEL wis inhibiizd by OFG
iFigure IE, ID, and ZEi.

To determing whaiher e affect of RANEL was medised
by mctivation of RANK, we deigned shENA o dacreass
RANE prolen levals. In Figore 2 we con ss2 fhal levels
RANE (Figure 24 were decreasad in the cells infecisd wilk
FE¥sl-RANE. The incubaiion of thoze cells wiih LO0 pmaoldL.
RANEL shoswad thal the eliminaiion of RANE blunted the
increas2 in oakificotion (Figwe 3H), suggesdng ihat the
effact of RANEL . cakification is madised by binding 1o
RANEK. To deermine wheihar or nol part of 1he effeci of
OFG was madised by inhibition of TRAIL (lumor naorosis
Tackor—relaiad apoplsis-inducng lgind)y, md thie ishibiing
apoplosis, we also chacked ke affac of RANEL and codn-
cobabion of RANKL and OFG on the kEvels of iolve ciopoae
A, Incobation of VEMC: with RANEL or RANEL plus OPG
Tor 48 hourz did not modify the Evels of aclive copas 2
idala not shown). To Turher glucidale the pathway, we
infacred calls with shRIA for both kimas2s involved in the
clazsic amd the akemative pairevays of NF-=B ociivalion
{Figure 34). The disnuption of the aksmaive patirvay (g
noi the clas® pathway) Blumizd the increas: o caleificalion
(Frgurz 3B). Accordmgly, incobalion of VERC: wiih
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Flgura 3. Efect of the krockdown of RANE, IKKz, and IKKE on
vasodar cakification Induced by RANKEL. &, Protain in conirol
WEMICs and cells Infecied with sShANA for RANE, KK, and
IKKS Tibulin |5 used a5 & koading conirol. B, Caloium levwsds In
il WEMCET of oolis lacking K, KFx, and IEKE ncu-
e In ool cexdl on rrndm bars] or calclfication mada
wiihi 100 pmoldl RAMEL :rsl Cala o eecpressad In
nanograms ol calcum .l:EFq obain. Cuta ara

means =5Bd. "Fai -:dls recubated |ni cakcPcaiion
I11H||.I.C Trandocation of AeB b the roceuas. BB kyds werd

Wastem blod In ruckiar (top) and a=mkc
|'|:II:l:|:l:i|T|| rs of YEMCS @l difenent 1ms T witar
addion of FEMEL. Histans 1 and «Jacio QanasE

i -LDH| ware used a5 lading confmls in nudear and ofopas
mio Frachons, raspac ek,

FANEL mozamd e mdlar levels of BE2lB (Figure 3075,
confiming The scdvadion of ihe diEmadve pathway of
HNF-=E mclivalion.

In Figure 4 wa show the sffect of addng RANEL in the
mEMNA (Figmre 44) ind proizin (Fipuee 485 Evels of BMPY.
RANEL Increised BMP4 laval in VEMOs Mo affecl of
RAMEL on BMFZ level wor deizcoed sither by realdime
PCR of EL1SA {dals nol shown). Elminalion of RANK o
IEK:a ik nol [EE S blumizd ihe effeclt of RANKL on
BRIP4, poiniing again to b aloemaidye pathway of siivaiion
of MF-«BE as ihe responsible of b increass in BEMPY inducad
by RANEL In Figwe 5A and 5B, we show the effect of
addng Moggin (2 BEMP4 mhibiien in the cakification in-
duced by BAMNEL The addtion of 100 pmoll. Moggin
Blunmizd ihe ircrease in calcificalion indoced by EAMEL,
sugpasiing that ihis Increase 15 mediaizd by o BRP.

Figore & shows ihe remalis obizinzd in the invivo mode] of
wascular cakcificalion. Acierizs obiained from animals with
300 nephreciomy showed a significand incezase in vascular
calcificalion measured as calcum conbernd, which was eoec-
ertated by craimeni with calciriol for B wesks (Figure 640
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Flgue 4. EMP4 axpression. & and B, mANA (4 and proien (B}
levals of EMP4 In comirol ¥2MCE or calls lac FlNE, BHa,

and IFKE inoubaled n caloification media gy or caloil-
cation meda with RANKL fwhile barsi Dlabs ans mesrs=SEM.

"Fan 05 ws conirod celds roubabed in calcRoation moda.

pg BMF4 il madia 0@
=

Blood levels of BRANKL were no modifizd by ihe reatment
bul OFG bl increised in weemic animals, l2ading 1o a
ey 1o decreas: e RANELACPG mtke (Fipmee ©8).
However, vascular expression of EANEL in thos2 animals
incressad with no changas in OPG (Figore 60 and was
cokcalized with the cakified areas (Fipiez 6E and 6F% In
aiition, EMP4 axprestion (Figure 6D alio incneasad in
anenss fom wamic rais md uremic rus cremizd wdih cakii-
riol md was mmunclooalized in ewvily cakifisd weas
(Figure 6E mnd G Mo smining for TRAF was d2i=cizd in
arels gxprassing BEMPY o RANKL (Figure 6HJ.

Urzmin induced a sgnificani inorease in sevum cakiom
{Cay bul not in phosphorus (F) levels conool Ca:
10422024 maAdL, conired P: 58120024 maAL; woemia Ca:
LLOZ20 14 mgdl; uremia P S06=2027 mgidly P00l
Admmizradon of vimmn D fuciber increased both cakiom
and phosphonis l2v2ls in uranic animals [uremic +vinmn O
Ca: 12142037 ma'dl. oremic+viamin D P 62220354
mgidl,; A<00]) whenms irameni of conrol mimals wiih
viamin D did nol changs coneol Ca noc P obkod lavels
iconpol+vilmn D Ca 1078007 mp/dl: conirol-+ vimmin O

P 572008 mgddly

I¥iscu=sion
To ow Encwledge, ihie 5 The ficsi mporl showing o diect
gffact of RANKL increasing WEBMC calcificalion The pos-
sible effed of RANEKL on VEMC calkcifcalion has Besn
mgeasizd by seveml authers*3 maunly based on indrec
erperimenial resulis found in ibe lievamee, On the one hand,



Maniza et ol

&
ain 'I
o
&
L 1 1
" R0
i, 11
= 10 '
- 10D I. | [
: I
111} l
¥
= B 1] 100 10
M0 DI [ 10 | * gl
B s
B 3 |
B
E' LE
=% i |
: ] ‘r,, T
s
RAMFL i 1 i s
WO d | Tl 1 [l

Flgura & Efect of the inoubation of rol w3 MCs with RANEL
{10 pmoliL) ard Moggin (100 pmeclfL. &, Cuari fication of cal
Sl noofporation. Diaa an @aprassed in ams of ol
chum per milgrem of profein B, Efect on ALF »ciivily. Dwla ara

messed in Mu]urﬂsMALPmmll;’m of n
DOizta are means =S EMW. "P-0.06 v R& 0 pmalfL, gin 0
prel’L; #F=C0.05 vs RANFL 100 pmaldl, Heggin O prmalt

the expression of FANEL increases in cakifisd areas in
anerss fom 2xperimentl animals md from patents. [n the
OFG Imockom mice, 1 model that shows csiscporosis and
vamulyr cakification, Min & sl showsd that EANEL
mEMA could be fourd rear the cakifizd anerdal lesions. In
addeion, the preemce of FRANKL ho b2en also found in
associadon wih exracsllulir main soerounding calkium
deposiis in homan aikercsclenoiic plagoes™ and o cakified
aofic valvas *3 On che oiter hond, the expression of OPG as
o ranspere on an OPG-null background prevenied ibe appa-
ridon of vooular oalcification. However, 1 sdmnisoaiion
of OFG 1o aduk Imockow mice did nol inhibil vascular
cllcificalion, indicoling o possible affect of RAMNEL in Che
onsat of calkificadion.  Furibermoee, Price =i al* shosed thot
administratdon of QPG oould iphikit the vascula calkcification
irduced by warfucin and viiamin D in experimenial anmals.
A reveni p2pon of Morony = aF+ also shows thal OFG can
‘inhibii vascular culcificaiion withoul iffeciing atherm sl osis
in an animal modal. Ooe pesulis show that RANKL added 1o
YWEMO: moubied in cakificalion media morzamd bolh
cllciom coneni md ALFP aclivily, iogeiher with an increme
in von Kossn staining. Thus, we have shown o Jeeci effea of
RANEL induicing ViMC-medizied maix minsralirmtion.
The fact thal OPG inhibils vascular cakcificotion 'n exper-
imental models has been atriboizd o the pasi o I popible
mechanisms Cne was sxplained by (ke Tl Chal QPG inhibils
bon2 resorplion, and some authors link an incrzae 0 bome
reaofpdon with vasmlar calcificalion. Thus, & has besn
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proposed fhal an ‘mbalince in culciom dlocaiion allows iis
movemeal from bore o vasollar wall vis mechanisms that
imvalve OFG A7 This hiypothasis woo supporied by resuls that
link orizcial cakilcation with Jueas:s wilh & high bone
resorpdon raje == and oo b2canse resimens fhal inhib
bon2 rescrplion can iohibil vasculor cakificadon in experi-
mental modals®* However, in patiznis with cheonic renal
Tuuez, high kvels of OPG s22m 1o b2 umabl 0o project
againsi vcular cakification. = Mmeihelass The sgnificince
of ihose el is limited because of the faci thal in those
stdies, RANEKL Jevels were nob measorsd ard, thos,
RANELAOPG ntics waie2 nol d2izminzd. The oiber mecha-
nism iz by acling drectly on c2lls in the anery inhibiling te
effect of calcicalion fmulabors. OFG 3 o deooy racepbor
for RANEL and also for TRAIL® VEMCs express bath
OFG and TRAIL.™ The Mnding of TRALL 10 i reacepiod
induced apoplosis, which has alio b2 relabed 1o vascular
cucficalion In vitro models of cakifying VEMC: hove
shown Thai a minera] imbalmos indoces VERC apopiosis and
vericle release?t and ihal these apoptofic bodies and vesicles
form 2 nidw for the deposition of calkium phosphate.’s Thus,
inhibition of TRAIL could inhibit also vascolar cakcificabon.
However, no direct evidence of apopiosis has besn found in
models of vasmular cakification in which OFG ireaimeni was
able b2 InkibdL [ Theee §s 2 third possibility, which is that
OFG dohibie vwcular calcificalion by diezccly ichibiling
RANKL. Cur r2sulis claarly show ihat coincubaiion with
OFG inhibis RAMNEL-indooed VEMC cakification. How-
ever, i oould be hypothesized that incubaiion wiEh FEAMEL
will inoreas VEMC cakification by d2pleing mdogenously
proeduced OFG and, thus, l2aving TRALL free 1o induce
apopiosis, O sxperimental r2sulls show that incubation of
WEMc with RANEL did not increme the Jevel of adive
caspasz 3, which is inmvolved in TRAIL-induced apopinsis.
Frihzrmors, we peformed expaiimenis in which w2 iohib-
Tizd BLANME axprzssion by shRMA. In fhose olls, incubalion
with BANEL did noi incrzase VEMC calcificalion, poinling
0o @ dwecl ol of RANEL inoeming VEMC cakzification by
Einding 1o RAME.

The Finding of RANEL m io recepior RANE aciivaies
bath the cancnical and the aliematye MNF-«B paihwoys =25
W fweiher investigaled how activation of RANK induced
voulyr calcdicalion by inhib®ing echer pathway in the
MF-«B cascode. The resuks showsed that inhibition of the
cunoncdl pathway did ool affect vascolar calcificalion,
whiareas fhe use of shENA for The main kinis2 involed in Che
alizcnalive paltway tomlly blunted FANEL-indocad ¥VEMO
cucficalion Accordingly, inoubaion with BANEL Induced
an ipcreas? in nclea iranskocaiion of EslB, proving an
pctivation of the alizcnalive MF-=B paibvay. Furihemmone,
pctivation of RANK incermed ihe prodocion of BRMPY.
BMPY 12 0 membei of the BEMFP Tamily, a groop of signaling
molevulzs ihat belong o ihe rinsformng growth facor 8
supsidamity and were initially "entified by their capacily 1o
irduce andochondml bong formation® In addidon, BMP4
hm bezn involved in ihe osizogeokc trmsidon of VERMCS,
I2ading 10 vasculir cakification.™ [1has also bezn described
thal BMP4 increases in wiro YEMOC cakification™ and is
upremilmizd in calcisd aiherceckErciic Raions* Cur resolis



Resultados

Fods Circmlation Reearch

May £ 2000

raks with su

Faed

magn fcaton, =i,

further show that paralizl o a decreass novascolar cakeifica-
tion, inhibitdon of the aksmative NF-«B aciivalion pathway
also deoreased BMP4. Fortemoez, the sddicion of noggin in
pharmacolcgizal inhibilcs of the BMPs ) io the incobailom made
also inhikiizd the RANEL-idooad VEMCO oakificaion sog-
gesling that & i mesdiaied by an ircrzase 'n BAMP4 expression.

Wi also fesed cur pesulls inan o vivo mode] of vascular
calcificaiion In ihat model, subictally nephrectomized rais
werz mealzd wilh high Jdos2s of vilamin D to mbemily
vasculayr cakificadon. This model has been used before, and
il has bean shown Thal adminisiration of OPG was ablk 1o
decrease the vascular calkeificadon ™ The resuliz show that
sdminebsion of calciriol b0 normal animals doss ool [ncrepes
eflher the expression of BLANKLAOPG of BMP4 in aneces of in
Elocd. Thoss animals showed no dncreases 0 voculsr calcidi-
catfion. In mddidon, wemis incdoces an increass in the
RANKELNPG ntic and in EMP4 expezssion in arierEs.
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Consisiznily, ke lzvels of vascular calcificalion are norzased
in fhoge animals The increme in vascolyr cakification is
highsi in the uremic animals freaizd wilh cakiriol, mgeibec
with 1 Edency o moeas: wievial BEANEL md BMP4
gxprassion This findng sugpesis tat e are other facuss
Charl have an effect on Che degnes of vascula calcificalion in
vivo that can bz mfluenced by calciinol iresimenl. Foo
inmnee, urzmic animals ireated with calkoliricl show highae
lavals of phogphoms in blood, & parametesr 1hat has besn
shown o increass vooular cakifcadon.”” [n addidon, the
expression of RANEL and BMP4 were localized in areas of
medial cakificadon, spporiing the role of RANEL in
promoiing VEMC cakification. The siining for TELAP was
negalive in fhose areas and agress with previous s
mgpesiing that, conirary 1o aiferoslenii plagoes cakeifca-
tion, in m2dial calcificalion maoophage infikmtion i not
imvolvad *® The clinical implications of ow in vivo model 1o
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human paibology are relabive, because vilkmin D inlodcalion
in uremic padens is cucrenthy 2 mee phmomeznon.

We also d2sied the role of ceculating kevels of RANEL as
o possible morker for vmoular cakificadon in our model.
However, whereas the vascular expression of BLANMEL in-
creased, Che circulaling levels of RANKL dd not change. The
associaton of clecoladng OPG kevels with traditional vaso-
lar risk Tactors has besn axiemsively repored.** -0 bal che
possible usz of RANEL levels is sill conroversial Scheit el
al9 showad thal samm BANEL Jevels were nol associobed
with imditional vasoulae rsk focior. In pEreral, sEnm
RANEL levels appear unalisved, although ihey hove some-
times declined as s2rom OPGH l2vels Inoreaeed 255080 Fuiher-
moie, in & racent sindy, Kizchl 2i al showed 'noa large scale
epkeEmiclogical siody fhal serom RANEL levels did oo
comelate with athevosclercai, bt hassling RAMEL levels
ware shown m b2a prediceor of vasoular cisk # Th, the role
of sernm RAMNEL level as predicion of cardovasoular cisk
i5 unclear. [n oor experimenial model, w2 hawe shown thai
alibough vocular levels of RANEL wre dncreased, circulading
lzvals did nol change. Thus, change in ceculating levals of
RANEL oould noi reflect changes in vascular leveb. Funber-
moe2, ind in agresmenl with previow repons, OPG levels
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ARTICULO 3: Influence of uremia, and Calcitriol and Paricalcitol treatment in

Vitamin D metabolism and in vascular calcification

Influencia de la uremia, y del tratamiento con Calcitriol y Paricalcitol en el

metabolismo de la vitamina D y en la calcificacion vascular.

Introduccién La aterosclerosis es un proceso complejo caracterizado por un aumento
del grosor de la pared y el endurecimiento de las arterias. Afecta a la media e intima
arterial y es debido principalmente a la acumulacion de CMLV, células inflamatorias
como macréfagos, linfocitos T, células dendriticas y mastocitos, asi como lipidos,
colageno y matriz extracelular. Este proceso esta acelerado en pacientes con
enfermedad renal cronica (ERC) que presentan una disminucién de la sintesis de
Calcitriol y desarrollan hiperparatiroidismo secundario. Las CMLV han sido
consideradas por diversos autores como responsables directas de la generacion de la
placa aterosclerética, via proliferacion, migracion de la media y sintesis de proteinas de
matriz. Es una practica comun el tratar a los pacientes con ERC con Calcitriol o
analogos, como el Paricalcitol, para downregular los niveles de PTH que estan
elevados en estos pacientes. Previos estudios de nuestro grupo demostraron que el
Paricalcitol tiene una menor respuesta proliferativa comparado con el Calcitriol en la
CMLV. Otros estudios han demostrado que el exceso de 1,25(0OH).D; es aterotodxico, e
induce calcificaciones vasculares en humanos y animales de experimentacion.
Estudios recientes sugieren que la 1,25(0OH),D; podria tener importantes implicaciones
en el proceso aterosclerdtico. Algunos autores han sugerido que la sintesis de
1,25(0H),D; por las células endoteliales tiene una funcién paracrina-autocrina
actuando a nivel local promoviendo la adhesién de leucocitos; y que la 1,25(0OH).D;
induce un incremento dosis dependiente de la migracion en CMLV. El descubrimiento
de que las CMLV expresaban las proteinas implicadas en el metabolismo de la
1,25(0H),D; (1a hidroxilasa, 24 hidroxilasa y VDR) provocé un creciente interés por su
efecto auto y paracrino y por los mecanismos implicados en su regulacién. Por esta
razén analizamos el efecto de la uremia y del tratamiento con Calcitriol y Paricalcitriol

sobre la expresion de estos genes y sobre la calcificacidén vascular.

Materiales y Métodos Para los estudios in vivo se utilizaron ratas Sprague Dawley

sometidas a nefrectomia subtotal que se dividieron en 3 tratamientos (control,

Paricalcitol y el Calcitriol). Tras 3 meses se recogio suero, la arteria y el rindn. Para los
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experimentos in vitro se emplearon CMLV procedentes de explantes de aorta de rata,
que se trataron con DMEM suplementado con un 15% de suero procedente de las
ratas control, o urémicas. Ademas, se afiadi6é tratamiento con Paricalcitol o Calcitriol.
Asi mismo, se incubaron con OPG o se emplearon CMLV RANK- para tratar de inhibir
la calcificacién. Tanto in vivo como in vitro se analizé la expresion de genes del

metabolismo de la vitamina D y la calcificacién vascular.

Resultados: La uremia provoca una desregulacién de las proteinas implicadas en el
metabolismo de la vitamina D en las arterias in vivo y en las CMLV in vitro. Esta
desregulacién conduce un aumento local de Calcitriol que podria tener un efecto
autocrino-paracrino en la células de los vasos. Este resultado se observa en las aortas
pero no en los rifiones, indicando una regulacion diferente segun el tejido. El
tratamiento con distintos activadores del receptor de la vitamina D tiene efectos
diferentes sobre la expresion génica: mientras que el Paricalcitol no modifica el efecto
la uremia, el Calcitriol lo dispara. El incremento en los niveles locales de Calcitriol
estimula la expresion de RANKL en CMLV induciendo su calcificacién. Una parte
importante de la calcificacion inducida por la uremia se puede inhibir con la adicion de

OPG o el silenciamiento de RANK in vitro.

Conclusiones: La uremia provoca una desregulacion de las proteinas implicadas en el
metabolismo de la vitamina D en las CMLV. Esta desregulacién produce un incremento
local de la sintesis de 1,25(0OH),D3, que podria tener un efecto paracrino sobre las
células del vaso. Esto podria guardar relacion con la aterosclerosis acelerada que
sufren los pacientes urémicos. El tratamiento con diferentes activadores del VDR
tendria un impacto diferente en la progresién del proceso aterosclerético. Ademas, la
regulacién de las proteinas involucradas en el metabolismo de la vitamina D parece ser

diferente en el tejido renal y arterial
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Influence of uremia, and Calcitriol and Paricalcitol treatment in vitamin D

metabolism and in vascular calcification.

Sara Panizo MSc, Eva Parisi PhD, Anna Cardus PhD, Petya Valcheva MSc, Elvira
Fernandez Md, PhD, Jose M Valdivielso PhD

ABSTRACT
INTRODUCTION Atherosclerosis is a complex process characterized by an increase in
wall thickness and hardening of the arteries due to the accumulation of vascular smooth
muscle cells (VSMC), inflammatory cells (macrophages, T lymphocytes, dendritic and
mast cells), lipids, collagen and extracellular matrix. This process is accelerated in
patients with chronic kidney disease which are commonly treated with Calcitriol or
analogues, like Paricalcitol, in order to downregulate PTH levels. The finding that VSMC
express the proteins involved in Calcitriol metabolism (VDR, 1-alpha hydroxylase and
24-hydroxylase) provoked an increased interest over the paracrine effect and the
mechanisms implicated in its regulation.
MATERIALS AND METHODS In vivo: 5/6 nephrectomized Sprague Dawley rats divided
in three treatments (Control, Paricalcitol and Calcitriol). They were maintained for 3
months. At the moment to the sacrifice we collected serum, aorta and kidney samples.
In vitro: rat VSMC maintained in DMEM, supplemented with 15% serum from healthy or
uremic rats. Treatments with Calcitriol and Paricalcitol were added to this media. They
also were incubated with OPG to to inhibit the calcification. We determine in vitro and in
vivo the expression of genes involve in vitamin D metabolism (VDR, 1alpha hydroxylase
and 24 hydroxylase) and in vascular calcification (RANKL)
RESULTS -Uremia provokes a deregulation of the proteins involved in vitamin D
metabolism in VSMC. This deregulation produces a local increase in Calcitriol that may
have a paracrine effect on the vessel cells. This Calcitriol stimulates the expression of
RANKL in VSMC inducing their calcification. The treatment with different Vitamin D

receptor activators has different effect over the gene expression. The regulation of the
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proteins involved in vitamin D metabolism seems to be different in renal than arterial

tissue.

INTRODUCTION

Atherosclerosis is a complex process characterized by an increase in the wall
thickness and the hardening of the arteries. It affects media and intima of the artery and
is due mainly to the accumulation of vascular smooth muscle cells (VSMC),
inflammatory cells (macrophages, T lymphocytes, dendritic and mast cells), lipids,
collagen and extracellular matrix which provoke endothelium dysfunction®.
Atherosclerosis develops rapidly in uremic patients? and is believed to be responsible
for the high incidence of ischemic heart disease, left ventricular hypertrophy, congestive
heart disease, sudden death, and stroke in these patients®. Patients with chronic kidney
disease (CKD) develop extensive calcification, which causes increased arterial stiffness
and severer cardiovascular disease that induces a higher morbidity and mortality*° A
significantly greater incidence of plaques has been reported in the common carotid
artery of patients with en stage of renal disease (ESRD). High sensitive techniques
confirm that atherosclerotic plaques have an accelerated development in dialysis
patients®. Arterial disease and left ventricular hypertrophy (LVH)' are two principal risk
factors driving the high rate of cardiovascular mortality in haemodialysis patients. VSMC
have been viewed as directly responsible for generating the atherosclerotic plaque, via
proliferation, migration from the media and synthesis of matrix proteins relative to
calcification®.

It is a common practise to treat CKD patients with Calcitriol or analogues, like

®1_ Previous studies in our group'

Paricalcitol, in order to downregulate PTH levels
demonstrated that Paricalcitol induced less of a proliferative response compared to

Calcitriol in VSMC. Several studies have demonstrated that an excess of 1,25(0H)2D3
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is arteriotoxic and that 1,25(OH)2D3 induces vascular calcifications in humans and
experimental animals'*'*. Calcitriol increases vascular calcification in VSMC trough the
increase of the expression of RANKL'® RANKL (Receptor activator of nuclear factor
kappa B ligand) is a member of the TNF superfamily and is expressed mainly by
osteoblasts and its immature precursors'®. RANKL activates its receptor (RANK) which
is expressed in osteoclasts and its precursors, promoting osteoclast formation,
activation and prolonging osteoclast survival by suppressing apoptosis’’.OPG is a
decoy receptor for RANKL, which directly counteracts all the RANKL-mediated
actions'®. Recent studies suggest that 1,25(0OH)2D3 may have further implications in
the atherosclerotic process. Zehnder et al.”® postulated that the synthesis of
1,25(OH)2D3 by endothelial cells has a paracrine/autocrine function and acts at a local
level promoting leukocyte adhesion. Furthermore, Rebsamen et al.?® found that
1,25(0OH)2D3 induced a dose dependent increase in VSMC migration. Tukaj et al.
demonstrated that Calcitriol induced morphologic changes in rat aorta VSMC, including
a progression from a contractile to a synthetic phenotype with and increased of factors
that promote calcification?'.

Vitamin D3 its first metabolized to 25(OH)D3 in the liver and subsequently to
1,25(0H),D; (Calcitriol) (with biological activity) by the enzyme 1a-hydroxylase % .1a-
hydroxylase is main located in the kidney but it also be found in other extrarenal tissues
as endothelial cells'®, VSMC?, cells from the colon mucose®, macrofages®® and
queratinocytes®. 1a-hydroxylase action is the limiting step in the vitamin D biosynthesis
and it is tightly regulated by the own 1,25(0OH)2D3 by negative feedback and by other
factors as PTH, calcium and phosphate concentration?’. The levels of the active
metabolite are regulated by synthesis and degradation rates ?’. The degradation occurs
by the enzyme 24 hydroxylase, which is the responsible of the hydroxylation of
25(0OH)D; and 1,25(0OH),Ds to obtain 24,25(0OH) ,D; y 1,24,25(0H),Ds, respectively?’. It

is fundamentally express in renal tubule, but it can be found in a wide number of tissues
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that are target of 1,25(0H),D; . 1,25(0H),D; exerts its action through its receptor the
VDR.

The finding that VSMC express the proteins involved in vitamin D metabolism
(VDR, 1-alpha hydroxylase and 24-hydroxylase) provoked an increased interest over
the paracrine effect and the mechanisms implicated in its regulation. For this reason we
decide to analyze the effect of uremia and treatment with Calcitriol and Paricalcitol over

the expression of these genes and its relationship with vascular calcification.

MATERIALS AND METHODS

All the experiments performed in this study followed the NIH Guide for the Care

and Use of Laboratory Animals.

In vitro studies

Cell cultures

Primary rat aortic VSMCs of Sprague-Dawley rats were obtained as described
previously? and maintained in DMEM (GIBCO) containing 10% FBS.

Cells were seeded (10° cells/plate) in 100 mm plates. When the cell confluence
was about 80% VSMCs were shifted to treatment media, DMEM containing 15% serum
from normal rat or 15% serum from 5/6 nephrectomy rat, 10 mmol/L sodium pyruvate
and 10 mmol/L R-glycerophosphate (Sigma). Paricalcitol (300nM) (Abbott) or Calcitriol
(100nM) (Sigma) were added to this treatment media during 48 hours. Them we collect
RNA and protein.

We used cells between passage 2 and 8. All the experiments were performed in

triplicate. In each experiment, three plates were used per condition.
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Determination of VSMC calcification

In all the calcification experiments, the calcium levels were measured 5 days
after the addition of the treatments by the o-cresolphtalein complexone method. We
measured the calcium incorporation of VSMC incubated with media with normal or
uremic rat serum and the addition to these media of Paricalcitol (300nM) or Calcitriol
(100nM) Moreover, we tested the effect of OPG (Sigma) (100pM) in the calcification
level induced by the uremic serum, and the calcification of VSMC infected with shRNA

for RANK.

Lentiviral Production and Infection

Lentiviral-based vectors for RNA interference-mediated gene silencing (FSVsi)
consisted of a U6 promoter for expression of short hairpin RNAs and the Venus variant
of YFP under the control of an SV40 promoter for monitoring transduction efficiency.
Oligonucleotides to produce shRNA were annealed in buffer (150 mM NaCl; 50 mM Tris
pH 7.6) and cloned into the Agel-BamHI sites of FSVsi. shRNA target sequence to
RANK was TTAGCTGAGGATGCTGAGGAT. Scramble sequence
(CGTGGGGTTAATTAAGAGGCT) was used us a control. To produce infective lentiviral
particles, 293T cells were co-transfected by the Polyethylenimine (PEI) method with the
virion packaging elements (VSV-G and A8.9) and the shRNA producing vector (FSVsi-
RANK or FSVsi as a control). 293T cells were allowed to produce lentiviral particles
during 3-4 days in the same culture media used for VSMC. Culture media was collected
and centrifuged for 5 min at 1000 x g and supernatant added to growing VSMC
overnight. After this period, media was replaced with fresh medium and cells were
incubated for 4 additional days to allow endogenous gene knockdown. Western blot of

RANK were performed to check the gene knockdown.
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Real Time PCR

Total cellular RNA was isolated from VSMC incubated with the different serums
and treatments, and tissue samples by Trizol method. In the in vitro experiments,
isolation of RNA was performed 48 hours after the addition of treatments. Reverse
transcription was performed with the first-strand DNA synthesis kit for RT-PCR (Roche
Diagnostics). We used Tagman real time-PCR amplification with gene-specific primer
for RANKL, VDR, 1a hydroxylase and 24 hydroxylase (Gene Expression Assays from
Applied Biosystems), using rat glyceraldehid-3-phosphate-dehydrogenase (GAPDH) as
a reference, with an ABI Prism 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems).
The relative RNA amount was calculated by standard formulae. Average and standard

error from three experiments were calculated.

Western Blot analysis

Western blot analysis were performed as previously described, 48 hours after
the addition of treatments.*® After blotting, the membrane was incubated overnight with
anti-RANK antibody (1:1000. Cell Signalling), anti-VDR (1:1000 Santa Cruz
Biotechnology), anti-1a hydroxylase (1:1000 The Binding Site), anti-24 hydroxylase
(1:1000 Santa Cruz Biotechnology) and anti-tubulin (1:10000 Sigma). Secondary
antibody binding was detected with the ECL™ Advance Western Blotting Detection Kit

(Amersham Biosciences) and the VersaDoc Imaging system Model 4000 (BioRad).

Immunoprecipitation (IP)

Cells were lysated and protein was quantified by “DC Protein Assay” from
BioRad. We used 500 ug of protein with 1ug of primary antibody anti 24 hydroxylase for
the IP. We added 25% v/v of sepharose beats (Calbiochem), and incubated them
overnight at 4 °C under rotary agitation. When the incubation time is over, we washed

the beads in lysis buffer three times. Finally, we removed the last supernatant and add
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25 of 2x loading buffer. Tubes were boiled at 95-100 °C for 5 minutes to denature the
protein and separate it from the sepharose beads, and then they were centrifuged and

the supernatant, where the protein is now, was keeping performing the western blot.

Determination of Calcitriol production (1ahydroxylase activity)

After 5 days of each treatment we washed 6 times each well with PBS. After the
washed we incubated the cells with DMEM with or without 25 (OH) D3 during 1 hour.
We collected this media and we measured de production of 1,25(0OH),D; by a ELISA kit
( Immunodiagnostics Systems) The production was calculated: (1,25(OH),D3 production

in well with 25 (OH) D3) - (1,25(0OH).D3; media production in wells without 25 (OH) D).

In vivo studies

Experimental animals

Sprague-Dawley rats (200-225 g) were anesthetized with Isoflurane and right
nephrectomy was performed. After 1 week, animals suffered 2/3 nephrectomy in the left
kidney by ligation of both poles as previously described.®® Animals with 5/6
nephrectomy were divided in 3 groups. One group received Calcitriol (1 ug/kg 3 times a
week for 8 weeks, n=9), other group received Paricalcitol (3 pg/kg 3 times a week for 8
weeks, n=9),) whereas the third group received a vehicle injection (n=9). Moreover, one
more group of sham-operated rats were used as control, (n=9). At sacrifice, 8 weeks
later, abdominal aortas and kidneys were collected to isolate RNA. Serum was

collected.

Statistical Analysis
Differences between groups were assessed by ANOVA. A p<0.05 was

considered statistically significant.
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RESULTS

Effect of uraemia and Paricalcitol or Calcitriol treatment in the expression of
genes involve in vitamin D metabolism in aorta and kidneys in vivo

In figure 1A we can observe how arteries from subtotal nephrectomiced rats
(uremic rats) do not show any difference comparing to the control ones in VDR
expression determined by RT PCR. Treatment with Paricalcitol and Calcitriol increases
VDR expression in the uremic group. Uremia increases the expression, determined by
Real Time PCR, of 1a hydroxylase (figure 1C) and 24-hydroxylase (1E) in rat arteries.
Although Paricalcitol does not modify the effect of uremia, Calcitriol treatment increased
1 a hydroxylase expression.

VDR expression in the kidneys (figure 1B) is downregulated in uremia, however
its expression increases with both compounds. 1 a hydroxylase expression in the
kidneys (1D) decreases in uremia and even more with both treatments. 24-hydroxylase

expression increases with Calcitriol and Paricalcitol (1F).

Effect of uraemia and Paricalcitol or Calcitriol treatment in the expression of

genes involve in vitamin D metabolism in VSMC in vitro

In figure 2 we show the effect of the uraemia and the treatment in cultured
VSMC over the expression of the same genes. In vitro we found an increase in the VDR
(RNA (2A) and protein (2B)) levels with Calcitriol and Paricalcitol treatments. 1 a
hydroxylase (2C, 2D) increases in uremic media and even more when we add Calcitriol.
24-hydroxylase (2E, 2F) increases with Paricalcitol with both serums and its expression
is intensified in media with control serum plus Calcitriol by Real Time PCR and

imminoprecipitation.
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Uremic serum increases 1,25(0OH),D; production in VSMC in vitro (figure 2G).
The Paricalcitol addition has not effect. However, Calcitriol addition to the uremic serum

provokes a higher increase in this production

Effect of uraemia and Paricalcitol or Calcitriol treatment VSMCcalcification and
RANKL expression in vitro

Previous results showed a significant increase in vascular calcification of
abdominal aortas obtained from animals with 5/6 nephrectomy versus control rats.
Moreover treatment with Calcitriol dramatically increased the calcified areas and total
calcium content in this artery. However calcification of the medial area of the artery was
only seen sporadically in rats treated with Paricalcitol’. For this reason we decided to
study the direct effect of the uremic serum in VSMC in vitro calcification and the effect
over it of the addition of Paricalcitol (300nM) and Calcitriol (100nM) in figure 3. Uremic
serum provokes and increases of the calcification level (figure 3A). Paricalcitol does not
modify the effect oh the uremia over calcification. Calcitriol increases significantly the
calcification level in both serums.

We know that Calcitriol increases the expression of RANKL, and it is the
responsible of VSMC calcification. We can observe in figure 3B that uremic serum
promotes an increase of RANKL expression determined by RT PCR. Calcitriol addition

increases more this expression.

Inhibition of VSMC calcification induced by uraemia using OPG o sh RNA of
RANK in vitro.

To check if the increase of the expression of RANKL in VSMC is the responsible
of this calcification we added to the media (control and uremic) 100pM of OPG. We

observed in figure 4 A that calcification produced by the uremic serum in VSMC is
89



inhibited by OPG. In order to determine if the effect of uremic was mediated by
activation of RANK or to another potential receptor, we designed shRNA to decrease
the endogenous RANK protein levels. Incubation of VSMC control or VSMC RANK- with
normal or uremic serum for 5 days (figure 4B) show that cells without RANK presents a
reduction of the calcification compared to the normal ones when they were cultured with

uremic serum.

DISCUSSION

Cardiovascular disease is the most frequent cause of morbidity and mortality in
chronic kidney disease (CKD) patients. Accelerated atherosclerosis and medial
calcification are common in the dialysis population. The mechanisms by which uremia
promotes vascular calcification and the relationship between arterial wall calcification
and atherosclerosis are poorly understood. Many different cell types, including
macrophages, lymphocytes, endothelial cells, and smooth muscle cells (VSMC), are
involved in atherosclerotic lesion formation®?. VSMC in response variety of atherogenic
stimuli can switch between the “contractile” and “synthetic” phenotypic states. These
“synthetic” VSMC migrate and proliferate more readily than “contractile” VSMC and can
synthesize more collagen and matrix proteins, involving them in the initiation and early
progression of atherosclerotic plaque %3 Patients with CKD show an increase in VSMC
proliferation, leading to arterial complications®. Those patients have been commonly
treated with 1,25(OH)2D3, which has a pro-proliferative effect in VSMC?. Therefore,
treatment with1,25(OH)2D3 could increase the effect in VSMC proliferation in these
patients, increasing vascular complications like atherosclerosis. Paricalcitol shows no
effect on proliferation in VSMC'. Our results show that in VSMC uremia induces

alterations in the vitamin D metabolism, all of them aimed to increase the local
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synthesis of 1,25(0OH)2D3. Moreover, this effect is intensified by the addition of
Calcitriol, but not by Paricalcitol.

This abnormal Calcitriol metabolism during the uremia has been previously
reported in other tissues. The low concentration of the biologically active metabolite of
vitamin D, (1,25(0OH)2D3), is critical to the pathogenesis of secondary
hyperparathyroidism in chronic renal failure. The actions of 1,25(0OH)2D3 are mediated
through binding to its cellular receptor protein, the vitamin D receptor (VDR)Many
authors report a decrease in VDR content of parathyroid glands in rats**, dogs®* and
humans® with renal failure. In addition, the up-regulating effect of 1,25 (OH)2 D3 on
levels of VDR protein in duodenum is attenuated in uremic rats®. To obtain the
biological response, the hormone receptor complex binds to vitamin responsive
elements present in the DNA. Studies based on DNA-cellulose chromatography show
that the interaction with DNA was weakened in CKD®*® In addition, Patel et al*
demonstrated that uremic ultrafiltrate blocked Calcitriol-induced reporter gene activity in
vitro. The electrophoretic binding capacity of VDR to the osteocalcin gene VDR is
reduced to 50% when VDR is incubated with uremic ultrafiltrate and compare with the
normal one®. Uremic ultrafiltrates derived from hemo or peritoneal dialyzed patients
inhibit the interaction of VDR with DNA. In vivo studies with rats with incipient renal
failure showed an important reduction of VDR binding to the VDREs compared with

sham operated rats*'. Szabo et al*

showed that intestinal and parathyroid gland
binding capacity of 1,25 to VDR was markedly downregulated in uremic rats. Uremic
toxins are involved in 1,25-(OH)2D3 resistance observed in patients with chronic renal
failure*®. The inhibitory effect of uremic toxins on VDR-VDRE binding could underlie the
Calcitriol resistance reported in renal failure. Thus, the decrease in VDR content and in
its binding capacity to DNA could be de responsible of the increase in 1 a hydroxylase

(due to the elimination of the negative feedback) that we observe in VSMC in vitro and

in arteries in vivo in uremic condition. This explains the increase in a local production in
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1,25(0OH)2D3 in the uremia, that can exert its effects in and auto-paracrine way. Thus,
the high increase in intracellular 1,25 could overcome the resistance and cause the
increase in proliferation and calcification in VSMC.

Chronic uremia is characterized by decreased levels of plasma 1,25(0H)2D3
due to decreased renal 1-hydroxylase activity. However our results show that extrarenal
synthesis in the VSMC is increased. Some articles suggest an 1alfa hydroxylase
regulation is tissue specific ** Studies from Dusso et al*®* demonstrated that
macrophages from normal individuals synthesize 1,25-(OH)2D3. In chronic renal failure,
peripheral macrophages exhibited an enhanced 1 a -hydroxylase activity and a
decreased capacity to degrade 1,25-(OH)2D3. Besides uremic patients have elevated
PTH, another stimulus that increases the expression of 1 a hydroxylase. In summary,
during uremia vitamin D circulating levels are decreased. This, and the elevated PTH
levels, serve as a stimulus to increase extrarenal synthesis of 1,25 (OH)2D3. Our
uremic rats suffer an increase of the expression of 1 a hydroxylase in the artery but a
decrease in the kidney. Thus, extrarenal synthesis of 1,25 is elevated in VSMC.

The tissue dependent deregulation of 1 a hydroxylase, has been observed in
other diseases. Hypercalcemia associated with granulomatous slack skin syndrome
seems to be caused by dysregulation of a -hydroxylase expression in both epidermal
and dermal granulomatous cells. In psoriasis and sarcoidosis of the skin the
overexpression of the enzyme is restricted to keratinocytes and granulomata,
respectively*®.

The deregulation of genes of vitamin D metabolism by uremia is also described

for 24-hydroxylase. Koyama et al*’

showed the induction of duodenal 24-hydroxylase
gene was 2.0- to 3.8-fold greater in uremic rats than in sham-operated rats. Hsu et al*®
studied how uremic toxins play a major role in the suppression of Calcitriol degradation.

Uremic toxins suppress genomic synthesis of 24- hydroxylase, via a receptor-mediated
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process. In our experiments in vitro and in vivo uremia do not modify significantly 24-
hydroxilase expression.

The consequence of all these alteration, the extrarenal synthesis of 1,25 (OH)2D
during the uremia in the artery, concretely in VSMC, is elevated due to an increase in
the synthesis and a decrease in degradation. We confirmed this conclusion when we
measure the 1,25 (OH)2D3 product in VSMC in vitro cultured with normal and with
uremic serum. This production is higher in cells cultured with uremic serum.

Secondary hyperparathyroidism (2HPT) in chronic kidney disease requires
therapy to minimize the effects of parathyroid hormone (PTH) on bone and other
tissues*®. Low levels of Calcitriol in blood play a major role in the initiation and
maintenance of hyperparathyroidism. Accordingly, administration of Calcitriol has been
demonstrated to be an effective form of therapy. Therapy for the treatment of secondary
hyperparathyroidism in patients with chronic kidney disease with different vitamin D
receptor activator (VDRA), as Calcitriol or Paricalcitol primarily involves suppressive
effects on the parathyroid gland, and regulation of calcium and phosphorus absorption
in the intestine and mobilisation in bone. Results seen in observational studies of HD
patients show that Paricalcitol is associated with improved survival compared to

Calcitriol®

. The survival benefits of Paricalcitol appear to be linked, at least in part, to
'nonclassical' actions of VDRASs, possibly through VDRA-mediated modulation of gene
expression. Paricalcitol regulates several cardiovascular and renal parameters more
favourably than nonselective VDRAs. Complex nonclassical effects, which are not
clearly understood, possibly contribute to the improved survival seen with VDRASs,

I®'. In our case the use of Paricalcitol or Calcitriol has different

especially Paricalcito
effects both in vivo and in vitro in VSMC, whereas Paricalcitol do not modify the effect of
uremia, Calcitriol triggers the expression of 1 a hydroxylase and the production of

1,25(0OH)2D3. Arteries from healthy rats treated with Cacitriol follow the expected
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behaviour: VDR and 24-hydroxylase are increased, but 1 a hydroxylase is decreased
(data not shown)

Our results are in agreement with previous reports from other groups that show
that uremic serum increases calcification and enhances the expression of osteogenic
markers in VSMC °>**_ This report shows that 1 a hydroxylase increase its expression
in VSMC cultured in uremic serum and in aorta of subtotal nephrectomy rats. This
deregulation produces an local increase in 1,25(0OH)2D3 VSMC in vitro that may have a
paracrine effect on the vessel cells. 1,25(0OH)2D3 acts over the own VSMC increasing
RANKL expression, and we demonstrated in previous articles'>*® that RANKL is an
important mediator in the vascular calcification. RANKL expression is almost
undetectable in normal VSMC, but it is increases in calcified arterial lesions®®’.
Moreover the addition of Calcitriol provokes an up regulation in 1 a expression in VSMC
in uremia and in the aortas of these rats. This increases 1,25 (OH)2D3 production,
increasing RANKL expression and VSMC calcification. Moreover, and important part of
the increase in calcium content observed in VSMC treated with uremic serum can be
inhibited by the addition of OPG or using RANK shRNA VSMC. These results show that
the mediator in VSMC calcification observed in uremia is the local increase of RANKL.

Van Driel et al®®

show that 1 a hydroxylase is expressed in human osteoblasts.
Functional analyses demonstrate that after incubation with the 25-(OH)D; osteoblasts
can produce enough 1,25(0OH),D; to modulate their activity, resulting in induced alkaline
phosphatase (ALP) activity, osteocalcin (OC) mRNA expression, and mineralization.
Autocrine/paracrine 1 a hydroxylase activity in extrarenal tissues is modulated
differently and is less sensitive to autoregulation by 1,25 (OH)2d3°°. The results of van
Driel support this notion, as in human osteoblasts 1 a hydroxylase activity and
expression is unaffected by 1, 25 (OH)2D3. The classical renal regulators of 1 a

hydroxylase, PTH and calcium do not regulate it in osteoblasts. Moreover they observe

how the induction of osteoclast differentiation, by addition of the critical osteoclast
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inducer RANKL, results an increase in 1 alpha hydroxylase mRNA levels. It indicates
the existence of a local (autocrine/paracrine) regulation of 1 a hydroxylase by factors
(growth factors, cytokines) derived from bone cells and/or cells in the bone marrow.
Analysing our results we can observe something similar. It seem that extrarenal
synthesis of 1,25 (OH)2D3 in VSMC is modulated in a different way than in kidney. The
addition of Calcitriol is not capable to inhibit the 1 a hydroxylase expression. Even
more, the addition of Calcitriol provokes an increase in 1 a hydrxylase. As we previously
demonstrated Calcitriol stimulates the synthesis of RANKL in VSMC®. The VSMC start
to express osteogenic markers and they are very similar to osteclats. Uremia and
Calcitriol stimulates RANKL and calcification. This RANKL could be the responsible of
the increase in 1 a hydroxylase expression an there for the increase in 1,25 (OH)2D3

production.

In conclusion uremia produces a deregulation in the enzymes of the vitamin D
metabolism. This affects the extrarenal synthesis in the VSMC in the artery. 1 a
hydroxilase is elevated and this involve and increase in 1,25(0OH)2D3 production. This
effect is intensified with the Calcitriol treatment, but not with Paricalcitol. Uremia and
Calcitriol elevates RANKL expression. This RANKL increase VSMC calcification and it
seems that RANKL could increase the synthesis of 1 a hydroxylase in groups of these
cells that are like osteoblasts. These results can be important to choose the treatment

with Calcitriol or Paricalcitol in CKD patients.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. VDR, 1a hydroxysale and 24 hydroxylase expression determined by
real time PCR in artery (A,C and E respectivily)) and kidney ((B, D, and F) from sham
operated rats (white bars), rats with subtotal nephrectomy (grey bars), rats with subtotal
nephrectomy and treated with Paricalcitol (3ug/kg 3 times a week for 8 weeks) (dotted
bars) and rats treated with Calcitriol (1 mg/kg 3 times a week for 8 weeks) (dashed
bars) rats. Data are expressed in ng calcium per mg protein Data are mean + sem.”:

p<0.05 vs. control.

Figure 2: Expression in VSMC treated for 5 days with serum from a healthy rat
(with bars) or 5/6 nephrectomized one (grey bars) and adding Paricalcitol or Calcitriol
determined by Real Time PCR or Western Blot of VDR (A and B) 1ahydroxylase (C
and D) and 24 hydroxilase (E and F). In all western blot tubulin was used as a loading
control. (G)1,25 (OH)2D3 production in VSMC treated with the same serums and
conditions. Data are mean * sem.*: p<0.05 VSMC plus control serum vs VSMC plus
uremic serum and the same treatment (without, Paricalcitol or Calcitriol). #: p<0.05
VSMC plus control serum without treatments vs VSMC plus control serum with
Paricalcitol or Calcitriol. ®: p<0.05 VSMC plus control uremic without treatments vs

VSMC plus uremic serum with Paricalcitol or Calcitriol

Figure 3: .VSMC calcification (A). Cells were incubated in DMEM with serum
from control (white bars) or 5/6 nephrectomy rat (grey bars), and they were supplement
with Paricalcitol or Calcitriol. 5 days later the calcium content was measured by o-
cresolftalein complexone method. Expression determined by Real Time PCR of RANKL
(B) in VSMC in the different conditions. Data are mean + sem.*: p<0.05 VSMC plus

control serum vs VSMC plus uremic serum and the same treatment (without,
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Paricalcitol or Calcitriol). #: p<0.05 VSMC plus control serum without treatments vs
VSMC plus control serum with Paricalcitol or Calcitriol. ®: p<0.05 VSMC plus control

uremic without treatments vs VSMC plus uremic serum with Paricalcitol or Calcitriol

Figure 4: Effect in the calcification of the in vitro incubation of rat VSMCs with
OPG (100 pM) in normal and uremic serum (A) Quantification of calcium incorporation.
Data are expressed in ng calcium per mg protein. p<0.05 vs. OPG 0 pM. (B)
Comparison of the calcification level between normal VSMC and RANK- VSMC
incubated with normal and uremic serum. Data are mean * sem.*: p<0.05 vs. control

serum.
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ARTICULO 4: High phosphorus diet increases blood pressure by PTH-renin

stimulation in vivo.

La dieta alta en fésforo incrementa la presion arterial por la estimulacién PTH -

reninain vivo.

Introduccién El fosforo es un elemento esencial para la vida. Sin embargo, la
hiperfosfatemia se ha relacionado con riesgo cardiovascular elevado y un aumento de
la morbimortalidad por eventos cardiovasculares en en pacientes en dialisis. En la
enfermedad renal crénica (ERC) la elevacion de los niveles de fésforo sérico se asocia
con HPT2, alteraciones en el remodelado éseo y calcificaciones vasculares. En
pacientes con ERC es de vital importancia el control de los niveles séricos de este ion,
controlando su ingesta en la dieta y mediante el uso de quelantes de fésforo. El
carbonato de lantano es un quelante de fésforo seguro y efectivo sin efectos toxicos.
Existen multitud de estudios sobre este ion en la enfermedad renal crénica, pero no
estan del todo claras las consecuencias que tendria la ingesta de una dieta alta en
fésforo en individuos con una funcién renal normal. En teoria en las personas y
animales con funcién renal normal, la homeostasis del calcio y del fésforo se mantiene
mediante la interaccion de la hormona paratiroidea (PTH) y la 1,25(0OH),D; a pesar de
las variaciones de la ingesta de fosforo y calcio. Tanto el fosforo como el calcio
ingeridos se absorben en el intestino y llegan al torrente sanguineo, para excretarse
por los rifiones o almacenarse en el tejido éseo. Algunos estudios sugieren que altos
niveles séricos de fosforo puede ser un factor de riesgo para la aterosclerosis coronaria
y para la hipertrofia ventricular izquierda en adultos jévenes sanos. Este estudio busca
aclarar cuales son las consecuencias de una dieta con alto contenido en fésforo en

animales con funcién renal normal.

Materiales y Métodos: Ratas Sprague-Dawley se mantuvieron durante 8 semanas con

dietas con diferente contenido de fésforo (3 grupos: control, dieta alto fésforo y dieta
muy alto fésforo). En la semana 4 se dividieron los grupos con elevado fosforo en 2, a
la mitad de los individuos del grupo se le suministré en la dieta carbonato de lantano (5
grupos: control, dieta alto fosforo, dieta alto fésforo+ carbonato de lantano, dieta muy
alto fésforo y dieta muy alto fésforo + carbonato de lantano). Transcurridas las 8
semanas se midié la ingesta de agua y alimento y el volumen de orina durante 24
horas. Se recogié sangre y orina para determinar datos bioquimicos. Se obtuvieron las

aortas (para determina el contenido en calcio) y los rifiones (para determinar la
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expresion de renina). Se pesaron los animales y sus corazones, para determinar si

existia hipertrofia ventricular izquierda.

Resultados: Las ratas sanas alimentadas con dietas con alto contenido en fésforo
presentan un aumento en la presién arterial, que puede ser inhibido al afiadir a la dieta
un quelante de fésforo, el carbonato lantano. Este aumento es paralelo al incremento
en los niveles séricos de PTH, la expresion de renina y los niveles de angiotensina Il.
No se aprecian diferencias significativas en el contenido de calcio de la aorta con dos
meses de tratamiento ni existe evidencias de hipertrofia ventricular izquierda.

Conclusiones: El alto contenido en fosforo de la dieta provoca un aumento de la
presion arterial al estimular la sintesis y secrecion de PTH. Esta PTH estimula a la

renina, responsable del aumento de la presion arterial.
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High Phosphorus diet increases Blood pressure by PTH-renin stimulation in vivo

Sara Panizo MSc, Merce Ibarz MD, Eva Parisi PhD, Petya Valcheva MSc, Anna

Cardus PhD; Elvira Fernandez Md, PhD, Jose M Valdivielso PhD

ABSTRACT

INTRODUCTION Phosphate is an essential element for life. However
hyperphosphatemia has been associated with increased morbidity and mortality in
dialysis patients. Lanthanum carbonate is a safe and effective binder with data
demonstrating no toxic effects. The effect of inducing hyperphosphatemia diet in people
with normal kidney function is not clear. Some studies suggest that higher serum
phosphorus levels may be a risk factor for coronary artery atherosclerosis in healthy
young adults and phosphate level may be a risk factor for left ventricular hypertrophy in
community-dwelling young adults.

MATERIALS AND METHODS Sprague-Dawley rats were maintained during 8 weeks
with different diets according to the phosphate content. After one month the groups of
rats with high and very high phosphate diets were divided in 2 groups more, according
to the addition or not of 3% lanthanum carbonate (Fosrenol® Shire) to the diet for four
weeks more. Before the sacrifice blood pressure was measured. Urine was collected to
obtain the concentration of calcium, phosphorus and creatinine, and water and food
was measured for 24 hours. At the sacrifice a blood sample was extracted and blood
biochemistry data were obtained. After death, abdominal aortas were collected to
determine calcium content. Kidneys were collected to isolate RNA to determine de renin
expression.

RESULTS. Our experiments demonstrated that rats with hyperphosphatemia inducing
diets showed an increase in blood pressure, which can be inhibited using lanthanum

carbonate. This increase was parallel to an increase in PTH and Angiotensin Il levels.
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We did not find significant differences in the calcium content of the aorta with two
months of treatment.

CONCLUSSIONS Our results demonstrate that healthy rats on high phosphate diets
show an increase in blood pressure, which is abolished with Lanthanum Carbonate.
Those data add to the body of evidence regarding high phosphorus as a cardiovascular

risk factor.

INTRODUCTION

Phosphorus (P) is a key element in all known forms of life. Inorganic P in the
form of phosphate (PO,*) forms part of the structural framework in biological molecules
such as DNA and RNA. It is used by the cells to transport cellular energy via adenosine
triphosphate (ATP). Phospholipids are the main structural components of all cellular
membranes. P is, together with calcium (Ca), one of the most abundant mineral
elements in the human body.

The more important stores of P are fundamentally in the mineral skeleton, in the
form of hydroxyapatite. An average adult human contains a little less than 1 kg of P,
about 85% of which is present in bones and teeth in the form of hydroxyapatite. These
reservations are very finely regulated by three hormones (PTH, Vitamin D and FGF23)
at three levels: absorption from the intestine, storage in the bone and excretion by the
kidney. The failure of this regulation causes that the excesses of P is deposited in soft
tissues provoking extraosseus calcifications, including vascular calcifications. An
increase in plasmatic P acts promoting PTH's secretion, gene expression and cellular
proliferation in the parathyroid gland in a direct way *. Besides the direct action that P
has on the parathyroid gland, it also inhibits the synthesis of the active form of the

vitamin D, 1,25 (OH) 2D3, through an increase in FGF23*°.
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P is absorbed in the intestine by sodium-dependent phosphate transporters®.
The majority of the plasmatic P is ultrafilterable but more than 85 % of the filtered P is
re-absorbed, fundamentally in the proximal tubule and mainly by sodium-dependent
phosphate transporters’. In vertebrates, two unrelated families of Na+ -dependent Pi
transporters carry out this task: type Il Na+/Pi cotransporters (SCL34) and type Il
Na+/Pi cotransporters (SLC20). Three closely related type type Il Na/Pi cotransporters
are expressed in the apical membrane of absorptive/reabsorptive epithelia: type lla®,
type IIb°%, and type IIc'®. Type lla is more abundant in kidneys of adult animals and type
llc in kidneys of young animals and is not detected in the intestine’. Type IIb is
expressed in small intestine and type Il in alveolar cells, but not in kidney®.

P levels have been associated with mortality in CKD patients'***. Elevated P

1518 and in

levels have been related with cardiovascular changes in CKD patients
patients without renal disease'®®. An animal model of CKD showed that mortality
decreased with a low protein and P diet **. However the restriction of P in the diet and
conventional dialysis are generally not effective controlling hyperphosphatemia in many
patients on dialysis, requiring the use of P binders. Aluminum-based binders were once
used extensively, but its use was abandoned after it found that prolonged use of them
has a high risk of aluminium intoxication that cause anaemia, myopathy, dementia and
low turnover bone disease®. They were replaced by the use of calcium-based binders,
which were characterized by their poor digestive tolerance, and were associated with
calcification in dialysis patients®. Binders that do not currently provide calcium or
aluminium like Lanthanum carbonate are being introduced in clinical practice.
Hypertension represents a powerful risk factor for cardiovascular disease in
CKD and is almost invariably present in patients with renal failure. Sodium retention and
activation of the renin-angiotensin system have been considered the most important

mechanisms involved in the elevation of blood pressure in subjects with kidney

disease?*. The renin-angiotensin-aldosterone system (RAAS) is a hormone system that
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regulates blood pressure and water balance. When blood volume is low, the
yuxtaglomerular cells in the kidneys secrete renin. Renin is released into the blood, and
it acts upon a circulating substrate, angiotensinogen (inactive form), that undergoes
proteolytic cleavage to form the decapeptide angiotensin |. Vascular endothelium
expresses the angiotensin converting enzyme (ACE), that cleaves off two amino acids
to form the octapeptide, angiotensin Il. Angiotensin Il is a hormone, and can act directly
on blood vessels to cause blood pressure increases. It also has another even more
important function - stimulating the release of aldosterone. Aldosterone is a very
powerful vasoconstrictor, it acts in the tubules of the kidneys to retain sodium and
water, increasing the volume of fluid in the body, which also increases blood pressure.
In the present study we analyze the effect of diets rich in P in cardiac function of

animals with normal renal function.

MATERIALS AND METHODS

In vivo studies

Experimental animals

Sprague-Dawley rats (200-225 g) were maintained during 8 weeks in different
diets according of the P content. During the first month rats were divided in 3 groups of
diet: Maintenance diet (Harlam) (n=8), high P diet (Altromin) (n=16) and very high P diet
(Altromin) (n=16). P content in each diet was: maintenance diet 0.60%, high P diet 1.2%
and very high diet 2%. After 4 weeks systolic (SAP) and diastolic arterial pressures
(DAP) were measured by the tail-cuff method (LSI Letica, Barcelona, Spain). After one
month, half of the animals in the high and very high diets were divided in 2 more

groups, by the addition of 3% lanthanum carbonate (Fosrenol® Shire) to the diet.
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Therefore 5 different groups of rats were manteined during four weeks more with
different diets: Maintenance diet (n=8), high P diet (n=8), high P diet plus lanthanum
carbonate (n=8), very high P diet (n=8) and very high P diet plus lanthanum carbonate
(n=8). During the last week SAP and DAP were measured again, and urine from 24
hours was collected to obtain biochemistry data, and water and food intake was
measured. At sacrifice a blood sample was extracted and blood biochemistry data were
obtained. After death, abdominal aortas were collected to determine Ca content.

Kidneys were collected to isolate RNA.

Aortic Calcium Content

Aortas were washed with saline and homogenized in 0.6 N HCI for 24 hours.
After centrifugation, the debris was transferred to lysis buffer (125 mM Tris, 2% SDS,
pH 6.8), and total protein was extracted. Ca content was determined in the HCI solution
by theO-cresolphthalein complexone method and total protein by the Lowry method

(Bio-Rad)®.

Blood pressure determination
Systolic arterial pressure (SAP),diastolic arterial pressure (DAP) and media
pulse pressure (PP) were measured by the tail-cuff method (LSI Letica, Barcelona,

Spain)

Real Time PCR

Total cellular RNA was isolated from kidney samples by Trizol (Sigma) method.
Reverse transcription was performed with the first-strand DNA synthesis kit for RT-PCR
(Roche Diagnostics). We used Tagman real time-PCR amplification with gene-specific
primer for Renin (Gene Expression Assays from Applied Biosystems), using rat

glyceraldehid-3-phosphate-dehydrogenase (GAPDH) as a reference, with an ABI Prism
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7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems). The relative RNA amount was
calculated by standard formulae. Average and standard error from three experiments

were calculated.

ELISA
Circulating levels of 1,25(0OH)2D3, PTH and Angiotensin Il were determinated by
commercially available ELISAs Kits (Immunodiagnostics Systems, Immunotopics and

Spibio respectibily)

Biochemistry data

Blood and urine obtained at the end of the experiment was analyzed for Ca, P,
Na and creatinine. Biochemistry was analyzed using a multichannel autoanalyzer
(Roche/Hitachi Modular Analytics), using the following methods: 1) for calcium the o-
cresolphthalein complexone method, 2) for P the ammonium molybdate method, 3) for

sodium sensitive electrodes and 4) for creatinine the Jaffé reaction.

Statistical Analysis
Differences between groups were assessed by ANOVA, followed by the Dunnet

posthoc test. A p<0.05 was considered statistically significant.

RESULTS

Effect of high P diet on blood pressure

High P diets significantly increased SAP (Fig 1A), DAP (Fig 1B) and MAP (Fig
1C). The addition of the P binder Lanthanum carbonate on the diet abrogated these
effects on blood pressure. Pulse pressure (Fig 1D) and heart rate (data not shown)

were not modified by the diet.
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Effect of high P diet on ions levels in blood o urine

Serum P concentration significantly increased in serum in all the special diets at
the end of the treatments (Fig 2A). Ca levels in serum are higher in animals maintained
in diets with elevated P (Figure 2D). Lanthanum carbonate addition was able to
decrease the Ca levels in the high P diet but not in the very high P diet. CaxP product
(Fig 2G) product was elevated in all the groups that contained high P in the diet,
independently of the addition of the P binder. Urinary (Fig2B) and fractional excretion of
P (Fig 2C) increased with both diets, and this excretion decreased when the P binder
was added. Urinary excretion of Calcium did not show any differences between groups
(Figure 2E), however fractional excretion of calcium decreased lightly in all the groups
(Figure2F)

Urinary excretion of sodium was also increased in all the groups (Figure 3A).
There were not significant differences in creatinine clearance between groups (3B).
However, diuresis was increased in the animals in both diets, independently of the

addition of the P binder (Figure 3C).

Effects of high P diets on PTH and vitamin D.

PTH levels increased in animals with high P diet, howeve, addition of the binder
induced a decrease in PTH levels (Fig 4A). 1,25(0H)2D3 concentration in serum is
significantly increased in all the diets, independently of the addition of the binder (Fig

4B).

Effect of high P diet on the Renin-Angiotensin system
In order to determine whether the changes in blood pressure were related to the
Renin-Angiotensin system we analyzed the expression of renin by Real Time PCR (Fig

5A) and the levels of angiotensin Il by ELISA (Fig 5B). were increased the in groups
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with high and very high P diets. Lanthanum carbonate addition to the diet provokes a

decrease in both.

Effect of high P diet on vascular calcification
We analyzed the level of calcification in the aortas of rats of different groups and
we did not find significant differences between groups (Fig 6A), despite the increase in

serum P levels observed.

Effect of high P diet on water and food intake, weight gain and in the ratio heart
weight / body weight

There are not differences between groups in grams of food and water intake (Fig
7A, 7B), neither in the ratio heart weight / body weight (7D) However we can find and

significant increase of the weight in rats with high and very high P diets (Fig 7C).

DISCUSSION

In this study we demonstrated that high P diet provokes an increase in blood
pressure in healthy animals. This increase disappears by the addition to the diet of a P
binder, lanthanum carbonate, suggesting a direct effect of P load on blood pressure.

Huang et al®

studied the relation between serum P levels and blood pressure in
haemodialysis patients in a prospective cohort study. They concluded that serum P
level is strongly and independently associated with blood pressure in haemodialysis
patients. In our study the increase in blood pressure was parallel to an increase in PTH
levels that is also blunted by the addition of the P binder. Hyperparathyroidism is also
related to arterial hypertension and activation of the RAAS system. Parathyroidectomy

reverses the effects, suggesting the high PTH levels can increase blood pressure by a

direct effect ?"**. The study from Genary shows that blood pressure, plasma renin
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activity (PRA) and plasma aldosterone levels became normal in 8 of 10 hypertensive
primary hyperparathyroidism patients after the surgery. These results are consistent
with the hypothesis of a direct effect of PTH on renin secretion which could contribute to
the pathogenesis of hypertension and to the vessels sensitization to pressor agents. A
similar study from Bernini et al*®> shows how after the surgery in hypertensive patients
with primary hyperparathyroidism, PTH and PRA did not differ from the values in

| %% studied the interaction

normotensive primary hyperparathyroidism. Smith et al
between PTH and the RAAS in dogs. An intravenous infusion of bovine PTH provoked
an important increase in plasma renin activity. Sodium and P excretion also increased.
The endogenous secretion of PTH was stimulated by infusion of citrate to determine if
the stimulatory effect on renin occurred with endogenous secretion of PTH. P excretion
increased, which confirmed PTH secretion. There was a significant rise in both plasma
renin activity and sodium excretion, the magnitude of the sodium response modulating
the increase in PRA. Data from Evenepoel’’ in kidney transplant patients are in
agreement with a stimulatory effect of PTH on plasma renin activity. Glomeruli have
PTH receptors that are stimulatory coupled to adenylate cyclase. PTH increases cAMP
levels which increase renin secretion®. In sumary all these studies explain the relation
between PTH and the RAAS system. Thus, in our experimental settings, high P intake
stimulates PTH secretion. The increase in PTH levels could be the responsible for the
elevation of the renin and angiotensin Il and, thus for the increases in blood pressure. In
our experiments the addition of Lanthanum carbonate to the diet blunted the increase
PTH and Angiotensin Il serum levels and renin expression in the kidney. SBP and DBP
followed the same pattern. These effects suggest that the increase of blood pressure is
an effect of the increase in PTH induced by the high P diet. Although the addition of the
P binder reduces the serum level of angiotensin Il they do not reach basal levels and

remain elevated. However, renin expression goes down to basal levels. This effect has

been observed before *° and could be due to the fact that renin is synthesized and
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stored in substantial quantities in the granules of juxtaglomerular cells and is released in
response to various stimuli*®*!. Thus, large changes in plasma renin levels can occur

rapidly, leading to changes in angiotensin generation with no changes in renin mRNA.
Our results also show that 1,25(0H),D; levels were also increased. This
increase is probably due to the stimulatory effect that the PTH has on 1 alpha
hydroxylase activity in the kidney. 1 alpha hydroxylase is the enzyme responsible to
obtain the active form of the vitamin D. It is described that vitamin D receptor (VDR)
activation suppresses the expression of angiotensinogen, angiotensin Il type 1 receptor,
and renin receptor in the kidneys*. Clinical observations show an inverse relationship
43-45

among plasma vitamin D3 levels and blood pressure and plasma renin activity™ >,

furthermore vitamin D supplementation reduces blood pressure in hypertensive

46;47 48

patients™"". Li et al™ showed that VDR is a primary negative regulator of renin

expression *°

. In our case, it seems that the effect of vitamin D decreasing renin
expression is not enough to overcome the stimulation induced by PTH, at least when
the P binder is absent. When lanthanum carbonate was added to the diet the levels of
PTH are lower with no effect on vitamin D levels. In those cases renin expression is
down to normal, suggesting that the stimulatory effect of the PTH can be eliminated by
the high levels of vitamin D.

P levels correlate with vascular calcification in both animal and humans models
with advanced chronic kidney disease, but whether this relationship exists among
individuals with normal kidney function is not clear. Some authors refer to calcium and P
as "passive mechanisms of calcification." Elevated levels of Ca, P and CaxP (prevalent
in patients with CKD and significantly associated with death from cardiovascular
disease in these patients'!) promote the formation of nuclei of bioapatite crystals and
their growth®. In vitro studies found that when VSMC were incubated with high

concentrations of calcium and P, bioapatite accumulates in the extracellular matrix. This

process is not just a passive precipitation of divalent ions, but it involves a phenotypic
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change of VSMC and up-regulation of genes commonly associated with bone

differentiation®">2,

High P levels stimulate the activity of a phosphate sodium
cotransporter (Pit-1), and also high calcium increases the expression of Pit-1. This
transporter allows the accumulation of P within the cell, which serves as a signal for the
expression of osteogenic genes. The combination of these factors leads to the
transformation of the cell to become susceptible to calcification®>. More over studies

from Foley®**°

et al determined the association between P levels and coronary artery
calcium levels in a community-based cohort of healthy young adults. They conclude that
higher serum P levels, even within the normal range, may be a risk factor for coronary
artery atherosclerosis in healthy young adults and P level may be a risk factor for left
ventricular hypertrophy in community-dwelling young adults. Vascular calcification is
associated with increases in blood pressure and pulse pressure, due to changes in the
stiffness of the artery. Recent studies indicate that pulse pressure is an independent
risk factor for left ventricular hypertrophy, myocardial infarction, congestive heart failure
and stroke®®. In hypertension, left ventricular hypertrophy is initially a useful
compensatory process that represents an adaptation to increased ventricular wall
stress®’ In our animals, the stiffness of the artery did not suffer any significant change
although a small, but we detected an not significant increase in calcium content in the
artery of the animals with high P diet. was detected in our animals fed with high P diets.
In addition, no increase in the ratio heart/body weight was detected, suggesting the
absence of left ventricular hypertrophy.

Our animals with high P diets show higher serum levels of this ion. P binder has
not effect over blood levels, probably due to the fact that vitamin D levels were still high
in those animals. Renal excretion of P is regulated by the glomerular filtration rate and
the maximal rate of tubular reabsorption. P reabsorption in the proximal tubule is
mediated by Na+dependent, secondary-active transport mechanisms®, P absorption is

accompanied by sodium. The major hormonal regulator of the reabsorption of P is PTH,
121



which decreases the rate of tubular reabsorption, increasing renal excretion of P. As we
show in the results, high P diet groups shows a PTH increases that it could affect
urinary excretion of P with an increase in the Na excretion. The principal physiological
effect of PTH is on the regulation of renal tubular electrolyte and water transport™. It is
well known that an increase in the endogenous secretion of PTH can decrease sodium
reabsorption by the proximal tubule® and induces dysregulation in the activity, traffic
and expression of renal sodium transporters®’. Elevated PTH levels produce an
increase in natriuresis that is followed by polyuria. Urinary excretion of sodium and urine
volume is increase in all the groups with high P diets. This increase is due to the
elevation in PTH. However the addition of the P binder does not produce a decrease of
the urinary sodium excretion although PTH levels go down. This may be due to the fact
that, in parallel to a reduction of PTH, there is also a reduction of Angiotensin Il levels.
Thus, a decrease in angiotensin Il will reduce the tubular reabsorption of sodium and
water, thereby compensating the effect of an increase in tubular reabsorption induced
by the decrease in PTH®.

Serum P plays a vital role in maintaining calcium homeostasis: a high
concentration of P stimulates the secretion of PTH, which increases the release of
calcium from bone and reduces renal excretion of this ion®*®. In our experiments we
show that diets with high P induce an increase in serum levels of calcium, together with
a reduction of the fractional excretion of the same ion, indicating an increase in calcium
reabsorption. All these effects are probably due to the action of PTH. Lanthanum
carbonate decreases blood calcium level in the group fed with high P diet but not in the
very high one. This effect could be due to the higher levels of vitamin D in the very high
P diet plus lanthanum carbonate which will induce a higher calcium absorption by the

gut.
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In conclusion hyperphosphatemia-inducing diets in healthy animals provoke and
increase in systolic, diastolic and media pressure, probably due to the elevation of PTH
and the consequent activation of the RAAS system. The use of a phosphate binder,

Lanthanum carbonate, inhibits this effect.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Changes of blood pressure in rats fed with high P (dark blue), high P
plus Lanthanum carbonate (pink), very high P (yellow) and very high P plus Lanthanum
carbonate (light blue) diets. Effect in systolic blood pressure (A), diastolic blood
pressure (B), media blood pressure (C) and pulse pressure (D). *p < 0.05 rat fed with

high/very high P diet; versus rats fed with same diet plus Lanthanun carbonate.

Figure 2. Serum levels of P (A), Ca (D) and CaxP product (G), urinary (B) and
fractional excretion of P (C), and urinary (E) and fractional excretion of Ca (F). *p < 0.05
vs. rats fed with normal diet; # p < 0.05 vs. rats fed with same diet plus Lanthanun

carbonate

Figure 3.Urinary excretion of Na (A), creatinine clearance (B) and diuresis were

determined in all the groups *p < 0.05 vs. rats fed with normal diet.

Figure 4 Serum levels of PTH (A) and 1,25(0OH)2D3 (B) in the 5 groups. *p <
0.05 vs. rats fed with normal diet. # p < 0.05 vs. rats fed with same diet plus Lanthanun

carbonate.

Figure 5 Renin expression (A) and Angiotensin Il levels in serum (B) determined
in all groups. *p < 0.05 vs. rats fed with normal diet: # p < 0.05 vs. rats fed with same
diet plus Lanthanun carbonate

Figure 6. Aortic calcium content were determined in all the groups Dara are

means +- SEM
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Figure 7. Intake of food (A) and water (B) determined in metabolic jails for 24h;
increase in weight during the 2 months of the experiment (7C), and in ratio heart weight

/ body weight (7D) *p < 0.05 vs. rats fed with normal diet.
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RESULTADOS COMPLEMENTARIOS

Este anexo pretende agrupar todos aquellos resultados que guardan relacion
con los articulos de esta tesis pero que por distintos motivos no se han incluido en
ellos. Son resultados que complementan y facilitan la comprensién de los resultados y

conclusiones obtenidas.

1. Expresion de los genes implicados en el metabolismo de la vitamina D
(VDR, 1a hidroxilsa y 24 hidroxilasa) en arterias procedentes de sanas

tratadas con Calcitriol.

Durante 8 semanas tratamos a un grupo de ratas sanas (n=4) con la misma
concentracion de Calcitriol que a las ratas uremicas (1ug/kg). Extrajimos el RNA de las
arterias, del que obtuvimos el cDNA, que empleamos para realizar una RT PCR para
determinar la expresion de VDR, 1a hidroxilsa y 24 hidroxilasa. Comprobamos que el
comportamiento era el esperado: la expresion de VDR y 24 hidroxilasa aumenta,
mientras que la de 1a hidroxilasa disminuye. Este comportamiento no se mantiene

durante las condiciones de uremia.
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Figura 19: Expresion determinada por RT-PCR de VDR(A), 1ahidroxilasa (B) y 24

hidroxilasa (C) en arterias de ratas sanas y sanas tratadas con Calcitriol p>0.05

respecto al control
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2. Calcificacion de las células de musculo liso vascular de ratones
Knockout y Wild Type para VDR.

Obtuvimos CMLV procedentes de aortas de ratones Wild Type (WT) y Knockout
(KO) para VDR. Utilizamos la cepa Tokyo de estos ratones que fue generada por la
ablacién especifica de exén 2 que codifica el primer dedo de zinc del dominio de unién
de DNA. Nuestras iniciales parejas reproductoras de estos ratones fueron una
generosa donacion del Dr. S. Kato (Universidad de Tokio, Tokio, Japdn). Los ratones
fueron destetados y genotipados a las 3 semanas de edad y luego se alimentaron con
dieta de mantenimiento. A las 4 semanas los sacrificamos y obtuvimos las aortas, que
empleamos para obtener cultivos de CMLV, del mismo modo que obtuvimos los
cultivos procedentes de rata y al igual que en las CMLV de rata verificamos que se
trataban de estas células por su patron de crecimiento y por inmunocitoquimica de alfa
actina. Comprobamos el genotipo de las células mediante Western Blot de VDR (figura

20). Los experimentos los realizamos entre pase 2 y pase 8.

Figura 20 :Western Blot de VDR, para

RATONWT  RATONK®  aremmoL comprobar el genotipo Wild Type o Knockout

de las CMLYV procedentes de explantes de aortas de
— VDR

ratén. Las CMLV de rata tratadas con Calcitriol se han

usado como control positivo, ya que se sabe que al

S S SR — TUBULINA

Calcitriol aumenta la expresion de VDR en estas

células. La tubulina se emple6 como control de carga.

Para realizar los experimentos de calcificacion, procedimos de igual modo que
en las CMLV de rata, utilizando el método de la o-cresolftaleina complexona. Como era
de suponer las CMLV de ratones KO para VDR no calcificaban al tratarlas con
Calcitriol, sin embargo y tal como sucedia con las CMLV de rata, las WT si que lo

hacian. El Paricalcitol no provocaba un aumento de la calcificacion (Figura 21).
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Figura 21: Calcificacion de CMLV de ratones KO y WT para VDR al afiadir al medio

calcificante 300nM de Paricalcitol y 100nM de Calcitriol* p>0.05 respecto a su control

Al afadir 100pM de RANKL al medio de cultivo pudimos comprobar que las

células KO y WT aumentaban su nivel de calcificacion.
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Figura 22: Calcificacion de CMLV de ratones KO y WT al ariadir al medio calcificante
100pM de RANKL. * p>0.05 respecto a su control.

[am)

3. Calcificacion de las células de musculo liso vascular humanas.

También obtuvimos CMLV de arterias renales de humanos. Procedimos de
igual modo para obtener los cultivos (método de explantes), y para verificar que eran
CMLV que en los casos de rata y raton. Los experimentos también los realizamos entre
pase 2 y pase 8. El motivo de no utilizar siempre CMLV humanas reside en la dificultad
para que se nos proporcionen arterias humanas, que ademas deben ser recogidas
dentro de unas condiciones higiénicas y debe realizarse el cultivo tras su obtencion.
Por ello utilizamos estas células para comprobar si ciertos resultados obtenidos en
otros modelos se reproducen en el humano.
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Determinamos si las CMLV humanas incrementaban su nivel de calcificacion al
tratarlas con Paricalcitol (300nM) y Calcitriol (100nM). Comprobamos que se

comportaban siguiendo el mismo patrén que las de rata.
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Figura 23: Calcificacion de CMLV humanas al afiadir al medio calcificante 300nM de

Paricalcitol y 100nM de Calcitriol. * p>0.05 respecto al control.

Ademas al igual que sucedia con las CMLV de rata, al anadir RANKL (en este
caso humano) se incrementa su calcificacion. Dicha calcificacién también puede ser

inhibida al coincubar con OPG (también humano).
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Figura 24: Efecto de la adicion de OPG (100pM) sobre la calcificacion de CMLV
humanas provocada por RANKL(100pM). * p>0.05 respecto al control
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4. La calcificacion de las células de musculo liso vascular de rata

provocada por el Calcitriol se inhibe mediante la adicion de OPG in vitro.

Como ya hemos comentado en resultados anteriores OPG inhibe la
calcificacion provocada por RANKL en las CMLV de rata. También hemos hecho
referencia a que el Calcitriol aumenta la expresion de RANKL, por lo que pensamos en
afadir OPG al medio calcificante mas Calcitriol para ver si asi se inhibia la
calcificacion, proporcionandonos este resultado una prueba mas de que el aumento en
RANKL era el responsable de la calcificacion. Como se puede observar en la figura, el
incremento en la calcificacion de las CMLV producido por la vitamina D se puede inhibir

mediante la adiccion al medio de cultivo de OPG
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Figura 25: Efecto de la adicion de OPG (100pM) sobre la calcificacion de CMLV de
rata producida por el Calcitriol(100nM). * p>0.05 respecto al control.

5. La incubacion con RANKL no incrementan los niveles de Caspasa 3

activa en las células de musculos liso vascular.

OPG es un receptor soluble sefiuelo de RANKL, pero también es receptor de
TRAIL™®. Las CMLV expresan RANKL, OPG™" y TRAIL'®. La unién de TRAIL a su
receptor induce apoptosis, la cual esta relacionada con la calcificacién vascular. La
incubacién con RANKL podria aumentar la calcificacién vascular al provocar el
agotamiento del OPG, que permitiria que el TRAIL libre indujera apoptosis. Sin

embargo en el Western Blot de la figura 26 se observa que la incubacion de CMLV con
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RANKL no incrementa los niveles de caspasa 3 activa, que interviene en la

calcificacion inducida por TRAIL.

. . RANMKL  Calcitriol
Contral  Paricalcitol  Calcitrinl - RARNK OFG +OPG

+(P G

Figura 26 : Western Blot de Caspasa 3 activa en CMLV con diferentes

tratamientos. No se obsevan diferencias entre los tratamientos.

6. BMP2 no varia significativamente al incubar las células de musculo liso

vascular con RANKL.

Como ya se mostré en los resultados, RANKL provoca un aumento de la
expresion de BMP4, responsable del incremento de la calcificacion. Resulta obvio
plantearse el porqué de elegir para su estudio esa molécula y no otra. De hecho seria
muy comun pensar primero en otra Bone Morphogenic Protein, la BMP2, una molécula
de la misma familia que BMP4, que presentan un comportamiento similar y
frecuentemente asociada con la calcificacidon vascular. Nosotros en un primer momento
pensamos en BMP2 como posible mediador en la calcificacion de las CMLV. Sin
embargo al analizar su expresion tanto por RT-PCR como por ELISA al incubar las
células en medio calcificante mas 100pM de RANKL, comprobamos que no aumenta
significativamente (Figuras 27 A y B). Este resultado nos hizo descartar BMP2 y pensar
en BMP4 como responsable.

A B

5Ct, -

B CONTROL
100ph RANKL

Figura 27: Expresion de BMP2 determinada por RT-PCR (A) y ELISA (B) en CMLV y su medio de
cultivo, respectivamente, incubadas con medio calcificante (control) y medio calcificante mas 100pM de
RANKL. n.s.
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7. La inhibiciéon de la via clasica de NF-kB utilizando el super-represor de

IkBa tampoco inhibe la calcificacion producida por RANKL.

Como ya se mostro en los resultados, la via alternativa de NF-kB y no la clasica

es la implicada en el aumento de la expresién de BMP4 y por tanto de la calcificacion.

Ademas de inhibir ambas vias mediante sh RNA de las quinasas IKKa e IKKB, la via

clasica la inhibimos de una segunda manera mediante la utilizacion del super-represor

de IkBa, que también fue una generosa donacion de Dr Xavier Dolcet. El resultado

obtenido confirmd que la via clasica de NF-kB no esta implicada en la calcificacion

producida por RANKL (Figura 29).

CMLY infectadas
CMLY con el super-
Control  represor de [kBu

s W | IKBa
S W | Tubulina

400

ng calcio/mg proteina

Figura 28. Western blot de
comprobacion de la
infeccion de CMLV con el
super-represor de IkBa. La

tubulina se ha utlizado como

control de carga

e

CMLYV Control

" CMLYV infectadas con el
super-represor de IKBa

Figura 29: Calcificaciéon de CMLYV silvestres e infectadas con el super-represor de

IkBa al afiadir al medio calcificante 100pM de RANKL (columna de puntos). No se produce una

inhibicion del incremento de la calcificacion producida por RANKL al mantener la inhibicién de la

via clasica de NF-kB con el super-represor de IBka * p>0.05 CMLV tratadas con 100pM de

RANKL respecto a su control.
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8. La coincubaciéon de las células de musculos liso vascular con OPG

bloquea el aumento de los niveles de BMP4 inducido por RANKL

Con el fin de aportar mas evidencias al link entre RANKL y BMP4 que
establecimos al silenciar RANK y ver como disminuia la expresién de BMP4,
coincubamos las CMLV con RANKL y OPG. El resultado confirma esta asociacién ya
que la incubacién con OPG (100pM) bloquea el incremento de BMP4 inducido por
RANKL.
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Figura 30: Expresion de BMP4 determinada ELISA (B) en el medio de cultivo de CMLV
incubadas con medio calcificante con 100pM de RANKL con o sin 100pM de OPG. * p>0.05
respecto al control (OpM RANKL, OpM OPG). # p>0.05 CMLYV tratadas con 100pM RANKL versus
CMLYV con tratamiento de 100pM de RANKL, 100pM OPG.

9. El silenciamiento de BMP4 inhibe el incremento de -calcificacion
provocado por RANKL.

En el articulo mostramos como la coincubacién de RANKL con nogina (un
inhibidor de las BMPs) inhibia la calcificacion producida por RANKL. Ante este
resultado podria plantearse alguna duda sobre si realmente es BMP4 el mediador de la
calcificacion y no alguna otra molécula de las BMPs, por lo que para asegurarlo
procedimos al silenciamiento de BMP4 mediante la técnica de shRNA. Las secuencias
de los primers que utilizamos fueron: forward CCG GCC GGA TTA CAT GAG GGA
TCT TTT CAA GAG AAA GAT CCC TCA TGT AAT CCG GTT TTT y reverse GAT
CAA AAA CCG GAT TAC ATG AGG GAT CTT TCT CTT GAA AAG ATC CCT CAT

GTA ATC CGG. Tras infectar las CMLV Comprobamos la inhibicién mediante RT- PCR
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y ELISA. Incubamos las células infectadas con RANKL y determinamos su nivel de

calcificacion del mismo modo que en otras ocasiones: tras 5 dias de tratamiento y por

el método de la o-cresolftaleina complexona. Comprobamos que la calcificacion

producida por RANKL disminuye significativamente en la CMLV BMP4- (figura 31)

380 4

ng calcio/mg proteina

versus CMLV BMP4- con el mismo tratamiento.
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Figura 31: Calcificaciéon de CMLV silvestres y BMP4- al aiiadir al medio calcificante
100pM de RANKL. * p>0.05 respecto a su control. # p>0.05 CMLV silvestres tratadas con RANKL
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En la enfermedad renal crénica, la disminucion de la funcién renal tiene una
serie de consecuencias importantes: sindrome urémico, hiperfosfatemia,
hiperparatiroidismo secundario (HPT2) y enfermedades cardiovasculares, incluyendo
en ellas las calcificaciones vasculares. Las enfermedades cardiovasculares son la
mayor causa de morbimortalidad en pacientes con ERC. La aterosclerosis acelerada y
la calcificacion de la media son procesos comunes en los pacientes en dialisis. Los
mecanismos por los que la uremia promueve la calcificacion vascular y su relacion con
la aterosclerosis plantean aun muchos interrogantes. Son muchas las células
implicadas en la formacién de la lesién aterosclerotica'®® pero nosotros hemos centrado
nuestros estudios en las CMLV. Estas células en respuesta una gran variedad de
estimulos aterogénicos pueden pasar de un fenotipo contractil a uno sintético, en el
que migran y proliferan mas. Estas CMLV pueden sintetizar mas colageno y proteinas
de matriz, que estarian involucradas en al iniciacién y desarrollo temprano de la placa
aterosclerética’®?** Los pacientes con ERC sufren un incremento de la proliferacion de
las CMLV que puede desencadenar complicaciones arteriales®. El tratamiento con
Calcitriol y su analogo el Paricalcitol es una practica comun en el tratamiento del HPT2
que sufren los pacientes en didlisis. El Calcitriol aumenta la proliferacién de las
CMLV*'. Sin embargo el Paricalcitol induce una menor respuesta proliferativa en las
CMLV*. En nuestros estudios nos interesamos por saber que sucedia durante la
uremia especialmente en las CMLV y como el tratamiento con Calcitriol o con su
analogo el Paricalcitol podrian influir sobre el proceso aterosclerético o sobre la

calcificacion vascular.

Comprobamos como la uremia provoca tanto in vitro como in vivo una
desregulacién de los enzimas del metabolismo de la vitamina D en las CMLV
aumentando con ello la sintesis local de esta hormona. Esta desregulacion ya habia
sido descrita en otros tejidos durante la uremia por distintos autores. Como ya
explicamos en la introduccion, la 1,25(0OH),D; ejerce sus acciones a través de la union
a su receptor el VDR. Diferentes autores han observado una disminucion del VDR en
las glandulas paratiroides de ratas®®, perros®” y humanos'®® con fracaso renal. Ademas
el efecto estimulatorio de la 1,25(OH),D3 sobre los niveles de VDR esta atenuado en el
duodeno de las ratas urémicas'®. La interaccién del receptor con los elementos de

126;259;297;304 e inCIUSO se ha

respuesta del DNA también es mas débil en estos pacientes
demostrado in vitro que el ultrafiltrado urémico es capaz de bloquear la induccién de

genes por Calcitriol®®. La toxinas urémicas se han asociado a esta resistencia a la
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1,25(0H),D3 en pacientes con ERC™. Todos estos estudios concuerdan con nuestros
resultados. El descenso del contenido en VDR y de su capacidad de unién al DNA
podrian ser los responsables de incremento en las 1 a hidroxilasa, ya que se elimina el
feedback negativo, que observamos en las CMLYV in vitro y en las arterias in vivo en las
condiciones de uremia. El resultado de esta alteracion es el incremento a nivel local de
la sintesis de 1,25(0OH),D; durante la uremia, que ejerceria sus acciones de manera
auto-paracrina. Posiblemente guarde relacién con los cambios en proliferacién y

calcificacion tantas veces descritos en los pacientes urémicos.

Existen en la bibliografia referencias a una regulacion de la 1a hidroxilasa
especifica de tejido y diferente de la del riién'. La uremia puede modificar su
expresion y actividad. Estudios de Dusso et al” demostraron que los macréfagos de
individuos normales sintetizaban 1,25(OH),D; y que en los individuos con ERC su
actividad 1a hidroxilasa estaba incrementada y la capacidad de degradar 1,25(0OH),D5
se encontraba disminuida. En la uremia los niveles circulantes de vitamina D se
encuentran disminuidos y los de PTH elevados, lo que sirve de estimulo para
incrementar la sintesis extrarrenal de 1,25(OH).D;. Nuestros animales experimentan un
aumento de la expresion de la 1a hidroxilasa en la arteria, pero un descenso en el

rindn. La sintesis extrarrenal de 1,25(0OH),D; esta elevada en las CMLV.

La desregulacion de los genes del metabolismo del la vitamina D durante la

1'% mostraron como la uremia

uremia también afecta a la 24 hidroxilasa. Koyama et a
induce la expresiéon duodenal de 24 hidroxilasa en ratas urémicas, y Hsu et al'®’
estudiaron como las toxinas urémicas estaban involucradas en la supresion de la
degradaciéon de 1,25(0OH).D;. En nuestro trabajo la expresion de 24 hidroxilasa no se

modifica significativamente.

Como hemos ido explicando la consecuencia de todas estas alteraciones es el
aumento de la sintesis de la 1,25(0OH),D; durante la uremia en la arteria,
concretamente en las CMLV. Incremento que pudimos medir in vitro al cultivar las
CMLYV con suero de ratas normales y de ratas urémicas. La produccion de 1,25(0OH),D;
era superior en las células cultivadas con suero urémico. También podemos afirmar
que el metabolismo de la vitamina D no se comporta de la misma manera en la arteria

que en el rindn durante la uremia.
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El HPT2 que desarrollan los pacientes con ERC, requiere de terapia para
minimizar los efectos de la PTH sobre los huesos y otros tejidos'®. Los bajos niveles
de 1,25(0OH),D; en sangre juegan un papel importante en la iniciacién y mantenimiento
de este HPT2. La terapia para el HPT2 en pacientes con ERC consiste en diferentes
activadores de receptor de la vitamina D (VDRA), como el Calcitriol o su analogo el
Paricalcitol, que suprimen los efectos en la glandula paratiroides, y regulan la absorcion
intestinal de calcio y fésforo y su movilizacion en el hueso. Los estudios
observacionales también demuestran como en pacientes en hemodialisis el Paricalcitol
esta asociado a una mejora en supervivencia comparado con el Calcitriol’°%°°%2 En
este trabajo comprobamos como ambos tratamientos son igual de eficaces a la hora de
suprimir la secrecion de PTH inducida por la nefrectomia 5/6 y al final de los
tratamientos, los animales tratados con Calcitriol o Paricalcitol mostraban niveles

similares de calcio y fésforo séricos, asi como del producto calcio-fésforo.

Nosotros hemos observado en los diferentes estudios que hemos realizado un
efecto diferencial de ambos compuestos. En la parte que nos ocupa en este momento y
que se refiere a la regulacion de la sintesis extrarrenal de 1,25(0OH),D; en las CMLYV,
pudimos constatar que mientras que el Paricalcitol no tiene efecto sobre la uremia, el
Calcitriol dispara la expresiéon de 1a hidroxilasa y la produccion de 1,25(0OH),D;. Las
arterias de ratas sanas, sin embargo siguen el comportamiento esperado al tratar a los
animales con Calcitriol: VDR y 24hidroxilasa aumentan, mientras que la 1 a hidroxilasa
disminuye. Estas diferencias entre tratamientos, ponen de manifiesto la importancia de

su eleccion a la hora de tratar a los pacientes.

Estos efectos diferenciales entre ambos compuestos no se observan solo en las
alteraciones en el metabolismo de la vitamina D, sino que también encontramos
diferencias en la presioén arterial de estos animales sometidos a nefrectomia subtotal.
Observamos un incremento de la presion arterial tras el tratamiento con vitamina D que

35;36;109 como en

ya habia sido descrito por diversos autores tanto en animales
pacientes'*. El tratamiento con ambos analogos tiene un efecto significativo sobre la
presion sanguinea. Sin embargo, aunque ambos tratamientos aumentan la presién
arterial sistdlica, la diastdlica solo se eleva en el grupo tratado con Paricalcitol. Esto da
lugar a que el aumento en la presién de pulso solo tenga lugar en los animales tratados
con Calcitriol. Este incremento parece ser similar al observado en el envejecimiento,

donde se produce un aumento en la presion de pulso causado por elevaciones de la
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presion arterial sistdlica con pequenas variaciones en la diastélica. En nuestro trabajo
el incremento en la presion de pulso podria explicarse por la rigidez de la arteria debida
a un proceso de calcificacion. Este aumento en la presién de pulso podria ser un efecto
deletéreo del tratamiento con Calcitriol ya que se ha visto que la presién de pulso es un

importante indicador para predecir mortalidad cardiovascular y cerebrovascular®® ',

La calcificaciéon vascular guarda mucha relacion con los puntos anteriores y
nosotros le dedicamos una parte importante de nuestros estudios. La uremia potencia
la calcificacion y estimula la expresién de marcadores osteogénicos en las
CMLV*47:20¢ - Ademas el efecto del Calcitriol y Paricalcitol en la calcificacion CMLV
tanto in vivo como in vitro es diferente. Mientras que los animales tratados con
Paricalcitol mostraban una pequefa calcificacion aértica similar a la de los animales sin
tratamiento, los tratados con Calcitriol presentaban extensas calcificaciones de la capa
media de la aorta, a pesar de un producto calcio-fésforo similar. Estos resultados

I**” cuando comparaban el Paricalcitol

concuerdan con los obtenidos por Wu-Wong et a
con las 1ahidroxivitamina D2. En dicho articulo se mostraba como con un incremento
similar en los niveles en suero de calcio y fosforo, el efecto de ambos compuestos
sobre la calcificacion era diferente. Es mas, este efecto en la calcificacion provocado
por el Calcitriol podia observarse ya con dosis no hipercalcemiantes de Calcitriol'®. Por
tanto, el efecto del Calcitriol induciendo la calcificacién vascular parece ser directo en

independiente de los niveles séricos de calcio.

Calcitriol induce un aumento de la calcificacion de las CMLV en medio calcificante
a partir de la concentracion de 100 nM. Estos resultados coinciden con los obtenidos
por Jono et al'*®, que observaban un efecto directo del Calcitriol incrementando la
calcificacion de las CMLV. El efecto directo del Calcitriol in vitro aumentando el
contenido de calcio en CMLV de ratas, no tiene lugar en las células tratadas con
Paricalcitol, incluso en concentraciones tres veces superiores a las de Calcitriol. En
este caso, los niveles de incorporacion de calcio no se incrementaron en comparacion
con células control incubadas solo con medio calcificante. Desde hace algunos afos se
ha empezado a aceptar que la calcificacion vascular es un proceso activo y regulado.
En las primeras etapas de este proceso las CMLV sufren un cambio fenotipico y
empiezan a expresar marcadores osteoblasticos. Comienzan expresar proteinas
asociadas a hueso que permiten la mineralizacién de la matriz extracelular™’. Una de

estas proteinas asociadas a hueso es RANKL. RANKL es una proteina de 316
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aminoacidos, que se expresa abundantemente en osteoblastos, especialmente en

117;120;258;318_ Normalmente se

areas donde se produce un activo remodelado éseo
detecta en bajos niveles en las CMLV, pero su expresidon aumenta en las lesiones
arteriales calcificadas. En nuestros experimentos podemos observar que la uremia
aumenta la expresion de RANKL en estas células. Ademas tanto la expresion como la
secrecion de RANKL al medio de cultivo es significativamente superior en las células
incubadas con Calcitriol, y no cambia en las células incubadas con Paricalcitol. Ademas
esta descrito que la administraciéon OPG inhibe la calcificacién vascular inducida por
Warfarina y por vitamina D in vivo®*2. OPG, es una proteina que actia como receptor
soluble sefiuelo de RANKL y que inhibe la formacién de osteoclastos?*?. Los ratones
deficientes en OPG padecen una disminucién de la densidad mineral ésea, sufren una
alta incidencia de fracturas de hueso y presentan calcificaciones de la aorta y de las

arterias renales®+%'

. En nuestros experimentos in vivo los niveles de OPG no se
incrementan ni con Calcitriol ni con Paricalcitol. En general, los casos de calcificacién
vascular con pequefio o ningun cambio en OPG y aumentos de RANKL (en lesiones
ateroscleréticas o valvulares en humanos y en ratones OPG-/-) han conducido a la
hipotesis de que los niveles elevados de RANKL podrian favorecer de algin modo la

calcificacion de los vasos 67149203

En la uremia el aumento local de 1,25(0OH),D3 podria tener un efecto paracrino
sobre las células del vaso. La actuacién de la 1,25(0OH),D; sobre las CMLV incrementa
la expresion de RANKL. La adicion de Calcitriol dispararia aun mas el incremento de
RANKL en las CMLV y con ello la calcificacién. Mas aun, una parte importante de la
calcificacion inducida por el suero urémico se puede inhibir adicionando OPG o usando
CMLV RANK-. Esto nos demuestra que el incremento local de RANKL es un importante
mediador de la calcificacién vascular observada en la uremia y que se dispara con el
tratamiento con Calcitriol. Ademas este RANKL, tal y como describié van Driel*" en
osteoblastos, parece ser el responsable del incremento de los niveles de RNAmM de la
1a hidroxilasa. No podemos olvidar que estas CMLV que empiezan a calcificar se

asemejan cada vez mas a osteoblastos.

Parece entonces que un elemento clave en la calcificacion de las CMLV es
RANKL. El posible efecto de RANKL sobre la calcificacién de la CMLV habia sido

258,265

puesto de manifiesto por varios autores , Si bien aun nadie habia demostrado su

relacién directa. Se habia observado que la expresion de RANKL aumentaba en las
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areas calcificadas de animales de experimentacion y pacientes. En ratones OPG-/-,

1?3 pudieron comprobar

que presentan osteoporosis y calcificacion vascular, Min et a
que el RNAm de RANKL se localizaba asociado a las lesiones arteriales calcificadas.
La presencia de RANKL también se ha podido encontrar asociada a matriz extracelular
rodeando los depdsitos de calcio en las placas ateroscleréticas humanas® y en
valvulas aérticas calcificadas'®. Ademas, la expresiéon de OPG en un ratén OPG-/-
prevenia las aparicién de calcificaciones vasculares®®. Mas aln, Price et al**?
demostraron que la administracion de OPG podia inhibir la calcificaciéon vascular
inducida por Warfarina y vitamina D en animales de experimentacién. Nuestros
resultados muestran como las CMLV incubadas con medio calcificante al que se afade
RANKL incrementan tanto su contenido de calcio, como la actividad fosfatasa alcalina,
enzima indicadora de turnover 6seo. Este incremento también los pudimos visualizar
mediante tincion de Von Kossa, que pone de manifiesto las areas calcificadas. Con
todo ello demostramos el efecto directo de RANKL como inductor de la calcificacién de

las CMLV.

El hecho de que OPG inhiba la calcificacion vascular en modelos
experimentales podria atribuirse diferentes mecanismos. Uno de ellos se explica por el
hecho de que OPG inhibe la resorcidén 6sea, y algunos autores han establecido un link
entre resorcion dsea y calcificacion vascular. Sugieren que una desregulacién en la
localizacién del calcio permitiria su movimiento desde el hueso hasta la pared vascular,
estando implicado en este proceso el OPG'". Esta hipétesis se apoyaba a su vez por
la relacion existente entre calcificaciéon arterial y enfermedades que suponian una alta

tasa de resorcién 6sea como la osteoporosis>*?*'

, ¥ porque los tratamientos utilizados
para inhibir la resorcidon 6sea podian inhibir la calcificacion vascular en modelos
experimentales®': Sin embargo parece que los altos niveles de OPG que presentan los
pacientes con ERC no son suficientes para proteger contra la calcificacion
vascular®?’?'? La significacion de estos estudios podria considerarse limitada por el
hecho que los niveles de RANKL no han sido determinados, impidiendo asi determinar
el ratio RANKL/OPG. El otro mecanismo implica la actuacion directa sobre las propias
células de la arteria impidiendo el efecto de los estimuladores de la calcificacion. Como
ya hemos dicho en numerosas ocasiones OPG es un receptor soluble sefiuelo de
RANKL, pero también es receptor de TRAIL™®. Las CMLV expresan RANKL, OPG"*" y
TRAIL'®. La unién de TRAIL a su receptor induce apoptosis, la cual esta relacionada

con la calcificacion vascular. Modelos in vitro de CMLV calcificantes muestras que
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desequilibrios minerales inducen apoptosis y liberacién de vesiculas®'. Estos cuerpos
apoptdticos y vesiculas forman nidos de deposiciéon de fosfato calcico®™'. Por este
motivo podria ser que la inhibicién de TRAIL podria inhibir la calcificacion vascular. Sin
embargo no hemos encontrado evidencias directas de apoptosis en modelos de
calcificacién vascular que podrian ser inhibidas con el tratamiento con OPG?**. Existe
una tercera posibilidad que consistiria en que OPG inhibiera la calcificacion vascular
inhibiendo directamente a RANKL. Nuestros resultados muestran claramente que la
coincubacion con OPG inhibe la calcificaciéon inducida por RANKL en las CMLV.
Llegados a este punto podriamos hipotetizar que la incubacién con RANKL podria
aumentar la calcificacion vascular al provocar el agotamiento del OPG, lo cual
permitiria que el TRAIL libre indujera apoptosis. Nuestros resultados demuestran que la
incubacién de CMLV con RANKL no incrementa los niveles de caspasa 3 activa, que

interviene en la calcificacion inducida por TRAIL.

TRAIL]

Eéil
TRAI
RANKL - = RANKL o APOPTOSIS ‘:>CALCIFICACION

TRAITRA

RAHKL RAHKL

TRANSLOCACION
ﬁ- TRAIL E:> : |:> AL NUCLEO DE
oD NFKB

Figura 16: OPG, sus ligandos RANKL y TRAIL y su posible relaciéon con la

calcificacion vascular. OPG es receptor tanto de RANKL como de TRAIL. La unién RANKL-
OPG permitiria que el TRAIL libre provocara apoptosis, responsable de la calcificacién vascular.
La union TRAIL-OPG permitiria la union RANKL-RANK, lo que provocaria la translocacion al
nucleo de NF-kB, modulando la tasa de transcripcion de diferentes genes, algunos implicados en

la calcificacién vascular

Ademas desarrollamos experimentos en los que inhibimos la expresion de
receptor RANK mediante shRNA en CMLV. En estas células la incubaciéon con RANKL
no incrementa su calcificacion, lo que nos permite afirmar que directamente RANKL
incrementa la calcificacion de las CMLV a través de su union a RANK. La unién de
RANKL a su receptor RANK active tanto la via candnica como la alternativa de NF-
kB*?%_ Para estudiar como RANK promueve calcificacién vascular inhibimos ambas
vias de la cascada de NF-kB. El resultado nos mostré6 que la inhibicién de la via

canonica no tiene efecto sobre la calcificacion vascular, mientras que el silenciamiento
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de la via alternativa bloqueaba la calcificacién de las CMLV inducida por RANKL. La
incubaciéon con RANKL provocaria un aumento de la translocacion al nucleo de Rel B,

prueba de la activacion de la via alternativa de NF-kB.

La activacion de RANKL aumentaba la produccion de BMP4. BMP4 es un
miembro de la familia de las bone morphogenic proteins, llamadas asi porque
inicialmente fueron identificadas por su capacidad para inducir la formacion de hueso
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endocondral’’’. Ademas BMP4 ha sido implicado en la transicion osteogénica de la

CMLV permitiendo con ello la calcificacién vascular''?>. Se ha observado que BMP4

aumenta la calcificacion de las CMLV in vitro?®?

y que esta upregulado en las lesiones
aterosclerdticas calcificadas®’. Nuestros resultados muestran como paralelamente al
descenso en la calcificacion vascular con la inhibicidn de la via alternativa de NF-kB,
tiene lugar el descenso de BMP4. También comprobamos que la adiciéon de nogina (un
inhibidor farmacologico de las BMPs) al medio de cultivo de las CMLV, inhibia la
calcificacion inducida por RANKL, sugiriendo que dicha calcificacién era mediada por el
incremento en la expresion de BMP4. Este resultado se confirmé mediante el
silenciamiento de BMP4 en las CMLV, y el tratamiento con RANKL. La calcificacion
inducida por RANKL no ocurria en las células en las que se habia silenciado BMP4,
confirmando con ello nuestros resultados anteriores.

f \ 1 \
RANKL | OPG |
b/

.
.
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ALTERNATIVA
CLASICA KK
o CP100 Y ISW:=3 (NMADURD)
v
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/

Figura 17: Via por la que RANKL induce calcificaciéon en las CMLV. La union de

RANKL a su receptor RANK provoca la activacion de la via alternativa de NF-kB, con la
translocacion al nucleo de Rel B. Esto modula la tasa de transcripcion de BMP4, aumentando su

expresion a niveles de RNA y proteina. El BMP4 provoca la calcificacion de las CMLYV in vitro.
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Los resultados in vivo muestran que la administracion de Calcitriol a ratas
normales no elevaba la expresion de RANKL/OPG y BMP4 en arterias o en sangre, y
que estos animales no presentan incrementos en la calcificacion vascular. Sin embargo
la uremia induce un aumento de ratio RANKL/OPG y de la expresion de BMP4 en las
arterias. Como era de esperar los niveles de calcificacion vascular estan aumentados
en estos animales. El incremento de la calcificacion vascular es aun mayor en los
animales urémicos tratados con vitamina D, acompafiado de un aumento de la
expresion arterial de RANKL y BMP4. Este hallazgo sugiere que hay otros factores con
efecto en la calcificacion vascular in vivo asociada al tratamiento con Calcitriol. Las
ratas urémicas tratadas con Calcitriol presentan niveles mas altos de fésforo en sangre,

un parametro que es considerado como inductor de la calcificacién vascular®’.

La expresiéon de RANKL y BMP4 se localiza en las areas calcificadas, apoyando
la conclusion de RANKL como promotor de la calcificacion vascular. La tincidon para
TRAP (marcador de macréfagos) es negativa estas areas calcificadas de la media,
coincidiendo con lo que explican articulos previos, y contrario a la calcificaciéon de la
placa aterosclerética. En la calcificacion de la media no estan implicados macrofagos

infiltrados®"*.

Analizamos ademas el posible papel de los niveles circulantes de RANKL como
marcador de calcificacién vascular en nuestro modelo. Sin embargo, aunque
observamos un aumento de su expresion en las areas calcificadas los niveles
circulantes de RANKL no se modifican. La asociacion entre niveles circulantes de OPG
con diversos factores de riesgo cardiovascular estd ampliamente estudiada''*1%%%¢
pero el posible uso de la determinacion de los niveles de RANKL planteaba cierta

controversia. Schett et al®°

vieron que los niveles séricos de RANKL no estaban
asociados con los factores de riesgo vascular tradicionales. En general, los niveles
séricos de RANKL aparecen inalterados, aunque en otras ocasiones de han en otras
ocasiones se encuentran disminuidos con aumento de los de OPG"¥%%%7 En un

reciente trabajo, Kiechl et al'®

mostraron un estudio epidemiolégico en el que
observaban que los niveles séricos de RANKL no correlacionaban con aterosclerosis,
sin embargo los niveles de partida a comienzo del estudio si que parecen ser
predictivos de riesgo vascular. Entonces, parece que el uso de los niveles séricos de
RANKL para predecir el riesgo cardiovascular, no esta claro. En nuestro modelo

experimental pudimos observar que aunque la expresion de RANKL en el vaso se veia
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incrementada, los niveles circulantes no variaban. Por lo tanto, cambios en los niveles
circulantes de RANKL no reflejan cambios en los niveles vasculares. De acuerdo con
estudios previos, los niveles de OPG aumentan en los animales urémicos, provocando
asi el descenso del ratio RANKL/OPG.

Se ha desarrollado un farmaco, el Denosumab, que es un anticuerpo
monoclonal humano con alta afinidad (Kd 3X107"?M) y especificidad para RANKL que
neutraliza la actividad de RANKL de manera similar a la accién de OPG. Denosumab
no tiene reacciones cruzadas con TNF-a, TNF-, TRAIL, o el ligando CD40. Se utiliza
para el tratamiento y prevencién de la osteoporosis posmenopausica, el tratamiento de
erosiones Oseas asociadas con la artritis reumatoide, prevenir la pérdida de hueso en
pacientes con ciertos canceres y en la enfermedad mestastatica ésea'?. Como se
puede apreciar, sus aplicaciones van principalmente encaminadas a evitar la pérdida
de hueso asociada a distintas causas. Nuestros estudios podrian abrir un nuevo campo
de aplicacion de este farmaco, ya que podria contribuir a evitar la calcificacién vascular
que se observa en la ERC.

Por otro lado, los pacientes con ERC suelen desarrollar hiperfosfatemia. El
fésforo elevado se ha asociado con riesgo cardiovascular elevado y un aumento de la
morbimortalidad por eventos cardiovasculares en estos individuos. En la ERC la
elevacion de los niveles de fosforo sérico se asocia con HPT2, alteraciones en el
remodelado éseo y calcificaciones extra éseas, como la induccién de calcificaciones
vasculares'®®%" También se le ha considerado por diversos autores como una “toxina
urémica”. Existen multitud de estudios sobre este ion en la ERC, pero no estan del todo
claras las consecuencias que tendria una elevacién de la ingesta de fdsforo en
individuos con una funcién renal normal. Se sabe lo perjudicial que resulta el fésforo en
pacientes con ERC, de hecho, es de vital importancia para los nefrélogos el control de
los niveles séricos de este ion (empezando por su ingesta en la dieta y siguiendo por el
uso de quelantes del fésforo) en los pacientes en dialisis’’, pero jcuéles son sus
efectos en animales con funcion renal normal? ;Es suficiente el fosforo elevado,
aunque se conserve una funcién renal normal, para desencadenar el resto de
consecuencias que se desencadenan en la ERC? ;Cual es el efecto del fésforo per
se? En teoria en las personas y animales con funcién renal normal, la homeostasis del
calcio y del fosforo se mantiene mediante la interaccion de la hormona paratiroidea
(PTH) y la 1,25(0OH),D3; a pesar de las variaciones de la ingesta de fésforo y calcio.

Tanto el fésforo como el calcio ingeridos se absorben en el intestino y llegan al torrente
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sanguineo, para excretarse por los rifiones o almacenarse en el tejido 6seo (reservorio
6seo0). Por lo que pareceria sencillo pensar que con funcion normal, una ingesta
elevada de fésforo no conllevaria grandes problemas. Sin embargo, nuestro estudio
nos mostré como la ingesta elevada de fésforo provocaba un aumento de la presién
arterial, y la hipertension es un importante factor de riesgo cardiovascular. Ya existian

estudios como el de Huang'®

et al que establecian la existencia de una fuerte e
independiente asociacion entre los niveles de fosfato sérico y la presion saguinea, eso
si, en pacientes en hemodialisis. Nosotros hemos observado que la ingesta elevada de
fésforo provoca la elevacion de la presion tanto sistélica como diastélica y media, y que
este incremento se elimina al incluir en la dieta el uso de un quelante de fosforo: el
carbonato de lantano, indicando que la elevacién en la P arterial es un efecto de la
ingesta de fésforo. En nuestro estudio el incremento en la presion sanguinea es
paralelo a la elevacion de los niveles de PTH, elevacion que también se bloquea con la
adiccion del quelante de fésforo. El hiperparatiroidismo se ha asociado a la
hipertensién arterial por la activacion del eje renina-angiotensina-aldosterona (RAAS),
pero este efecto es reversible tras la paratiroidectomig®'494163:170:196:219:280313 " Ty5¢ |9
estirpacién de la glandula la presion sanguinea, la actividad plasmatica de la renina y
los niveles séricos de aldosterona vuelven a la normalidad en un porcentaje muy
elevado de los pacientes hipertensos con hiperparatiroidismo. Los estudios de Smith et
al 2®” lo comprobaron al realizar una infusion intravenosa de PTH bovina en perros, que
provocaba un importante aumento de la actividad plasmatica de la renina. Ademas,
entre otros efectos, aumentaba la excrecion de fosfato, lo que confirmaba la secrecion
de PTH. Nuestros resultados se encuentran apoyados por todos estos trabajos: el
fésforo estimula la secrecion de PTH, que es responsable del incremento de los niveles
de renina y angiotensina Il que elevan la presion arterial (figura 18). Ademas, al anadir
a la dieta el carbonato de lantano comprobamos que se inhibe la elevacion de los
niveles séricos de PTH, la expresion renina y los niveles de Angiotensina Il, tanto la
presion arterial sistdlica como la diastélica que siguen ese mismo patrén. Todo ello
confirma que el aumento de la presidon arterial es un efecto del incremento del
incremento de los niveles de PTH en el suero. Aunque la adiccion del carbonato de
lantano disminuye los niveles sericos de Angiotensin Il, estos no regresan al nivel basal
y permancen algo elevados, a pesar de que la expresién de renina si que disminuye
hasta su nivel original. Este efecto ya habia sido observado con anterioridad®'® y podria
deberse al hecho de que la renina se sintetiza y almacena en cantidades considerables

en granulos en las celulas yuxtaglomerulares, para poder responder asi rapidamente a
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los estimulos?®%%"2, Por ello, puede suceder que se produzcan importantes cambios en
los niveles plasmaticos de renina que permitirian cambios en lo de angiotensina, sin

que se produzca ninguna afectacién en el RNAm de la renina.

.
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EEIHR
REHINA.

ANGIOTENSINOGENG ﬂ ANGIOTENSINA - _ ‘ ARTERIAL
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Figura18: El aumento en la ingesta de fésforo desencadena un aumento de la
presion arterial. El fosforo estimula la sintesis y secrecién de PTH, que provoca un aumento de
la fosfaturia. Ademas la PTH estimula la secrecion renal de renina. La renina activa el sistema
Renina-Angiotensina-Aldosterona al fragmentar la molécula de angiotensindgeno (producida por
el higado), produciendo angiotensina | que sera convertida en angiotensina Il por la enzima
convertidora de angiotensina (ECA), producida en capilares pulmonares. La angiotensina Il lleva a

cabo una serie de acciones encaminadas al aumento de la presion arterial.

Pero por otro lado el incremento en los niveles de PTH induce la conversion de
la forma activa de la vitamina D, la 1,25 (OH),Ds; por la accion del enzima 1a
hidroxilasa renal. Observaciones clinicas mostraron una relacién inversa entre los
niveles plasmaticos de vitamina D y la presion sanguinea y actividad plasmatica de la
renina®'®”"® E| VDR es un regulador negativo de la expresion de renina'’*. Sin
embargo, hay estudios que muestran el efecto directo de la PTH sobre la secrecién de

6:941163:1701196:219:280313 i intervencion de la vitamina D. Por ello podemos afirmar

renina
que el efecto de la vitamina D no es suficiente para contrarrestar el efecto que la PTH
tiene sobre el sistema renina-angiotensina-aldosterona y con ello sobre la presion

arterial de nuestro modelo experimental.

Por otro lado quisimos estudiar cual era la relacién entre esta ingesta elevada
de fosforo y la calcificacién vascular. Los niveles de fésforo siempre se han asociado a
calcificacion vascular tanto en modelos humanos como animales de ERC”), sin
embargo su relacién en sujetos con funcién renal normal no esta clara. Algunos
autores se han referido al calcio y al fésforo como los “mecanismos pasivos de

calcificacion”. Los niveles elevados de Ca, P y CaxP (en pacientes con ERC vy
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asociados con ECV en estos pacientes'’) promueven la formacién y crecimiento de
nlcleos de cristales de bioapatita'. En estudios in vitro se encontré que cuando las
CMLYV se incuban con altas concentraciones de calcio y fésforo, se acumula bioapatita
en la matriz extracelular. Pero este proceso no es solo una precipitaciéon pasiva de
iones divalentes, sino que, como ya comentamos anteriormente, implica una serie de
cambios fenotipicos en las CMLV, y la up-regulacion de los marcadores
osteogénicos?®?%"2% E| alto fosforo estimula la actividad de cotransportador de Na-P
(Pit-1), mientras que el alto calcio incrementa su expresion. Este transporte permite la
acumulacién de fosforo dentro de la célula, lo que sirve de sefal para la expresion de
los factores osteogénicos. La combinacion de estos factores conlleva que la célula sea
susceptible de calcificacion®. Ademas los estudios de Foley®’®® determinaron la
asociacion entre los niveles de fésforo y los de calcio de la arteria coronaria en una
poblacion de adultos sanos. Pudieron concluir que los altos niveles séricos de fésforo,
incluso dentro de un rango normal, eran un factor de riesgo de aterosclerosis de la

arteria coronaria en adultos sanos.

Como comentamos previamente, la calcificacion vascular se asocia con un
incremento en la presion sanguinea y en la presion de pulso, debido a cambios en la
elasticidad de las arterias. Estudios recientes indican que la presién de pulso es un
factor de riesgo de HVI e infarto®®. Las ratas de nuestro trabajo no experimentan
cambio en la elasticidad de las arterias, aunque se puede apreciar un pequefio, pero
no significativo, cambio en el contenido de calcio de las arterias de los animales
alimentados con dietas altas en fosforo. Tampoco detectamos ningin cambio en el

ratio peso de corazén/peso del cuerpo, lo que indica ausencia de HVI.

Los animales alimentados con las dietas altas en fosforo presentan altos niveles
plasmaticos de este ion. El quelante del fésforo no tiene efecto sobre ello, lo que se
debe probablemente al hecho de que los niveles de vitamina D estén todavia altos en
estos animales. La excrecion renal de fésforo esta regulada por la tasa de filtracion
glomerular y la de reabsorcion tubular. La reabsorcion de fosforo en el tubulo proximal
esta mediada por mecanismos de transporte activo Na dependientes®'*, con lo que la
absorcion de fosforo va acompafiada de la de Na. El regulador hormonal de la
reabsorcion de fosforo mas importante es la PTH, la cual disminuye la reabsorciéon
tubular e incrementa su excrecién renal. Como se puede ver en los resultados, la PTH

aumenta la excrecién urinaria de P en las dietas con alto contenido en P, lo que va
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acompafado del incremento en la excrecion de Na. El principal efecto fisiologico de la
PTH es la regulacion del transporte renal de electrolitos y agua '*®. Es de sobra
conocido que un incremento en la secrecion endogena de PTH puede disminuir la

|263

reabsorcion de Na en el tubulo proximal®™ e induce una desregulacién en la actividad,

trafico y expresion de los transportadores de Na**’

. La elevacion de la PTH produce un
aumento de la natriuresis seguido de poliuria. La excrecidn urinaria de Na y el volumen
de orina son mas altos en todos los grupos alimentados con dietas ricas en fésforo, lo
que se debe a la elevacion de la PTH. Sin embargo la adicién del quelante no produce
un descenso de la excreccién urinaria de Na a pesar de la bajada en los niveles de
PTH. Esto podria deberse al efecto de la Angiotensina Il. Un descenso en los niveles
de Angiotensina Il reducen la reabsorcion tubular de Na y agua, compensando el

efecto contrario debido al descenso de PTH?®®.

Los niveles sericos de fosforo juegan un papel fundamental en la homeostasis
del calcio: una alta concentracion de fésforo estimula la secrecién de PTH, que
estimula la liberacién de calcio del hueso y reduce su excrecion 2°522027° | a5 dietas
con alto fésforo inducen un incremento el los niveles sericos de calcio junto con una
reduccion de la excrecion fracional de este ion, indicando un aumento en su
reabsorcion. Todos estos efectos son debidos probablemente a la accion de la PTH. El
carbonato de lantano provoca un descenso el los niveles sanguineos de Ca en el grupo
alimentado con dieta alta en P pero no en la muy alta. Esto podria deberse a los altos
niveles de vitamina D en la dieta con muy alto P mas el quelante, que induciria una

mayor absorcion de Ca en el intestino.

En resumen, la desregulaciones producidas por la uremia en el metabolismo de
la vitamina D en las celulas del vaso juegan un importante papel en el desarrollo de la
aterosclerosis y de las calcificaciones vasculares, a la vez que son fundamentales a la
hora de elegir tratamiento para estos pacientes. La 1,25(OH),D; induce la expresion de
RANKL que desencadenara una serie de sefales cuyo resultado final es la calcificacion
de las CMLYV. El fésforo resulta, ya en animales sanos, perjudicial ya que provoca un
aumento de la PTH y de presion arterial, de ahi la vital importancia de su control en los

pacientes con ERC.
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Conclusiones






El Calcitriol y su analogo el Paricalcitol tienen una respuesta diferencial en la
calcificacion vascular tanto in vitro como in vivo. El Calcitriol incrementa la

calcificacion vascular y el Paricalcitol no.

El diferente efecto en la calcificacion del Calcitriol y el Paricalcitol es

independiente de los niveles de calcio y fosforo.

La vitamina D induce la expresiéon de RANKL en las CMLV. RANKL a través de
la union a su receptor RANK y de la activacion de la via alternativa de NF-kB,

induce la expresion BMP4 que promueve la calcificacion vascular

Los niveles circulantes de RANKL no se pueden utilizar como indicadores del
nivel de calcificacién vascular de pacientes. No son indicadores de la situacion

real del vaso.

La uremia provoca una desregulacion de las proteinas implicadas en el
metabolismo de la vitamina D en las CMLV. Esta desregulacion produce un
incremento local de la sintesis de 1,25(0OH),D;, que podria tener un efecto
autocrino-paracrino sobre las células del vaso. La aterosclerosis acelerada que

sufren los pacientes urémicos podria estar relacionada con este incremento.

El aumento de la sintesis local de 1,25(0OH),D; estimula la produccion de

RANKL en las CMLV y con ello la calcificacién.

El tratamiento con diferentes activadores del VDR tiene un efecto diferente

sobre la sintesis local de calcitriol.

La regulacion de las proteinas involucradas en el metabolismo de la vitamina D

parece ser diferente en el tejido renal y arterial.
El fésforo de la dieta estimula la produccion de PTH, que permite la elevacion

de la expresion de renina, con el consecuente incremento en los niveles séricos

de angiotensina Il y de la presién arterial tanto sistélica como diastdlica.
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10. A corto plazo la ingesta elevada de fosforo en animales con funcién renal

normal no provoca un aumento de las calcificaciones vasculares
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