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I. INTRODUCCION

1.- ENFERMEDAD RENAL CRONICA

La Enfermedad Renal Cronica (ERC) se ha convertido en un importante problema
de salud publica a nivel mundial: existe un incremento progresivo de los pacientes que
inician tratamiento sustitutivo renal y, por otra parte, se ha detectado una prevalencia
creciente de ERC en la poblacion general (Levey et al. 2007). Ademas, la ERC afecta a un
porcentaje significativo de la poblacion debido, fundamentalmente, a que sus causas
principales residen en trastornos de alta prevalencia, como son la edad avanzada, la
hipertension arterial, la diabetes y la enfermedad vascular. Estos pacientes tienen un
riesgo cardiovascular elevado y sufren una alta morbimortalidad por eventos
cardiovasculares que, probablemente, tienen mayor impacto para la salud que la

evolucion de la propia enfermedad renal.

1.1.- Definicion

La enfermedad renal cronica se refiere, de forma genérica, a un conjunto de
enfermedades que afectan a la estructura y funcidn renal. La variabilidad de sus
manifestaciones clinicas son consecuencia de su etiopatogenia, de las distintas
estructuras del rifion que pueden verse afectadas (glomérulo, vasos, intersticio o
tubulos), de la severidad y del grado de progresion (Levey et al. 2007; de Nefrologia
2012). En el afio 2002, l1a National Kidney Foundation (NKF, EE.UU.) propuso, a través de
las guias de practica clinica K/DOQI (Kidney Disease Outcome Quality Initiative), una
definicion y una clasificacion de la ERC con el objetivo de unificar criterios y facilitar de
forma sencilla y practica el diagnostico precoz de la enfermedad, basada en estadio de
severidad, definidos por el filtrado glomerular (FG) ademas del diagnoéstico clinico
(National Kidney Foundation 2002). Todas las guias posteriores, incluyendo la guia
KDIGO 2012 (Kidney Disease Improving Global Outcomes) (Levey and Coresh 2012;
2012), han utilizado como definiciéon de ERC, independientemente de su etiologia, como

la presencia durante al menos tres meses de:

® FG inferior a 60 ml/min/1,73 m?
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@ o lesion renal, definida por la presencia de anormalidades estructurales o

funcionales del rifidn, que puedan provocar potencialmente un descenso del FG.

La lesion renal se puede detectar directamente mediante estudio histoldgico de
biopsias renales o de forma indirecta por la presencia de albumina en la orina,
alteraciones en el sedimento urinario, alteraciones en el volumen o composiciéon de
electrolitos u otros componentes del fluido extracelular debido a la patologia tubular, o

a través de técnicas de imagen.

Las nuevas guias K/DIGO 2012, introducen una serie de modificaciones: “La ERC
comprende las anormalidades de la estructura o la funcién renal que persisten durante
mas de 3 meses con implicaciones para la salud y se clasifica en funcion de la causa,
filtrado glomerular y rango de albuminuria”. Con esto quieren decir que aunque en el
rindén existen diversas anormalidades estructurales o funcionales, no todas afectan la
salud. Otro rasgo a destacar es que la nueva clasificacion abarca la causa y la gravedad
de la enfermedad. Destacan la importancia de identificar la causa de la ERC para
predecir la evolucion y orientar la eleccion del tratamiento etiolégico. La gravedad esta
expresada por el nivel de FG y la albuminuria y esta relacionada con el riesgo de

resultados adversos, incluyendo la muerte y la afectacion del rifidn.

1.2.- Categorias de la enfermedad

El dafio renal o el nivel de funcién renal, independientemente de la causa de la

enfermedad renal, determinan los estadios de evolucion.

La progresion de la ERC queda recogida tanto en las guias K/DOQI como en las
de las Sociedad Espafiola de Nefrologia (SEN) donde se clasifica a la enfermedad en 5
categorias (sustitucion del término estadio) basandose en el nivel de FG y se crea una
nueva subdivision de la categoria 3 (30 a 59 ml/min/1,73 m?) en categoria G3A (45 a 59
ml/min/1,73 m?) y categoria G3B (30 a 44 ml/1,73 m?).

14



Tabla 1. Clasificacidn de las categoria de la ERC segun las guias K/DOQI 2012.

Categorias Descripcion FG (ml/min/1,73m?2)
1 Dafio renalt con FG normal 290
2 Dafio renalt con FG ligeramente disminuido 60-89
3A FG ligero a moderadamente disminuido 59-45
3B FG moderado a gravemente disminuido 44-30
4 FG gravemente disminuido 15-29
5 Fallo renal <15
5D Dialisis

t Dafio renal: alteraciones patolégicas o marcadores de dafo, fundamentalmente una
proteinuria/albuminuria persistente (indice albimina/creatinina > 30 mg/g aunque se han propuesto
cortes sexo-especificos en > 17 mg/g en varones y 25 mg/g en mujeres); otros marcadores pueden ser las
alteraciones en el sedimento urinario y alteraciones morfolégicas en las pruebas de imagen.

1.3.- Etiologia

En la actualidad, la patologia vascular y la diabetes son las dos principales causas
de enfermedad renal en todo el mundo (Perneger 1994; Haroun 2003), relegando a las
infecciones a un segundo plano, al menos en el mundo occidental (Hemmelgarn et al.
2006). Dentro de las enfermedades vasculares renales, la mayor parte de los casos
corresponde a procesos de nefroangioesclerosis, tradicionalmente relacionados con
hipertension arterial, pero actualmente mas relacionados con arterioesclerosis

generalizada y envejecimiento (AvendafioHernando 2008).

2.- LA ENFERMEDAD RENAL COMO FACTOR DE RIESGO CARDIOVASCULAR

Existe una estrecha relacion entre la reduccion de la funcion renal y el
incremento del riesgo cardiovascular, quedando claramente establecido que la
disminucién del FG es un predictor de episodios cardiovasculares y de mortalidad en
pacientes con enfermedad cardiovascular (ECV) establecida, en individuos con un
elevado riesgo cardiovascular, asi como también en la poblacién general (Tonelli et al.
2006). El estudio retrospectivo realizado por Go et al. (2004) evalu6 el riesgo
cardiovascular en pacientes con leves descensos del filtrado glomerular. El seguimiento

en afos posteriores demostré que solo un 1% de los pacientes llegaria a fases
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avanzadas de insuficiencia renal pero sin embargo, entre un 19% y un 24% con ERC
leve-moderada moriria de alguna complicacién vascular en los siguientes cinco afios
(Go et al. 2004). Es por ello por lo que las guias clinicas de diferentes sociedades
cientificas incluyeron a la ERC como un factor independiente de riesgo cardiovascular,
siendo estos pacientes clasificados como de muy alto riesgo, equiparandolos a los
pacientes diabéticos o a aquellos con enfermedad coronaria (Chobanian 2003; Sarnak,
Levey, Schoolwerth, Coresh, Culleton, Hamm, McCullough, Kasiske, Kelepouris, Klag,
Parfrey, Pfeffer, Raij, Spinosa, Wilson, et al. 2003; Mancia et al. 2007).

La causa mas importante de mortalidad en los pacientes con insuficiencia renal
avanzada y en aquellos en didlisis es la ECV. La mortalidad anual de origen
cardiovascular en estos pacientes es aproximadamente un 9%, lo que representa un
riesgo entre 20 y 30 veces superior al de la poblacidn general. Mas atn, la mortalidad de
origen cardiaco entre los pacientes en dialisis menores de 45 afios es alrededor de 100
veces mayor que la de la poblacion general (Foley, Parfrey, and Sarnak 1998). Ello se
traduce en el hecho de que las tasas de mortalidad en los pacientes en dialisis en el
rango de menor edad (< 25 afos) es equivalente a las observadas en individuos de entre

75y 85 afios de la poblacién general (Sarnak and Levey 1999).

Finalmente, estudios prospectivos a largo plazo en pacientes con ERC han
mostrado que estos pacientes tienen mucha mayor probabilidad de morir por un evento
cardiovascular que de alcanzar un estadio de insuficiencia renal terminal y dialisis
(45.7% vs 19.9% a los 5 afios, respectivamente) (Keith et al. 2004). Por tanto existe
evidencia so6lida que sustenta el hecho de la que ERC en estadios precoces,
independientemente de la etiologia, es un fuerte predictor de ECV, y que el riesgo
cardiovascular asociado a la ERC aumenta a medida que progresa el deterioro de la

funcion renal (Go et al. 2004; Parikh et al. 2008).

Entre los factores de riesgo de cardiovascular en ERC, se incluyen los
tradicionales de la poblacion general, definidos en el estudio Framingham, y que son
principalmente la edad, la dislipemia, la diabetes o la resistencia a la insulina, la
hipertension y el tabaquismo (Sarnak et al. 2002). Ademas, se encuentran factores de
riesgo propios de la uremia. La uremia es un sindrome clinico generado por la
insuficiencia renal y caracterizado por la acumulacién en el plasma de productos del

metabolismo de los aminoacidos (urea, creatinina) y de otros rutas metabdlicas,
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acumulacién de sustancias que en condiciones normales no son patogénicas pero que
pasan a ser “toxinas urémicas”. La uremia se caracteriza ademas por alteraciones en el
metabolismo mineral, principalmente hiperfosfatemia con hiper o hipocalciuria,
defectos en el manejo del volumen extracelular y alteraciones en los niveles circulantes
de hormonas como vitamina D, aldosterona o parathormona (Meyer and Hostetter
2007). Entre los factores de riesgo que se han asociado a la uremia se encuentran la
inflamacion, la malnutricion, el estrés oxidativo, la formacién aumentada de productos
de glicosilacion avanzada (AGEs), la hiperhomocisteinemia, la acumulaciéon de
inhibidores enddgenos de la sintesis de 6xido nitrico, las alteraciones del metabolismo
calcio-fosforo y el hiperparatiroidismo, cuya prevalencia aumenta a medida que
disminuye la funcion renal, contribuyendo al exceso de riesgo cardiovascular en la ERC
(Sarnak, Levey, Schoolwerth, Coresh, Culleton, Hamm, McCullough, Kasiske, Kelepouris,

Klag, Parfrey, Pfeffer, Raij, Spinosa, and Wilson 2003; Baumelou et al. 2005).

3.- REMODELADO ARTERIAL DURANTE LA ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR

ACELERADA EN LA ERC

La ECV en la ERC tiene un componente de cardiomiopatia y otro de arteriopatia
urémica. Las manifestaciones clinicas del miocardio y la remodelacién vascular
incluyen: hipertrofia ventricular izquierda (HVI), aumento de la presion del pulso y
enfermedad isquémica del corazon, los cuales son factores de riesgo independientes de
mortalidad en pacientes con insuficiencia renal (1992; Klassen et al. 2002; Zoccali et al.

2001) (U.S. Renal Data System)

Tanto la hemodinamica como el medio metabdlico presente en la ERC facilitan la
remodelacion arterial. Las anomalias estructurales resultantes incluyen cambios en la
luz arterial, asi como en los componentes de la pared de los vasos (Guérin et al. 2008).

Por ello, la arteropatia urémica abarca la aterosclerosis y la arteriosclerosis.

3.1.- Estructura de la pared arterial

La estructura de la pared de una arteria consta de tres capas concéntricas: tinica

intima, tinica media y tunica adventicia (Figura 1).
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Las capa mas interna o tinica intima se encuentra en contacto con la sangre y la
conforman células epiteliales planas altamente especializadas que constituyen el
endotelio vascular. Este descansa sobre una lamina basal, por debajo de la cual hay una
fina capa de tejido conectivo laxo denominada capa subendotelial que puede no estar
presente en los vasos de menor calibre. La tnica intima es relativamente mas gruesa en
arterias grandes, y pude contener algunas células de musculo liso en vasos de gran o de

medio calibre.

La capa intermedia o tunica media contiene un unico tipo celular dispuesto
helicoidalmente, las células musculares lisas, embebidas en una matriz de elastina,
fibras de colageno y proteoglicanos. Existen dos capas compuestas por fibras de elastina
denominadas lamina elastica externa y lamina elastica interna, las cuales delimitan la
tunica media. Estas capas confiere al vaso elasticidad y capacidad para extenderse y

encogerse, amortiguando los cambios en el flujo sanguineo.

Finalmente, en la parte mas externa de la arteria se encuentra la adventicia,
constituida por tejido conectivo laxo constituido por fibroblastos y fibras de colageno
que se disponen paralelas al eje longitudinal del vaso sanguineo. Por esta capa
transcurren vasos de pequefio calibre denominados vasa vasorum, que irrigan las
células de la tinica media (Aaronson, Ward, and Connolly 2012; Pocock and Richards

2005).

Lamina elastica externa
Adventicia

- Lamina elastica
interna

— Tejido conectivo
subendotelial

Lamina basal variable
del endotelio

Luz
Endotelio de la tdnica intima
}Tunica intima

}Tﬂnica media

{Tanica adventicia
Figura 1. Estructura de la pared arterial.
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3.2.- La célula del musculo liso vascular (VSMC)

La célula de musculo liso vascular proviene del linaje mesodérmico
mayoritariamente (Kumar and Owens 2003) y expresa un repertorio de proteinas
contractiles, canales idnicos y moléculas de sefializaciéon claramente dirigidos a la
funcion de la contractilidad (Owens 1995). Ademas de su funcién contractil, también
interviene en procesos de reparacion y juega un papel muy importante en el desarrollo

de la enfermedad vascular.

Los precursores mesenquimales ademas de dar lugar a células de musculo liso,
se diferencian en adipocitos, mioblastos, condrocitos y osteoblastos (Iyemere et al.
2006). Esto es de gran importancia ya que este origen celular tiene consecuencias
patoldgicas. Dado su alto potencial y plasticidad, las VSMCs son capaces de sufrir
cambios fenotipicos y adquirir un diverso rango de caracteristicas de otras lineas
mesenquimales (Shanahan and Weissberg 1999; Tintut et al. 2003; Tyson et al. 2003;
Davies et al. 2005). Diversos estimulos fisiolégicos y factores locales presentes en
ambientes patoldgicos pueden conducir a una inadecuada diferenciacion o incluso
transdiferenciacion (King et al. 2003), pudiendo estos fenotipos contribuir al desarrollo

de patologias como la calcificacion (transdiferenciacion osteogénica).

El proceso de diferenciacion de las VSMC comprende una gran variedad de
fenotipos que se manifiestan en los distintos estadios del desarrollo. De hecho, en los
organismos adultos las células no estan totalmente diferenciadas y auin son capaces de
inducir cambios en su fenotipo (modulaciéon fenotipica) en respuesta a cambios en su

entorno (Owens 1995).

La modulacién fenotipica de las VSMC puede suceder como respuesta a los dafios
vasculares de diversas etiologias. En estas circunstancias, las VSMC contractiles
incrementan dramaticamente las tasas de proliferacién, migracién, y aumenta la
capacidad sintética, es decir, el fenotipo no contractil. Esta plasticidad fenotipica juega
un papel critico en la reparacidon vascular y en la angiogénesis. Por el contrario, una
desventaja del alto grado de plasticidad de las VSMC es que las predispone a cambiar su
fenotipo cuando se ven sometidas a un entorno anormal, y en algunos casos a la
adquisicion de caracteristicas que contribuyen al desarrollo y/o progresion de la
enfermedad vascular. Existen pruebas concluyentes de que los cambios fenotipicos de

las VSMC desempefian un papel crucial en un gran numero de enfermedades, como
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hipertension, estenosis consecuente a la angioplastia y arteriopatia post-transplante

(Owens, Kumar, and Wamhoff 2004; Zhang et al. 2001).

3.3.- Aterosclerosis y Arteriosclerosis asociadas a ERC

La aterosclerosis esta asociada con la fibrosis y calcificacidon de la capa intima y
por tanto con la disminucion del diametro de la luz del vaso por formacién de placas de
ateroma calcificadas (Lusis 2000). Las caracteristicas morfolégicas de la placa de
ateroma en pacientes con ERC son distintas a las de la poblacién no renal, e incluyen
una mayor calcificacién y un aumento del espesor de la intima y de la media (U. Schwarz
et al. 2000). Un estudio retrospectivo evidenci6é que la incidencia de accidentes
cardiovasculares ateroscleréticos era tres veces superior en pacientes urémicos, tanto
en predialisis como en dialisis, respecto a la poblacion general de edad similar,
sugiriendo que el estado urémico per se se asocia a una aterosclerosis acelerada

(Jungers et al. 1999).

Por otra parte, en la arteriosclerosis se observa la calcificacion y el aumento de
grosor de la capa media de la pared de los vasos con el incremento de la rigidez en
arterias grandes y medianas (K.-C. Lu et al. 2014). El remodelado en el arbol vascular en
los pacientes urémicos se caracteriza por dilatacidon e hipertrofia de la pared de las
grandes arterias (Barenbrock et al. 1994; London et al. 1996) y afecta principalmente a
las arterias elasticas como la aorta o la car6tida comun (Kawagishi et al. 1995; Savage et
al. 1998). Se ha observado en experimentos in vitro realizados con arterias de pacientes
urémicos que la arterioclerosis provoca el engrosamiento fibroelastico de la intima y de
la capa media, el aumento del nimero de células musculares lisas y del volumen de la
matriz extracelular, con una disminucién relativa de las fibras elasticas, asi como del
aumento del contenido de calcio y calcificacion de las mismas (London et al. 1993;

Fishbane, Natke, and Maesaka 1996; N. C. Edwards et al. 2006).

A pesar de la asociacion establecida entre el grado de rigidez arterial y la carga
de la placa de ateroma (Popele et al. 2007), estudios recientes no han podido demostrar
una influencia significativa de los factores de riesgo aterosclerotico tradicionales en el
desarrollo de la arteriosclerosis. Esto sugiere que serian factores alternativos,
especificos de la uremia, los que conducirian a la arterioesclerosis (Cecelja and

Chowienczyk 2009).
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4.- CALCIFICACION VASCULAR

La calcificacién vascular es uno de los principales factores de riesgo de
mortalidad cardiovascular, particularmente en pacientes con enfermedad renal crénica
(Guerin et al. 2000; London et al. 2003; Blacher et al. 2001; Goodman et al. 2000). En
pacientes urémicos, la calcificacion vascular esta causada por un desequilibrio en el
metabolismo mineral, incluyendo hiperfosfatemia, hipercalcemia y niveles anormales

de PTH (Cozzolino et al. 2005).

4.1.- Tipos de calcificacion vascular en la ERC

Numerosos estudios han demostrado que la mayoria de los pacientes en el
ultimo estadio de ERC presentan una calcificacién significativa en arterias coronarias y
aorta, y cerca del 50 % presentan calcificacion valvular (Hujairi, Afzali, and Goldsmith

2004).

Clasicamente, se han distinguido dos tipos de calcificacion arterial dependiendo
de donde se deposite el fosfato calcico. Se habla entonces de calcificacion de la tinica
intima, asociada a la placa de ateroma y de calcificacién de la tinica media, también
denominada esclerosis de Monckeberg, ligada a la rigidez vascular por mineralizacion

de las fibras elasticas y la arteriosclerosis observada con la edad, diabetes y ERC.

Ambos tipos de calcificacion pueden ocurrir independientemente, observandose
ambos tipos en pacientes con ERC. De hecho, resultados recientes parecen sugerir que
esta clasificacibn no seria tan clara y que ambos tipos de calcificacién serian

manifestaciones del proceso aterosclerético.

4.1.1.- Calcificacion de la intima

Este tipo de calcificacion esta asociada a zonas de placas ateroscleréticas, donde
tiene lugar una combinacion de necrosis celular, inflamacion y deposicion de colesterol,
fosfolipidos y lipoproteinas (Demer 2002; Bostrom et al. 1993). La formacion del
ateroma comienza con una lesién o disfuncion endotelial como consecuencia de
diversos factores, como hiperlipidemia, tabaquismo, hipertension arterial, entre otros.
Tras la lesion inicial sobreviene un proceso inflamatorio y de necrosis celular en el cual

se produce la atraccién, adhesidon y migracion de monocitos y linfocitos T a través del
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endotelio y reclutamiento de macroéfagos que acumulan grandes cantidades de ésteres
de colesterol, dando lugar a una estria grasa (Lusis 2000). Conjuntamente, las VSMC de
la media migran hacia la intima, engrosando considerablemente la pared arterial, y
elaboran cuerpos apoptdticos y vesiculas de matriz mineralizante. La capa fibrosa
formada puede romperse (Libby 2002), exponiendo a la circulacién los componentes de
la masa central grasa y provocando la formacién de un trombo que puede causar un
accidente cardiovascular agudo (Badimon et al. 1991). Consecutivamente, se produce
un hecho similar a la osificacion endocondral, con intermediario de cartilago (Hunt et al.
2002). La condrogénesis precede a la induccion osteoblastica y la formacion de hueso

(Stary 2000).

4.1.2.- Calcificacion de la media arterial

La calcificacién en la tinica media fue descrita por primera vez en 1903 por J.G.
Monckeberg, quien la definié como un extenso acimulo mineral en la tinica media que

en ocasiones se extiende hasta la lamina elastica interna (Micheletti et al. 2008).

Durante las primeras etapas, este tipo de calcificacion presenta una morfologia
tipica de depositos lineales de fosfato calcico en la tinica media, préximos a la lamina
elastica. Mientras que en lesiones avanzadas, los depoésitos se disponen a lo largo de la
media en forma de anillos, llegando a formar matriz 6sea cuando la calcificacion es muy

extensa (Shanahan et al. 1999).

En un estudio con muestras de arteria epigastrica inferior de 41 pacientes
transplantados renales se concluyd que la calcificacion de la media se asocia o va
precedida por la producciéon de proteinas osificantes por parte de las células del
musculo liso vascular. Por tanto hay implicado un proceso activo del que la uremia es
desencadenante, ocasionando el depdsito de estas proteinas que conllevan la
calcificacion vascular posterior (Chen, Duan, O'Neill, and Moe 2006). A diferencia de la
calcificacion de la intima, la calcificacién medial ocurre por un proceso que conlleva la
formacion de vesiculas de matriz como sucede en la formacion del hueso

intramembranoso, donde no se requiere un intermediario de cartilago (Stary 2000).

Este tipo de calcificacion 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

presion del pulso (Dao et al. 2005) y favorece la hipertrofia del ventriculo izquierdo,
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comprometiendo asi la perfusion coronaria (Marchais, Guerin, and London 1992;

Guerin et al. 2000).

4.2.- Fisiopatologia de la calcificacion vascular en la ERC

Como se ha expuesto, la calcificacion puede aparecer tanto en la tunica intima
como en la tinica media, e incluso simultineamente en ambas localizaciones en el
mismo paciente, siendo la calcificacion de la media un caracteristica importante y
temprana de calcificacién vascular asociada a ERC. La fisiopatologia de este tipo de
calcificacion en ERC es compleja y esta vinculada a la presencia de toxinas urémicas, a
las anormalidades en el metabolismo mineral (hiperfosfatemia con hiper o
hipocalcemia), ademas de hipoparatiroidismo y deficiencia de vitamina D (Shobeiri,

Adams, and Holden 2010).

Inicialmente, la calcificacién vascular era considerada como la consecuencia de
un deposito pasivo de sales minerales en la pared vascular. Sin embargo, los avances en
los ultimos afios han demostrado que la calcificacion vascular es un fendmeno activo
altamente regulado, de forma semejante a la mineralizacién y metabolismo del hueso.
Se han encontrado factores de regulacion dsea en los vasos sanguineos, particularmente
en lugares de calcificacion medial, asi como inhibidores de la calcificacion en vasos

sanos (Bostrom et al. 1993; Tyson et al. 2003; Shanahan and Weissberg 1999).

Se han descrito dos procesos patoldgicos diferentes involucrados en la esclerosis
de Monckeberg, asociados a los depdsitos minerales. Por un lado, un proceso
degenerativo que daria lugar a apoptosis o necrosis de las VSMC de la tinica media, y
por otro, un proceso de transdiferenciacion de las VSMC, las cuales expresarian un

fenotipo osteogénico.

En cuanto a los mecanismos desencadenantes, actualmente se conoce que van
mas alla de la formacion de depédsitos de Ca y P por mecanismos pasivos debido a los
desequilibrios en metabolismo mineral, particularmente la hiperfosfatemia, que se

presenta en la ERC.

El aumento de los niveles de Ca, P y del producto fosfocalcico (Ca x P) promueve
la precipitacion de sales minerales favoreciendo la formacidn de nucleos de cristales de

hidroxiapatita y su crecimiento (K.-C. Lu et al. 2014; Block and Port 2000). Estos niveles
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elevados son frecuentes en pacientes con ERC y correlacionan significativamente con un
incremento en el riesgo de eventos y de mortalidad por enfermedad cardiovascular
(Block et al. 1998). Diversos estudios han demostrado que las VSMC no mineralizan
espontaneamente en cultivos in vitro, pero la mineralizacion puede inducirse
aumentando los niveles de fosfato en el medio (Jono et al. 2000; Giachelli et al. 2005;
Giachelli et al. 2001). Cuando los niveles de fosfato del medio de cultivo se elevan hasta
niveles similares a los encontrados en individuos urémicos (> 2 mM), la matriz
extracelular que rodea las VSMC desarrolla focos de mineralizacion con caracteristicas
similares a las observadas en hueso y en calcificaciones vasculares in vivo, incluyendo la
presencia de fibras de colageno y vesiculas de matriz calcificantes e hidroxiapatita. Pero,
no se trata simplemente de un proceso pasivo de precipitacion, sino que implica un
cambio fenotipico de las VSMC con aumento de marcadores osteocondrogénicos

(Giachelli 2004; Johnson, Leopold, and Loscalzo 2006; K.-C. Lu et al. 2014).

Se ha propuesto que el cotransportador de fosfato dependiente de sodio, Pit-1
permite la acumulacion de fosforo dentro de la célula, que sirve como sefial para la
expresion de genes osteogénicos, en la patogénesis de la CV (Crouthamel et al. 2013).
Esta teoria se planteé a partir de los estudios en los que se habia observado que la
inhibicion del transporte de fosfato inhibia la expresion de osteogenes y evitaba la
calcificacion vascular (Jono et al. 2000; Li 2006). Asi, la hiperfosfatemia conduciria a la
trasformacidn celular hacia un fenotipo osteoblastico con mayor expresion de proteinas
implicadas en la formacion del hueso como el factor de transcripcion RUNX2 (también
llamado CBFA1) (Ruffenach et al. 2016; Speer et al. 2010; Sun et al. 2012) y osteocalcina
(Chen, Duan, O'Neill, and Moe 2006; Che et al. 2013), que favorecerian el proceso de
calcificacion (Jono et al. 2000), junto con la pérdida de marcadores de células de
musculo liso, como a-actina y transgelina (TAGLN, también llamada SM22a) (Steitz et
al. 2001), y degradacion de la elastina (Pai et al. 2011; Proudfoot et al. 2000). Lo que
lleva a concluir que la calcificacién observada en pacientes con ERC es en parte

consecuencia de la transformacion fenotipica de las VSMC.

Sin embargo, estudios recientes han demostrado que el transporte de fosfato no
se ve incrementado en condiciones hiperfosfatémicas, debido a la baja capacidad que
tienen las VSMC de transportar Pi, lo que implica que éste se encuentre saturado en

condiciones normofosfatémicas, pudiéndose incrementar Unicamente en el caso de que
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se produjera una sobreexpresion de los transportadores (incremento de la Vimax), cosa
que no se ha observado en VSMC (Villa-Bellosta et al. 2007). Asimismo, se ha
demostrado que inductores de la calcificacién, como el factor de necrosis tumoral alfa
(TNFa) y el factor derivado de plaquetas (PDGF), son capaces de incrementar la
calcificacion y la expresion de osteogenes en VSMC sin aumentar el transporte de
fosfato (Villa-Bellosta and Sorribas 2009). Ademas, se ha observado que en presencia de
concentraciones elevadas de fosfato en el medio de cultivo, pero con condiciones que
impiden la calcificacidn, no se produce la sobreexpresion de genes osteoblasticos (Villa-
Bellosta, Millan, and Sorribas 2010). Por lo tanto, segin esta teoria la calcificacion
vascular no se desarrollaria como consecuencia de la transicion osteoblastica del
musculo inducida por el incremento del transporte de Pi como consecuencia de la

hiperfosfatemia (Villa-Bellosta et al. 2007).

5.- IMPLICACION DE CANALES IONICOS EN LA MODULACION FENOTIPICA DE

VSMC

Las VSMC son células dinamicas que participan activamente en el remodelo
arterial mediante numerosos procesos entre los que se incluyen el crecimiento celular
(hiperplasia e hipertrofia), la elongacion y reorganizacion celular, la apoptosis y/o la
alteracion de la composiciéon de la matriz extracelular (Schiffrin and Touyz 2004; Willis

et al. 2004).

En condiciones fisiologicas las VSMC se mantienen quiescentes, rara vez
proliferan y migran. Sin embargo, en respuesta a estimulos patolégicos como lesiones o
estrés oxidativo, entre otros, se produce un cambio hacia un fenotipo sintético
caracterizado por una disminucion de la contractilidad y por un aumento de la tasa
proliferativa, de la migracién (Owens, Kumar, and Wamhoff 2004; Owens 1995) y de la
sintesis de proteinas de la matiz extracelular, ademas, de una modificacién en el patrén

de expresion génica global de las VSMC (Kaplan-Albuquerque et al. 2005).

En la actualidad, se han asociado cambios de expresion génica en canales i6nicos
a enfermedades de origen cardiovascular, donde se ve afectada la proliferacién y el

fenotipo contractil, como la aterosclerosis (Tiwari et al. 2006; Lin et al. 2016), la
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hipertension pulmonar (Mandegar and Yuan 2002), las arritmias cardiacas (Hsueh et al.

2014) o la miocardiopatia hipertroéfica (Tomaselli and Marban 1999).

5.1.- Canales ionicos

Los canales id6nicos son proteinas integrales de membrana encargadas del flujo
pasivo de iones entre el medio intra y extracelular; estos canales tienen la caracteristica
de ser selectivos para diferentes iones, como sodio (Na*), potasio (K*), cloro (ClI') y
calcio (Ca?*). Los canales idnicos son responsables, entre otras funciones, del
mantenimiento del potencial de membrana, de la contracciéon muscular (Jackson 2000),
permiten la regulacién del volumen celular, de la sefializacién quimica y son los
encargados de la generacion y propagacion del impulso nervioso. De modo que, la
alteracion en estas proteinas es la responsable de la aparicion de multiples

enfermedades (canalopatias) en diversos tejidos (Hiibner and Jentsch 2002).

Los canales se expresan en la membrana celular, formando una estructura homo
o multimérica en torno a un poro central. La apertura del poro, en respuesta a un
estimulo, produce la conduccién de iones a favor del gradiente electroquimico (Hille
2001). La activacion del canal puede deberse a estimulos fisicos, entre los cuales se
encuentran los cambios en el potencial de membrana (Bezanilla 2005), en cuyo caso se
habla de canales i6nicos dependientes de voltaje, o bien por estimulos quimicos. Existen
canales que son activados tanto por voltaje como por ligandos quimicos; entre ellos se
encuentran los canales de potasio de alta conductancia dependientes de voltaje y calcio
(Vergara, Latorre, and Marrion 1998; McManus and Magleby 1991; Blatz and Magleby
1987), denominados canales BK, MaxiK Slo I (Y. Tanaka et al. 2004).

5.2.- Funcion de los canales ionicos en el musculo liso vascular

En el musculo liso vascular existen al menos cinco tipos diferentes de canales de
K*: los canales de K* activados por voltaje (Kv), canales de K* sensibles a Ca?* de gran
conductancia (BKca) o pequefia conductancia (SK), canales de K* rectificadores de
entrada (Kir) y canales de K* de dominio poro en tandem (Kzp) (Murphy and Brayden
1995; Nelson and Quayle 1995; Jackson 2005a; Olschewski et al. 2006) . También se
encuentran dos tipos de canales de Ca?* dependientes de voltaje (Cav): el tipo L y el tipo

T (Davis and Hill 1999; Akbarali 2005); dos tipos de canales de Cl: sensibles a Ca?*

26



(Clca) y sensibles a volumen (Clyvo) (Nelson et al. 1997; Yamazaki et al. 1998); canales
operados por depositos de Ca?* (SOCC) y, finalmente, canales cationicos activados por
estiramiento (SACC) (Setoguchi et al. 1997; Berridge 1997). Todos ellos se expresan en

las membrana plasmatica y estan implicados en el tono vascular.

El potencial de membrana de las células de musculo liso vascular varia dentro
del rango comprendido entre -45 y -60 mV (Bratz et al. 2002). Su valor viene
determinado por el balance entre los flujos de entrada (fundamentalmente de Na*y
Ca?*, que tienden a despolarizar la célula) y los flujos de salida (fundamentalmente de
K*, que tiende a hiperpolarizar, con una minima contribuciéon despolarizante del CI).
Puesto que las células en reposo presentan una elevada permeabilidad para el K-,
parece logico postular que alteraciones en la expresion y/o regulaciéon de los canales de
K* produzcan cambios en el potencial de membrana, y en ultima instancia, en el tono

vascular o en el fenotipo celular.

5.3.- Canales idonicos implicados en el control del tono vascular

El tono vascular juega un papel importante en la regulaciéon de la presion
sanguinea y en la distribucidon del flujo sanguineo entre y dentro de los tejidos y 6rganos
del cuerpo humano. La regulacién de la actividad contractil de las VSMC en la
circulacion sistémica depende de una compleja interaccion entre estimulos
vasodilatadores y vasoconstrictores producto de las hormonas circulantes,

neurotransmisores, factores derivados del endotelio y la presion sanguinea.

Como en todas las células de musculo liso, el proceso de contraccion en las VSMC
depende directamente de la concentracidn intracelular de Ca?*, que junto con el ATP es
el determinante fundamental para la activacion del mecanismo contractil formado por
las moléculas de actina y miosina (Blaustein, Kao, and Matteson 2011; Webb 2003). Por
tanto, aquellos procesos que regulen la concentraciéon de Ca?* intracelular seran
esenciales para el control del estado contractil de las VSMC y, consecuentemente, del
tono vascular. Los canales ionicos participan activamente en este proceso. Por un lado,
los canales de Ca?* dependientes de voltaje (Nelson and Quayle 1995; Milesi et al. 1999;
X. J. Yuan 1995), o de depositos intracelulares median el acceso directo de Ca?* al
citoplasma (Jackson 2000). Por otro lado, como se indic6 en el apartado anterior, el flujo

de iones a través de los diferentes tipos de canales i6nicos en la membrana plasmatica
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regula el potencial de membrana. El potencial de membrana, junto con los niveles de
Ca?* citosolico, regula a su vez el flujo de Ca?* desde el exterior celular, y por tanto
también modula el funcionamiento de la maquinaria contractil (Fleischmann,

Washabau, and Kotlikoff 1993; X. ]. Yuan et al. 1996; McGahon et al. 2007).

Dentro de los canales ionicos presentes en las VSMC (ver apartado anterior), los
Kv son los principales reguladores del potencial de reposo. Las VSMC expresan una gran
variedad de canales Kv cuya relevancia depende del lecho vascular (Y. Lu et al. 2002).
Los canales Kv se activan por despolarizaciéon de la membrana (Ko et al. 2008), entre
otros mecanismos (X. J. Yuan et al. 1996; Kwak et al. 1999), y conforman junto al canal
BKca, un importante mecanismo de retroalimentacién negativo del potencial de
membrana (Ghatta et al. 2006; Nelson and Quayle 1995; Ko et al. 2008). Por un lado, la
activacion de canales Kv por despolarizacion produce el flujo de iones K* al espacio
extracelular, lo cual provocara la hiperpolarizacion de la membrana, favoreciéndose la
vasodilatacion. Al contrario, el cierre de estos canales produce despolarizacion de la
membrana produciéndose la vasoconstriccion (Jackson 2000) (Figura 2). Asimismo, los
canales BKca se activan tanto por la despolarizacion de la membrana (Jackson and Blair
1998) como por los incrementos de calcio intracelular (Pérez et al. 1999; Carl, Lee, and
Sanders 1996), evitando la vasocontriccién excesiva y previniendo el vasoespasmo
(Jaggar et al. 2000) a través de un mecanismo de retroalimentaciéon que suprime el
exceso de actividad mecanica muscular (Y. Tanaka et al. 2004). En el caso de estos
canales, es interesante resaltar que su actividad es responsable de producir relajacion
vascular aun cuando el incremento de la concentraciéon de Ca?* intracelular esté
localizado en pequefias areas celulares, como consecuencias de liberaciones
espontaneas locales de Ca?* desde el reticulo sarcoplasmico (calcium sparks), debido a
que las mismas generan corrientes transitorias espontaneas de salida de K* (STOC) a
través de canales BKca,, derivando igualmente en la hiperpolarizacién de la membrana

celular (Ledoux 2006; Jaggar et al. 2000; Jaggar, Stevenson, and Nelson 1998).
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Figura 2. Ilustracién esquematica de una VSMC (arriba) y secciones arteriolares (abajo) mostrando que
el efecto de la activacion de canales de K* conduce a la difusion de iones K+ al exterior celular,
produciendo hiperpolarizacién de la membrana, cierre de canales de Ca?* dependientes de voltaje,
disminucién de la concentraciéon de CaZ* citoplasmico y, en dltimo término, vasodilatacién. El cierre de

canales de K* produce el efecto contrario (modificado de (Jackson 2000)).

Si bien los canales Kv y BKca juegan un papel fisioldgico esencial en el proceso de
contraccion, cabe sefialar que la funcion de otros canales también ha sido implicada en
el mismo. Por un lado, los canales Kir, activos en condiciones hiperpolarizantes, también
contribuyen a la regulacion del potencial de reposo de membrana (Hashitani and Suzuki
1997; Martens and Gelband 1996; F. R. Edwards and Hirst 1988). Ademas, se ha
demostrado que los canales Karp desempefian un papel crucial en la regulacién de tono
muscular y en la vasorelajacién en condiciones de hipoxia (Kinoshita et al. 2004; Miura

2002).

Los canales de CI, por otro lado, también han sido relacionados con el
mantenimiento del tono vascular. Al igual que en el caso del K*, la apertura de canales
de CI- resultara en un flujo del mismo a favor de gradiente hacia el exterior celular, que
sin embargo en este caso produce una despolarizaciéon y, en ultimo término,
vasoconstriccion. El cierre de canales de Cl- produce el efecto contrario. Ambos tipos de
canales de CI- mencionados en el apartado anterior, Clca y Clyr, han sido relacionados
con el control del tono vascular, si bien su relevancia ha sido objeto de controversia (ver

(Jackson 2000) para una discusion mas detallada).

Finalmente, cabe destacar que, como se menciona mas arriba y en el apartado
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anterior, ademas de los canales de Ca?* dependientes de voltaje, existen canales SOCC
que también regulan la concentracién de Ca?* intracelular, cuya identidad molecular,
descubierta recientemente, corresponde al complejo STIM-ORAI, que a su vez es
regulado por otras proteinas. Puesto que no suponen el tema central de esta Tesis, no
nos extenderemos en su descripcion. Para una revision actualizada, ver (Lopez et al.

2016).

Finalmente, se ha propuesto la importancia de canales SACC, cuya identidad
molecular, aunque atn objeto de cierta controversia, parece corresponder a los canales
de la familia Piezo, activados por cambios en la tension de la membrana o estiramiento
y descubiertos muy recientemente (ver, por ejemplo, (Wu, Lewis, and Grandl 2016;

Retailleau et al. 2015).

5.3.1.- Implicacidn en patologias

En la actualidad se conoce que la alteracion o disfuncion en los canales i6nicos es
la causa de un amplio espectro de patologias como la hipertension, la epilepsia o las
arritmias cardiacas, ademas de estar implicados en algunos trastornos endocrinos,

renales y enfermedades 6seas (Hiibner and Jentsch 2002).

Como ha sido ya mencionado anteriormente, los canales Kv estan implicados de
forma directa en el mantenimiento del tono basal de las arterias. Consecuentemente, la
funcion anormalmente reducida de estos canales daria lugar a una despolarizacidon y al
incremento andémalo del tono vascular asociados a condiciones patoldgicas como la
hipertension y la hipertrofia (Martens and Gelband 1996; Wellman et al. 2001). Esta
asociaciéon esta apoyada por un gran numero de evidencias experimentales. Asi,
estudios electrofisiolégicos han demostrado que las células musculares lisas de la
arteria interlobular de ratas hipertensas presentan alteraciones en el potencial de
membrana y en la actividad de los Kv, cuya corriente esta reducida significativamente
(Martens and Gelband 1996). Igualmente, se ha observado que en arterias pulmonares
humanas la expresion génica del canal Kv1.5 se encuentra disminuida en condiciones de
hipertension, con la consecuente reduccion en el nimero de canales Kv funcionales y de

la corriente de K* (J. X. Yuan et al. 1998).

Por otro lado, se ha descrito que el incremento en la expresion de los canales

BKca en las VSMC también esta asociado a hipertension (Liu 1997; Jackson 1998; Xu
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2005). Igualmente, se ha constatado que la alteracion en la expresion de la subunidad
beta 1 del canal BKc,, especifica del musculo liso, provoca el aumento del tono vascular
produciendo hipertensién (Pluger et al. 2000; Amberg et al. 2003) seguida de
hipertrofia ventricular izquierda (Lohn et al. 2001). Otros estudios detectaron que una
mutacién en el gen de dicha subunidad provocaba un incremento en la funcién del canal
BK, asociando este hecho a la observacion de una baja incidencia de hipertension
humana. Asimismo, se ha observado en ratas con hipertension crénica que la expresion
de la subunidad beta 1 esta disminuida, siendo la inactivacién de la subunidad junto con
la supresion del gen BK el mecanismo molecular subyacente al tono vascular

patoldgicamente aumentado (Ledoux 2006).

Ademas de los canales Ky y BKc,, cuya relevancia en la regulacion del tono
vascular ha sido presentada en los apartados anteriores, las deficiencias funcionales de
otros canales también han sido asociadas a patologias como la diabetes, isquemia e
hipertensién. Estos incluyen la regulacién negativa de canales Kir o la alteracién en la

expresion génica en arterias de canales Katp (Mayhan and Faraci 1993).

5.4.- Canales ionicos implicados en el control de la proliferacion

y migracion de VSMC

El estudio en VSMC del perfil de expresion de 87 genes de canales idnicos, entre
los cuales se incluian subunidades «, 3 y Y de canales Kv, subunidades a de canales Cav,
canales de Cl- y canales TRP, demostré que estas proteinas participan activamente en la
modulacion fenotipica, concretamente en la proliferaciéon y en la migracion celular

(Cidad et al. 2010).

El mecanismo mediante el cual los canales idnicos participan en la proliferacion
alin no se conoce con exactitud pero, se ha determinado que estan involucrados en los
diferentes puntos de control del ciclo celular. Concretamente, participan en la
generacion de sefales de Ca?*, en los cambios del potencial de membrana y en la

exocitosis de factores angiogénicos y de crecimiento (Becchetti 2011).

A pesar de que existen muchos interrogantes sobre el mecanismo, se ha
demostrado que los canales de K* juegan un papel muy importante en la proliferacion

celular (Camacho 2006; Pardo 2004), siendo proteinas necesarias en este proceso ya
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que, su bloqueo provoca la disminucién de la proliferacion en diversos tipos celulares

(Wonderlin and Strobl 1996; Czarnecki et al. 2000).

Es conocido que durante la fase G1 del ciclo celular se produce la
hiperpolarizacion de la membrana celular, facilitando la entrada de Ca?*, sefial necesaria
para la proliferacion (Nilius, Schwarz, and Droogmans 1993). Igualmente, se ha
demostrado que durante la fase G1 las células aumentan su volumen y que los canales
de K* junto con los canales de Cl-participan en la regulacion del volumen celular (Lang
et al. 2004), destacando que el aumento del volumen celular es capaz de inhibir el

proceso proliferativo (Pardo 2004).

El estudio de Miguel-Velado et al. en 2005, demostro la relevancia de los canales
Kv en la proliferacion de las VSMC de arteria uterina humana, destacando la
disminucién de la expresion génica de la mayor parte de canales Kvl. Ademas, la
proliferacion de estas células se tradujo en un incremento en la expresion del canal
Kv3.4 y el bloqueo selectivo de dicho canal fue capaz de disminuir la velocidad de
proliferacion (Miguel-Velado et al. 2005), deteniendo el ciclo celular tras la fase G2/M.
Por tanto, el canal Kv3.4 es necesario en la progresion del ciclo celular y la actividad
hiperpolarizante del los canales de K* es esencial al menos en las VSMC de arteria

uterina (Miguel-Velado et al. 2010).

Es necesario recalcar que la proliferacion celular implica un aumento tanto de la
expresion como de la funcién de los canales de K*. No solo se ha asociado un incremento
en la expresion del canal Kv3.4 durante la proliferacién de VSMC, sino que también se
han encontrado niveles elevados de KCa3.1 y Kv1.3. Ademas el bloqueo selectivo de
estos canales reduce la proliferacion de las VSMC (Jackson 2010). Asimismo, se ha
encontrado un incremento en las corrientes del canal Kv1.3 cuyo bloqueo es capaz de

inhibir la proliferacion y la migracién de las VSMC (Cidad et al. 2010).

Otro rasgo importante del canal Kv1.3 es su implicacién en procesos de
migracion que se ve reducida por un bloqueo o por la reduccién de su expresion
(Cahalan and Chandy 2009). Esto es particularmente importante en la respuesta del
sistema inmune donde la migracion de los linfocitos T (Matheu et al. 2008) o
macrofagos (Gendelman et al. 2009) depende de la funcién del canal Kv1.3. Por otro
lado, se ha puesto en evidencia la relacidn entre otros canales y el proceso de migracion

celular, como es el caso del canal epitelial de sodio ENaC cuya inhibiciéon provoca la
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inhibicion de la migracién del musculo liso vascular (Grifoni et al. 2006). La
despolarizacion mediada por este canal estimula la migracién provocando la formacién

de un cable de actina en el borde de la herida (Chifflet, Hernandez, and Grasso 2005).
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I1. OBJETIVOS

La elevada morbi-mortalidad de los pacientes urémicos se ha relacionado con las
alteraciones del metabolismo mineral, y mas concretamente con la presencia de
calcificaciones vasculares, que contribuyen a las alteraciones estructurales del vaso. El
fenomeno incluye la transdiferenciacion de las células del musculo liso vascular (VSMC)
hacia a un fenotipo con caracteristicas osteogénicas como respuesta a la

hiperfosfatemia y/o a las toxinas urémicas.

Los mecanismos por los que la uremia promueve la calcificaciéon vascular y su
relacién con la patologia cardiovascular, acelerada, precoz y severa, plantean adn
multiples interrogantes, parte de los cuales se derivan de la utilizacion de modelos de
estudio poco adecuados. En este trabajo, nos planteamos el desarrollo de un nuevo
modelo de estudio in vitro de calcificacion de VSMCs e hipotetizamos que el cambio
fenotipico producido en VSMCs podria esta asociado a alteraciones en la expresion y
funcion de canales i6nicos presentes en estas células. Para conocer la relevancia y las

consecuencias del fendmeno definimos los siguientes objetivos:

1. Determinar si el suero urémico es capaz de inducir calcificaciéon en un modelo in
vitro de células musculares lisas de aorta humana (HASMC).

2. Evaluar los mecanismos moleculares implicados en la calcificacion de HASMC en
condiciones urémicas y compararlos con el modelo de calcificaciéon inducida por
fosfato.

3. Investigar la modulacién fenotipica inducida por uremia en las HASMC.

4. Caracterizar a nivel molecular los cambios en expresion y funcion de canales
ionicos en HASMC durante la uremia y su relacion con el fenémeno de
calcificacion.

5. Estudiar el papel de los canales modificados por la uremia que pueden estar

implicados en los procesos de modulacion fenotipica y control del tono vascular.

37



38



DISENO DEL ESTUDIO

39



40



I11.- DISENO DEL ESTUDIO

1.- AMBITO DEL ESTUDIO

El reclutamiento de los pacientes con enfermedad renal cronica (ERC) se llevo a
cabo en Servicio de Nefrologia del Hospital Universitario Nuestra Sefiora de Candelaria
(HUNSC, Santa Cruz de Tenerife). En el laboratorio del Servicio de Analisis Clinicos del
HUNSC se realizaron las determinaciones bioquimicas para la caracterizacion del

material biolégico necesario para el desarrollo de esta investigacion.

La obtencion de muestras bioloégicas humanas se realiz6 después de haber
obtenido el consentimiento informado por escrito de los pacientes con ERC y de los

individuos control.

Este proyecto fue autorizado por el Comité de Etica de la Institucién del HUNSC.

2.- SUJETOS DEL ESTUDIO

Sujetos Urémicos: Lo conforman 16 pacientes enfermos renales cronicos en
estadio V con un filtrado glomerular estimado (FGe) < 15 ml/min/1,73m?2.
Concretamente, 8 hombres y 8 mujeres con edades comprendidas entre 39 y 58, en

hemodialisis un tiempo medio de 26 meses.

Sujetos Control: Lo integran un total de 16 individuos sanos, 6 hombres y 10
mujeres con una edades comprendidas entre los 25 y 45 afios que aceptaron participar

en el estudio.

2.1.- Criterios de inclusion

* Mayores de 18 afios.
* Todos los pacientes que cumplian los criterios de diagndstico para el estudio.

* Otorgar consentimiento informado por escrito.

2.2.- Criterios de exclusion
* Infeccién aguda en el momento de la extraccién de muestras para el estudio.
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Tratamiento con inmunosupresores y/o esteroides.
Procesos inflamatorios al momento de su inclusion.
Posibilidad de embarazo.

Fumadores.

Diabéticos.

3.- DESCRIPCION OPERATIVA DEL ESTUDIO.

Para el desarrollo de este trabajo se utilizaron lineas primarias humanas

proporcionadas por Innoprot (Derio, Espana). Las células de musculo liso o HASMC

(Human Aortic Smooth Muscle Cells) fueron aisladas por ScienCell Research Laboratories,

Inc. a partir de tejido de la aorta. Las células primarias se criogenizaron después de su

segundo pase y una vez descongeladas se mantuvieron en cultivo en las condiciones

recomendadas.

Cuando las células llegaron a condiciones de confluencia el medio de crecimiento

fue sustituido por un medio experimental, dividiendo las células en dos grupos

experimentales principales.

Grupo Control: el medio de cultivo fue suplementado con un 20% de la mezcla de

sueros de individuos sanos.
Grupo Urémico: el medio de cultivo fue suplementado con un 20% de la mezcla

de sueros obtenido de pacientes con ERC en estadio 5D.

Para algunos de los ensayos que se describen a continuacion, se afiadié al medio

de experimentacion diversos estimulos, apareciendo asi nuevos grupo experimentales.

Grupo Control+PAP-1: el medio de cultivo ademas de, ser suplementado con un
20% de la mezcla de sueros de individuos sanos, se le afadié 5-(4-
fenoxybutoxy)psoraleno (PAP-1), un inhibidor del canal Kv1.3, a una
concentracion final de 100 nM.

Grupo Urémico+PAP-1: el medio de cultivo se suplementd con un 20% de la
mezcla de sueros urémicos y se le afiadiéo PAP-1 a una concentracion final de 100

nM.
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* Grupo Control+amilo: al medio de experimentacion con sueros de individuos
sanos se le adicion6é amilorida, un inhibidor del canal epitelial de sodio ENaC, a
una concentracion final de 100 pM.

* Grupo Urémico+amilo: el medio de cultivo experimental con suero urémicos se

completd con 100 uM de amilorida.

En el caso de los ensayos en presencia de inhibidores, éstos se incorporaron
directamente al medio de experimentacién y no se retiraron por sustitucion del medio,

sino que permanecieron junto al estimulo del suero durante todo el experimento.

En cada experimento, las células de cada uno de los grupos experimentales

fueron sembradas al mismo tiempo y se mantuvieron bajo las mismas condiciones.
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IV.- MATERIAL Y METODOS

1.- OBTENCION DEL MATERIAL BIOLOGICO

Las muestras de sangre para la obtencion de suero fueron extraidas a cada uno
de los pacientes con ERC mediante venopuncién en extremidad superior previa asepsia
y técnicas convencionales. La sangre de los controles se obtuvo de voluntarios sanos
siguiendo el mismo procedimiento. El suero de pacientes y controles se obtuvo
mediante centrifugacion a 5.000 rpm durante 10 minutos en una centrifuga P-SELECTA

MIXTASEL.

Las muestras de sueros se combinaron para obtener una mezcla de sueros
urémicos y una mezcla de sueros sanos que se almacenaron a -80°C en alicuotas y se

descongelaron una sola vez para los experimentos.

1.1.- Determinaciones bioquimicas

En todas las muestras de suero obtenidas de los pacientes e individuos sanos se
analizaron diversos parametros bioquimicos. Exceptuando parametros como
paratohormona (PTH), vitamina D, potasio y aldosterona, el resto fueron analizados
mediante técnicas cuyo producto final fue medido fotométricamente haciendo uso del

sistema Roche/Hitachi cobas® y los kits cobas® (Roche Diagnostics GmbH).
* Fosforo (P), Calcio idnico (Caz*)

El fosforo inorganico presente en la muestra reaccion6 con el molibdato en
medio acido originando un complejo cuantificable (PHOS, cobas®). Mientras que la
determinacion del calcio se hizo mediante la cuantificacion del complejo calcio-5-nitro-

5°-metil-BAPTA (Calcium Gen. 2, cobas®).
* C(Creatininay Urea

Para la medicion de urea y creatinina se utilizaron métodos enzimaticos.

La creatinina presente en la muestra se transform6é en un cromogeno de
quinonaimina debido a la accién de diversas enzimas. La intensidad cromatica de dicho
sustrato es directamente proporcional a la concentracidon de creatinina en la muestra

(CREPZ2, cobas®).
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Para la medicibn de urea se us6é el método cinético “Ureasa-Glutamato
deshidrogenasa (GLDH)” (UREAL, cobas®). La ureasa cataliza la hidrdlisis de la urea
dando amonio, el cual se valora mediante una reaccién enzimatica con la GLDH,
pasando NADH a NAD*. La velocidad de desaparicion de NADH es directamente

proporcional a la concentracion de la urea en la muestra.
* Albumina y Fosfatasa alcalina

Para analizar las concentraciones de albumina y fosfatasa alcalina se usaron
métodos colorimétricos. Concretamente, para determinar la concentracion de la
albumina en la muestra se cuantificé la presencia de un compuesto azul verdoso
resultado de la reaccion de ésta con verde de bromocresol (ALB2, cobas®). De igual
modo se cuantifico la cantidad de p-nitrofenol liberado gracias a la actividad catalitica

de la enzima fosfatasa alcalina (ALP2, cobas®).
e PTHyvitamina D

La determinacion de la concentracién de la hormona paratiroidea en las
muestras de suero se llevd a cabo utilizando un radioinmunoensayo ELSA-PTH para
cuantificacion de 84 aminoacidos intactos de la cadena de la PTH (Cisbio Bioassays,
France). Esta técnica se basa en la utilizacién de dos anticuerpos dirigidos frente a
distintas porciones de la molécula de PTH. La muestra que contiene la hormona se
incuba simultdneamente con un anticuerpo que reacciona con la region intermedia y el
C-terminal (39-84) y con otro anticuerpo marcado con 125 que se adhiere a la regiéon N-
terminal (1-34) de la molécula de PTH. La concentracion de PTH presente en cada
muestra se cuantificoé mediante una curva estandar.

Asimismo, se usé un radioinmunoensayo (25-OH Vitamin D total RIA. DRG
Instruments GmbH, Germany) para la determinacion cuantitativa de la 25-

hidroxivitamina D3 y D2 (25-OH-D3 y 25-OH-D2) en cada una de las muestra de suero.
* Potasio (K¥)

El método para determinar potasio esta basado en la potenciometria utilizando
un electro selectivo para iones que utiliza como elemento sensor cloruro de plata o

sulfuro de plata.
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e Aldosterona

La concentracion de aldosterona en suero se determind mediante un
inmunoensayo enzimatico (ELISA) utilizando el kit comercial Aldosterone ELISA (DRG

Instrumnets GmbH, Germany).

2.- CULTIVOS PRIMARIOS DE CELULAS DE MUSCULATURA LISA Y ENDOTELIO DE

AORTA HUMANA

2.1.- Mantenimiento de cultivos

Para el establecimiento y mantenimiento de los cultivos de HASMC se empled
medio de cultivo DMEM alta glucosa (Dulbeccos Modified Eagles Medium) (Biowest) con
un 10% de suero fetal bovino (FBS) (Biowest). El medio se suplementé con una solucion
de penicilina/ estreptomicina al 1% (Biowest) y con 0,2% de MycoZap™ (Lonza) que
previno una posible contaminacién por micoplasmas. Ademas, se afiadieron factores de

crecimiento especificos para células musculares lisas (SMCGS; Innoprot).

Los cultivos permanecieron en un incubador (HERa CELL 150i, CO2 Incubator,
Thermo SCIENTIFIC) a 37°C en una atmosfera 5% CO02/95% aire humidificado a
saturacion. El medio de cultivo se renovo al dia siguiente tras la descongelacion y
posteriormente, de forma rutinaria, cada 48 horas. Una vez que los cultivo alcanzaron el
50% de confluencia, se hizo el cambio de medio cada dia hasta que los cultivos
presentaran aproximadamente entre un 80 y 90% de confluencia. Es entonces cuando

se procedio al subcultivo en las distintas superficies segun el ensayo.

Todos los experimentos fueron realizados con células mantenidas en cultivo

entre los pases 3y 5.

2.2.- Tripsinizacion: pases y conservacion

Las células se tripsinizaron cuando la monocapa alcanzé la confluencia. Para ello,
el medio de cultivo fue previamente eliminado y las células fueron lavadas con tampdén
fosfato o PBS (Phosphate Buffer Saline), eliminando los restos de suero que pudieran
inactivar la tripsina. Seguidamente se afiadi6 tripsina/EDTA y cuando se observé al

microscopio que las células estaban totalmente redondeadas, se afiadié medio completo
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para detener la actividad de la proteasa. Tras una centrifugacion suave, se homogenizo
el pellet con medio fresco y se realizaron los sucesivos subcultivos en frascos y/o placas,

en funcién de la utilidad que se le fuera a dar a las células.

A la vez que se realizaron subcultivos sucesivos, las células se congelaron en
criotubos en presencia de 10% de dimetilsulféxido (DMSO). El DMSO actiia como
preservante frente a la congelacion, evitando la formacién de cristales que podrian
romper las células. Los criotubos se introdujeron en el contenedor de congelacion a
—-80°C con isopropanol consiguiéndose asi una disminucion gradual de la temperatura y
por tanto menos dafo celular. Tras 24 horas, se transfirieron al tanque de nitrégeno

liquido para su almacenamiento a -196°C.

Para descongelar, las células se transfirieron directamente del tanque de
nitréogeno a un bafio termostatizado a 37°C. Una vez descongeladas, las células se
transfirieron con pipeta a un frasco de cultivo, el cual contenia medio completo, y se
dejaron con ese medio en presencia de DMSO hasta que se adhirieron al plastico. Una

vez adheridas, se cambio el medio para eliminar el DMSO.

2.3.- Recuento celular

Para contar las células en cada subcultivo se afiadié 10 pl de suspension celular y
90 ul de azul tripan (Biowest) en un tubo de microcentrifuga. Después se colocaron 10
ul de la mezcla en un hemocitdémetro o camara de Neubauer y se procedié al recuento
de las células utilizando un microscopio éptico. La camara Neubauer es un portaobjetos
que dispone en el centro de 4 cuadrados de 1mm de lado, cada uno dividido en 16
cuadrados mas pequefios. Por encima y tapando la gota de la solucion, se coloc6 un
cubreobjetos que permite un espacio de altura 0,1 mm de modo que el volumen de
liquido que se aloja en cada cuadrado es de 1x1x0,1 mm3 o 10% cm3® que
aproximadamente son 10-* ml. Por consiguiente la concentracion de células se calculara

del siguiente modo:

Células/ ml = Media de contaje de las cuatro zonas x 10000 x factor dilucién (10)

2.4.- Tratamiento de las superficies de cultivo

Las superficies de cultivo donde se sembraron las células fueron tratadas con

una solucion de fibronectina (Sigma) para facilitar que un mayor nimero de células se
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adhirieran a su superficie. La fibronectina (1 mg/ml) se preparé en una solucion de
gelatina al 0,02% en agua destilada en condiciones de esterilidad. Se afiadi6 la solucion
de fibronectina a la superficie en cuestion y se mantuvo a 37°C durante la noche; pasado
este tiempo se retiro y se dejo secar la superficie en la camara de flujo laminar hasta su

uso.

En el caso de los cubreobjetos usados para los registros electrofisiologicos se
lavaron con etanol puro (Merck) y se flamearon para su esterilizacion, antes de su

incubacion con la solucidén de fibronectina.

3.- ESTUDIO DE LA PROLIFERACION CELULAR

3.1.- Incorporacion de EdU

Para estimar la tasa de proliferacion de las células de musculo liso se utilizé el kit
comercial Click-iT® EdU Imaging Kit (ThermoFisher Scientific). En este kit se utiliza EAU
(5-etinil-2’-deoxyuridina) como analogo a la timidina. El1 EAU se incorpora de forma
eficiente en la nueva sintesis de DNA y mediante una reaccion colorimétrica con el
fluorocromo Alexa 488 se puede determinar mediante microscopia el numero de células

que estan incorporando EdU y por lo tanto en fase de proliferacion.

Para elaborar las curvas de proliferacion, cada grupo experimental se sembré
por duplicado en placas de 8 pocillos (Ibidi GmbH) a una densidad de 15.000
células/cm?. Tras 24 horas, se incubaron las células con el medio de experimentacion.
Cuando las células llevaban 48 horas en el medio experimental se les afiadié a cada
condicion el EAU a una concentracion de 10 pM y se incubaron durante 1, 6, 12, 24 y 48
horas. Pasado el tiempo de incubacion con EdU, se procedid a fijar las células durante 15
minutos con formaldehido 4%. Una vez fijadas las células, se procedié a realizar el
protocolo Click-iT siguiendo las instrucciones de la casa comercial. Para marcar los
nucleos celulares se incub6 durante 20 minutos con el reactivo Hoechst en PBS (1:2000)
en oscuridad. Finalmente, para el montaje hubo que afiadir dnicamente una gota de

medio de montaje Mowiol a cada uno de los pocillos.

Las células se visualizaron con un microscopio confocal Leica TCS SP8 y se

fotografiaron 15 campos aleatorios para posteriormente proceder a la cuantificacion de
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los nucleos positivos para EAU con respecto a los nucleos totales.

4.- DETERMINACION DE LA VIABILIDAD CELULAR MEDIANTE MEDICION DE LA

ACTIVIDAD MITOCONDRIAL (XTT)

La viabilidad celular se determind por el método del XTT, sensible y cuantitativo,
el cual determina la funcionalidad celular. Este ensayo se basa en la capacidad de las
células para la transformacion de la sal de tetrazolio XTT (Sodio 3,3-[(Phenylamino)
carbonil]-3,4-Tetrazolio-Bis(4-metoxi-6-nitro) acido bencenosulfénico hidratado), de
color amarillo, a una tincion de formazan, de color naranja, escision que so6lo ocurre

debido a las células metabodlicamente activas (Scudiero et al. 1988).

Las células se sembraron en placas de 96 pocillos de fondo plano (Nunc,
Roskilde, Dinamarca), en una proporcion de 5.000 células por pocillo en un volumen de
100 pl de medio completo. Al dia siguiente, se cambio6 el medio de cultivo por el medio
de experimentacidon. Cada ensayo de viabilidad permite tres réplicas por condicion y
cada condicién presenta un blanco sin células pero con la misma cantidad de medio
experimental. Transcurridos 2, 5 y 10 dias, la actividad mitocondrial se determind
usando 50 pl de la sal de tetrazolio XTT (Cell Proliferation Kit XTT, Applichem GmbH),
por pocillo, incubando durante 4 horas a 37°C y CO; al 5%. El tinte de formazan es
soluble en soluciéon acuosa y fue directamente cuantificado con un espectrofotometro a

una longitud de onda de 450 nm, utilizando 630 nm como referencia.

La viabilidad celular se expres6 en forma de porcentaje, estableciendo que el
100% de viabilidad corresponde a la absorbancia de las células control y es

proporcional al nimero de células metabdlicamente activas.

5.- DETERMINACION DE LA VIABILIDAD CELULAR MEDIANTE TINCION CON AZUL

TRIPAN

Las células de musculo liso vascular fueron sembradas en placas de 4 pocillos
(Nunc) a una densidad de 25.000 células por pocillo y se esperd 24 horas hasta su
adhesion. Tras el tratamiento con el medio de experimentacion, se tripsinizaron con

200 pl, antagonizandose después con 200 pl de medio suplementado con un 10 % de
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FBS y depositandose la suspension resultante en un tubo de microcentrifuga. E1 nimero
de células se determin6 mediante el recuento en la cAmara Neubauer por duplicado en
el microscopio dptico. La viabilidad celular se midié a través de la exclusion del
colorante azul tripan al 0,04%, que permite distinguir las células viables de las que
no lo son ya que estas ultimas han perdido su permeabilidad selectiva y se tifien de
azul, mientras que la viables permanecen incoloras. De modo que la cuantificacién
consitié en el contaje de aquellas células que son brillantes, refringentes y no

coloreadas.

6.- ESTUDIO DE APOPTOSIS

Un paso critico en el proceso de apoptosis es la adquisiciéon de cambios en la
superficie celular. En una célula apoptoética se produce una translocacion de los residuos
de fosfatidilserina (PS) de la membrana interna a la membrana externa, exponiendo de
esta manera los restos de PS al exterior. Esto ocurre en la primeras etapas, en la fase de
apoptosis temprana, donde se mantiene la integridad de la membrana plasmatica. La
Anexina-V es una proteina de unidn a fosfolipidos dependiente de calcio, la cual tiene
una gran afinidad de union a lo restos de PS. Por tanto la anexina-V puede unirse a los
restos de PS de las células apoptdticas a la ser estos accesibles por estar en el exterior.
De esta manera se puede discriminar entre células apoptdticas y células normales. En
este estudio la cuantifiacion de fosfatidilserina en la parte exterior de la membrana
celular se realiz6 mediante marcaje con anexina-V conjugada con isotiocianato de
fluoresceina (FITC) (sc-4252 FITC, Santa Cruz Biotechnology, Inc.). Se lavaron las
células con PBS y posteriormente, se resuspendieron en tampén de union a anexina (10
mM HEPES, pH 7,4; 140 mM NaCl; 2,5 mM CaClz) al que se le afiadié anexina V-FITC a
una concentracion de 0,2 pg/pl. Las células marcadas se incubaron durante 15 minutos
a temperatura ambiente protegidas de la luz y con agitacién suave. Transcurrido el
tiempo, las células se resuspendieron en un volumen final de 200 pl del mismo tampo6n
y se afnadi6 ioduro de propidio (PI) (0,6 pg/ml), que marca la degradacion del ADN,
justo en el momento del analisis. Finalmente, se analizaron las muestras por duplicado,
utilizandose 15.000 células por condicion. La emision de luz de excitacion se realiz6 a

488 nm con un laser de argon. La sefial de FITC (fluorescencia verde) se detecté a 518
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nm y la sefal del PI (fluorescencia roja) se detecté a 620 nm en el citometro

MACSQuant® Analyzer 10 (Miltenyi Biotec).

7.- ESTUDIO DE LA MIGRACION CELULAR

Para los estudios de migracion se utilizaron cultivos de células de musculo liso
confluentes sembradas en placas de 35mm (Ibidi GmbH) e incubadas con el medio de
experimentacion. Estas placas contienen un molde de silicona que permitié el cultivo
de 40.000 células a ambos lados de un tabique de separacion de 500 pm. Cuando las
células permanecieron durante 48 horas con el estimulo del suero, se retir6 dicho
molde y se sustituy6 el medio de experimentacién por medio DMEM libre de suero
durante 24, 48, 72 y 120 horas, con el objetivo de sincronizar las células en la fase G,
del ciclo celular y bloquear asi su proliferacion. El area de la superficie sin células
creada una vez que se extrajo el molde de silicona se cuantifica mediante el software de
analisis de imagen del programa Image ] (National Institutes of Health, Bethesda,
Maryland, USA, http://imagej.nih.gov/ij/) (Schneider, Rasband, and Eliceiri 2012),
midiéndolo a tiempo 0 (A), tras 24 (A,,), 48 (A4s), 72 (A72) y 120 (A120) horas. La

migracion de las células se cuantific6 comparando del area libre de células a tiempo 0
con el area libre de células a las distintas horas de medicidn, de forma que el % de Ao

invadida tras las distintas horas (Aj) se considera proporcional a la migracién celular.

8.- CUANTIFICACION DE LA CALCIFICACION CELULAR

Como control positivo de induccidon de calcificacion en el modelo in vitro de
células musculares lisas (HASMC) se utilizé un medio de alto contenido en fdsforo y
calcio. El medio DMEM se suplementé con cloruro calcico (CaClz) hasta una
concentracion de 2mM de calcio y ademas se adicion6 el fosfato en una proporcion 2:1
de fosfato monobasico y dibasico a una concentracion final de 2,5 mM. Para evaluar si el
suero urémico era capaz de inducir calcificacion, las células HASMC fueron sembradas
en placas de 96 pocillos HASMC y tras alcanzar la confluencia fueron incubadas durante
2,3,5,7y 10 dias con el medio de experimentacion, es decir, en medio DMEM, libre de

FBS, suplementado con un 20% de pool de sueros urémicos y controles.
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8.1.- Tincion Rojo Alizarina

El progreso del proceso de calcificacion se evalu6 mediante la apariciéon de
focos de mineralizacion en la placa de cultivo, los cuales fueron confirmados
mediante tincidn con rojo alizarina. Para ello, se retird el medio de cultivo y se fijaron
las células con formalina al 10% durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, se lavaron con PBS e incubaron con una solucién de rojo alizarina al
1% (Sigma-Aldrich) y se procedi6 a la observacién microscopica. La alizarina en
contacto con el calcio produce su quelacion formando un compuesto birrefringente
de color rojo de modo que la aparicién de este precipitado fue indicativo de una
reaccién positiva. En ultimo lugar, se incub6 la placa en oscuridad con acido acético al
10% con objeto de disolver el compuesto producido y se cuantific6 con un lector
de placas a una longitud de onda de 450 nm. Los resultados se expresaron en funcién

de la absorbancia producida por cada condicion a esa longitud de onda.

8.2.- Cuantificacion de proteinas

La medicion de la concentracién de proteinas de cada lisado del ensayo anterior
se realizo por el método del acido bicinconinico (BCA assay kit, Sigma-Aldrich) (Smith et
al. 1985). Para ello, se preparo el reactivo BCA mezclando 50 partes del reactivo B con 1
parte del reactivo A. A continuacion, se afladieron 25 pl de cada muestra a una placa de
96 pocillos, asi como 25 pl de cada estandar para realizar la recta de calibrado. A cada
pocillo con muestra o estandar se adicionaron 200 pl del reactivo BCA y se incubd la
placa durante 30 minutos a 37°C, protegido de la luz. La concentracion de proteinas se
determiné en un espectrofotémetro a una longitud de onda de 595 nm, mediante una
curva de calibrado frente a concentraciones conocidas de albumina de suero bovino

(BSA), disueltas en la misma solucion de lisis.

9.- DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA FOSFATASA ALCALINA

La enzima fosfatasa alcalina es un indicador temprano de la diferenciacion 6sea.
La actividad de esta enzima se determind y cuantific6 de manera colorimétrica,
empleando un sustrato que, tras la accién de la enzima, da lugar a un producto de

intenso color amarillo. Después de los distintos tratamientos, se retiré el medio de
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experimentacion, las células se lavaron con PBS y se afadié tampon de lisis a cada
pocillo (50 mM Tris pH 6,8, Tritén X-100 al 1%, 2mM MgCl,). Tras incubar 30 minutos,
se centrifugaron los lisados celulares a 12.000 xg a 4°C durante 15 minutos. A
continuacién, a los sobrenadantes se les adicion6 tampén sustrato (50 pl de p-
nitrofenilfosfato (pNPP) y 50 pl de buffer 2-amino-2-metil-1-propanol) (Sigma-
Aldrich). Tras una incubacién de 15 minutos a 37°C, en oscuridad, la reaccién se par6
adicionando NaOH 3N y se midi6 la absorbancia a 405 nm en un lector de placas
(Benchmark Plus Microplate, Bio-Rad). Se normalizaron los datos de absorbancia
mediante la cuantificacién del contenido total de proteinas (explicado en el apartado

anterior).

10.- ESTUDIO DE LA EXPRESION GENICA

10.1.- Extraccion y cuantificacion de ARN

El ARN total procedente de células en cultivo fue aislado siguiendo el método de
filtracion por columnas con el kit Real Total ARN Spin Plus (REAL). Para cuantificar la
concentracion y evaluar la pureza de los ARNs extraidos se utilizaron longitudes de
onda de 260 nm (A260) vy 280 nm (Azg0) en el espectrofotometro NanoDrop 2000™
(Thermo Scientific) (Sambrook, Fritsch, and Maniatis 1989). La pureza de los ARNs en
relacién a la presencia de proteinas se obtuvo con el cociente de las absorbancias a las
longitudes de 260 y 280 nm, considerandose una relacion A,q,/A,5, comprendida entre
1,8 y 2 como un indicador de pureza adecuada. Una vez cuantificados, se alicuotaron y

almacenaron a -80°C hasta su uso.

10.2.- Sintesis de ADNc y PCR cuantitativa (qPCR)

Se usaron entre 100 y 750 ng de ARN total para obtener el ADN complementario
(cDNA) mediante una reaccién de transcripcion inversa. Este paso se realiz6 con el kit
comercial iScript™ cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad) siguiendo las recomendaciones del

fabricante.

La caracterizacion de los cambios en la expresion de varios genes de interés se

llevo a cabo mediante PCR a Tiempo Real en un termociclador C1000 Touch ™ con un
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maddulo éptico CFX96 touch acoplado (Bio-Rad). La amplificacion de los genes en los
cDNAs obtenidos se llevé a cabo mediante el kit TagMan® 2X Universal PCR Master Mix
(Applied Biosystem California, E.E.U.U.) con mezclas preformuladas que contiene
conjuntos de sondas y cebadores especificos de un gen o bien el kit iQ™ SYBR Green®
Supermix (BioRad) con oligonucle6tidos sin marcar especificos para el transcrito de

interés.

Para descartar que las diferencias en la expresion del gen se debian en realidad a
diferencias en las eficiencias de los distintos procesos de PCR se procedié al calculo de
éstas. La eficiencia de todas las sondas TagMan y oligonucleétidos se comprobd
mediante rectas estandar formadas por diluciones seriadas de las muestras. El valor de
la pendiente de la recta, que debia estar entorno a -3,3, permitié calcular la eficiencia de

las PCR, cuyos valores estuvieron comprendidos entre un 90 y 110%.

La normalizacién de la expresidon de los genes a cuantificar se hizo mediante la
cuantificacion de la expresion de un gen constitutivo, el gen de la gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa (GAPDH), el cual es se utilizé para compensar las variaciones
del nivel de expresion de los genes causadas por diferentes concentraciones de molde

en la reaccion de amplificacidn.

En todos los experimentos de qPCR las muestras se estudiaron por triplicado.
Los datos obtenidos se analizaron utilizando el método de cuantificacion relativa 2
delta-delta Ct (AACt) que compara directamente la muestra experimental con la
muestra control (Livak and Schmittgen 2001). El gen que utilizamos como estandar
interno nos permitié corregir las variaciones en la cantidad total de ARNm de las
muestras debido a su procesamiento. La media de los valores de cada gen
normalizados frente al gen constitutivo se utilizaron para calcular la expresion
relativa de los distintos genes que se representan con el valor de 2-2Ct (abundancia

relativa), donde:

ACt=Ct gen problema — Ct gen constitutivo

Para comparar la expresion de un mismo gen en diferentes condiciones se

utilizard AACt, donde:

AACt= ACtyremico —ACtconTROL
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10.3.- Arrays de Baja Densidad con sondas TaqMan (TLDA)

El estudio de expresion de transcritos de subunidades de canales idnicos se
realizé utilizando Arrays de Baja Densidad con sondas TagMan® (TagMan Low Density
Arrays: TLDA) de Applied Biosystem. Se trata de unas tarjetas que permiten analizar
la expresion de una gran cantidad de genes a la vez, previamente seleccionados,
mediante PCR cuantitativa. Las tarjetas contienen 384 pocillos en los que se
encuentran liofilizados ensayos TagMan® validados por Applied. El disefio de las placas
elegido fue el de 92 genes y 3 controles enddgenos analizados por duplicado y con dos
muestras estudiadas en cada placa. Los genes seleccionados fueron canales de potasio
(K*) y sus subunidades accesorias, canales de calcio (Ca?*), de cloro (Cl), de sodio
(Na*) y los canales TRP. Ademas, se incluiran varios controles endégenos como el ARNr

18S, GADPH y la beta-2-microglobulina (-2-M).

Sobre la tarjeta preconfigurada se reparte por microfluidez la mezcla de 50 pl del
reactivo TagMan Universal PCR Master Mix (2X) y 50 pl provenientes de la
retrotranscripcion, correspondiente a 1 ug de ARN total. Las tarjetas fueron procesadas
en el Servicio de Gendmica de la Fundacion Parque Cientifico de Madrid (FPCM)

utilizando el sistema de deteccion ABI Prism 7900 HT (Applied Biosystem).

Los datos obtenidos se analizaron usando dos métodos independientes. En
primer lugar, se aplicO un analisis de conglomerado jerarquico (hierarchical
clustering) que se basa en agrupar simultdneamente la matriz de genes y las
condiciones estudiadas. Los valores usados para cada gen correspondian a los ACt
de cada experimento. Se uso el software XLSTAT y se aplicé como algoritmo de
agrupacion la distancias euclidianas, opcionalmente precedido por el algoritmo de k-
medias, dependiendo del tamafio de la matriz. Las relaciones entre genes se
representan mediante un dendograma donde la longitud de las ramas refleja su
grado de similitud. Concretamente, esta representacion grafica se usa para ordenar
los genes cuyo patron de expresion es parecido permitiéndonos identificar
rapidamente la presencia de rectangulos horizontales de un color homogéneo

situados contiguamente.

Posteriormente, se analizaron los datos obtenidos por el método 2 delta-delta

Ct (2-24¢t) de cuantificacion relativa, descrito anteriormente.
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11.- MICROSCOPIiA OPTICA DE FLUORESCENCIA.

11.1.- Inmunofluorescencia.

Las técnica de inmunofluorescencia indirecta para la deteccion de proteinas
citoplasmaticas y nucleares se realiz6 en cultivos de células musculares lisas. Para estos
experimentos, las células fueron sembradas en placas de 8 pocillos (Ibidi GmbH). Tras
la exposicion al medio de experimentacion, las células se lavaron con PBS y se procedio
a la fijacion con formaldehido al 4%, durante 20 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, para permitir que los anticuerpos penetraran en el interior celular,
éstas fueron permeabilizadas con Triton X-100 en PBS al 0,3% durante 15 minutos y
luego, se incubaron con una solucién de suero de cabra (GSDB) al 33% para evitar la

unioén inespecifica delos anticuerpos.

. . Anticuerpo 2ario
Concentracion Casa comercial

Proteina . . . . Alexa
anticuerpo 1ario anticuerpo 1ario (Molecular Probes®)
S 1:400 Cabra anti-
o- Actina 1:400 (A2547) ratén Alexa 488
(A-11001)
Santa Cruz 1:400 Cabra anti-
RUNX2 1:50 Biotechnology (sc- conejo Alexa 594
10758) (A-11012)

Tabla 2. Caracteristicas de los anticuerpos usados en inmunofluorescencia.

Seguidamente se incubaron las células con el anticuerpo primario (a la
concentracion indicada en la tabla 2) en GSDB durante 1 hora. Transcurrido el tiempo
de incubacion, se procedi6 al lavado de la células con PBS y a la incubacién con el
anticuerpo secundario frente a la especie en la que fue obtenido el primario, conjugado
con las moléculas fluorescentes Alexa (a la concentracién indicada en la tabla 2) en

oscuridad.

Una vez finalizada la incubacién, se lavaron las células con PBS y se afladié medio
de montaje Mowiol con DAPI (1 pg/pl). Este tltimo se intercala entre los pares de base
del ADN y por tanto hace visible los nucleos bajo luz de 358 nm. Las preparaciones

fueron observadas empleando un microscopio confocal Leica modelo TCS SP8.
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12.- TECNICAS ELECTROFISIOLOGICAS DE REGISTRO.

12.1.- La técnica de patch clamp.

Con el fin de registrar las corrientes de potasio a través de la membrana
plasmatica, en este trabajo se ha utilizado la técnica de patch clamp en su
configuracion de célula completa o whole cell. Esta técnica, desarrollada a
principios de los ochenta (Hamill et al. 1981), permite medir corrientes idnicas de
transmembrana manteniendo el potencial de la misma en valores prefijados (voltage-
clamp o “Fijacion de voltaje”), o medir la variacion de potencial de membrana ante un
estimulo fijo de corriente (current-clamp). El fundamento de esta técnica consiste en
formar un sello de alta resistencia, del orden de G{), entre una micropipeta de vidrio,
con un microelectrodo en su interior, y la membrana celular. En la variante de “fijacion
de voltaje”, a través de la pipeta se inyecta la corriente necesaria para mantener el
potencial de membrana fijado en el nivel deseado. Esto permite, tras aplicar diferentes
protocolos de estimulacion, cuantificar las corrientes i6nicas celulares, lo cual se realiza
mediante un amplificador electrénico conectado a la pipeta. La micopipeta se llena con
la solucion interna, cuya composicion varia dependiendo de la corriente a estudiar. Al
poner la pipeta sobre la superficie celular se aplica una presion negativa mediante una
ligera succion de tal forma que la porcion de la membrana localizada en la luz de la
pipeta se invagina formando un sello de alta resistencia. Esta se conoce como
configuracion cell-attached, en la que se puede controlar el potencial de la seccion de
membrana que queda dentro de la micropipeta. A partir de este punto, para conseguir la
configuracion whole cell se aplica una succion adicional rompiendo la porcién de la
membrana invaginada. Tras la rotura del parche de la membrana entran en contacto la
solucion interna y el citoplasma celular, dando acceso eléctrico al interior celular. En
esas condiciones, al fijar el potencial de membrana, estamos fijando el potencial de toda
la membrana celular. La corriente registrada en estas condiciones es la suma de todos
los canales presentes en la membrana activables con las condiciones determinadas,

también llamada corriente macroscopica.

Observamos las células con un microscopio invertido (Olympus IX70)
estabilizado mecanicamente sobre una mesa antivibratoria rodeados por una jaula de

Faraday para filtrar los ruidos eléctricos del ambiente.
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Las soluciones utilizadas en nuestros experimentos fueron perfundidas por
gravedad mediante un sistema multivias regulado mediante valvulas excluyentes,
colocado proximo a las células investigadas, a temperatura ambiente. Los distintos
farmacos ensayados fueron diluidos a partir de soluciones stock en las soluciones

estandares utilizadas segun se especifica en cada caso, en el apartado Resultados.

12.2.- Soluciones para realizar registros electrofisioldgicos

Para registrar las corrientes ionicas se han empleado soluciones de diferente
composicion en el interior de la pipeta y en el bafio de las células.

Las solucién que rellena la pipeta recibe el nombre de solucién interna y tiene
una composicion iénica que reproduce la del medio celular citoplasmatico (Tabla ;). La
solucion se prepara afladiendo todos los componentes excepto el ATP que se afiade al
final y se mantiene en alicuotas a —802C, para evitar la degradacion del mismo. Cuando
se va a usar la solucién se descongela una alicuota, que se filtra y se mantiene siempre
en hielo. En cuanto a la solucidn que bafia a las células mientras se realizan los registros
se llama soluciones externa y tiene una composicién iénica similar al medio extracelular

(Tabla 3).

Solucion Interna Solucion Externa

(mM) (mM)
KCl 125 4,7
NacCl - 141
MgCl, 4 1,2
CaCl; - 1,8
EGTA 10 -
HEPES 10 10
MgATP 5 -
Glucosa - 10
pH 7,2 7,4

Tabla 3. Soluciones para los registros electrofisioldgicos

12.3.- Protocolo utilizado en el registro de corriente

Para registrar la corriente de salida de potasio (K*) en células de musculo liso se

perfunden éstas con la solucidn externa. Una vez establecida la configuraciéon whole-cell
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se fijo el potencial de reposo a -80 mV. La relacion corriente-voltaje (I/V) se obtuvo tras
la aplicacion de un protocolo de pulsos de voltaje entre -60 y +120, en incrementos de

10 mV mV y una duracién de 200 ms por pulso.

Los resultados se expresan como densidad de corriente (pA/pF), que normaliza
la cantidad de corriente total obtenida con respecto a la capacidad de la célula,
permitiendo la comparacion de resultados entre células de diversos tamafos. La
capacidad se calculé a partir de la medida de la corriente capacitativa registrada al
hiperpolarizar -10 mV la membrana desde el potencial basal. La integral de esta
corriente es la cantidad de carga necesaria para cargar la membrana cuya magnitud,
dividida entre la amplitud del pulso hiperpolarizante, nos permite calcular la capacidad

de la célula.

12.4.- Adquisicion y analisis de los datos

La generacidon de protocolos fue llevada a cabo mediante el uso del software
PCLAMP 8.0 (Axon Instruments) y la aplicacion CLAMPFIT (Molecular Devices) sirvio
para analizar los registros electrofisiolégicos. La representacion grafica de los datos, asi

como parte del analisis se realiz6 con el programa ORIGIN 7.0 (Microcal Inc.).

El analisis estadistico de los datos se realizé empleando el test t de Student. Se
aplico el test para datos apareados o no apareados en funcién del disefio experimental
en cada caso. Se consider6 como estadisticamente significativos valores de p<0.05. A lo
largo de toda la seccion de resultados, los datos se expresan como Media+Error

Estandar (EEM)

13.- REGISTRO DE CALCIO INTRACELULAR

Para determinar la concentracioén libre de i6n calcio intracelular (Ca%) se utiliz6
la sonda fluorescente fluo-4 (Molecular Probes®), un compuesto que al unirse al Ca?*
emite fluorescencia. Este marcador fluorescente puede atravesar la membrana celular, en
forma de éster de acetoximetilo (fluo-4/AM). Una vez en el interior de la célula, las
esterasas endogenas hidrolizan este enlace transformandolo en fluo-4. El fluo-4 es un
derivado del quelante de Ca?* BAPTA unido covalentemente al fluorocromo fluoresceina,

cuyo maximo de excitacion es 494 nm.
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13.1.- Medida de la concentracion de calcio citosolico libre.

Se sembraron 15.000 células HASMC en cubreobjetos de vidrio en el medio de
experimentacion. Tras 24 horas, se lavaron las células con medio fresco carente de suero
(FBS) y se incubaron en presencia de fluo 4-AM (2 pM) durante 30 minutos a
temperatura ambiente, protegidas de la luz. Posteriormente se lavaron con medio fresco
(con FBS) para eliminar los restos de sonda no captados por las células, tras lo cual se
mantuvieron 10 minutos a temperatura ambiente, garantizando la hidroélisis del enlace

éster de la sonda por las esterasas intracelulares.

Los cubreobjetos con las células ya cargadas se colocaron sobre una camara de
metacrilato situada sobre un microscopio de fluorescencia invertido (Olympus [X70). A
continuacidn, se seleccion6 un campo con varias células y se activé la perfusion. Las
células se lavaron con la solucion externa estandar utilizada en los registros
electrofisiolégicos (Tabla 3) y se mantuvieron 15 minutos en oscuridad a
temperatura ambiente hasta que las células se estabilicen. La fluorescencia emitida por
la sonda fluo-4, tras su excitacion a 480 nm, fue detectada por un fotomultiplicador a

través de un espejo dicroico a 505nm y un filtro de emisién a 520nm.

Las células fueron tratadas con 10 uM de Angiotensina Il y con 10 uM de acido

ciclopiazdnico (CPA) para provocar el vaciado de Ca?* del reticulo endoplasmico.

En estos experimentos normalizamos la sefial de fluorescencia afiadiendo al final
del experimento ionomicina (10 pM ), para permeabilizar las células y poner asi todo el
Ca* disponible en contacto con la sonda, lo que nos permite registrar el valor de
fluorescencia maxima (Fmsax) en cada pocillo (Maravall et al. 2000). Los resultados se

presentan como:
[Ca?*]= 300x((F480,/F480max)/(1-F480/F480max))

El registro y analisis de datos se realiz6 mediante los programas el programa

Imaging Workbench 4.0 y MatLab, respectivamente.

14.- ANALISIS ESTADISTICO.

El estudio estadistico de los dato se realiz6 con el programa informatico Prims 5

(GraphPad). Los datos se expresaron como media * error estandar de la media (SEM)
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del numero de experimentos indicado en cada protocolo. Excepto indicacion especifica,
cada valor corresponde a un minimo de 3 experimentos hechos por triplicado. Para la
comparaciéon de medias entre tres o mas grupos se us0 el analisis de varianza (ANOVA).
Si el test ANOVA mostraba diferencia estadisticamente significativas, posteriormente se
aplicaba un test post-hoc de Tukey. Para la comparaciéon entre medias entre dos grupos
pertenecientes al mismo intervalo de tiempo, se utilizo la prueba t de Student. El nivel

de significacion estadistica se fijo en p < 0,05.
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V. RESULTADOS

PARTE 1.- CARACTERIZACION Y DESCRIPCION DEL MODELO IN VITRO DE
CELULAS MUSCULARES LISAS DE AORTA HUMANA SOMETIDAS A SUERO

UREMICO.

1.1.- CARACTERISTICAS ANALITICAS DEL MATERIAL BIOLOGICO.

La determinacion de diversos parametros clinico-analiticos de la sangre tanto de
pacientes como de controles nos permitid caracterizar el material biolégico de partida
(tabla 4). Encontramos un descenso discreto pero significativo de los niveles de
albuimina en suero urémico, indicativo de un posible deterioro en la funcién renal. Una
caracteristica fundamental en el desarrollo de la enfermedad renal es la aparicion de
productos terminales del metabolismo nitrogenado como la creatinina y la urea, cuya
concentracion aumento6 significativamente en el suero de los pacientes con respecto al
suero procedente de individuos con funcion renal normal. El seguimiento de los valores

de estos productos ayuda en la estimacién del grado de disfuncion renal.

Respecto a las alteraciones en el metabolismo 6seo-mineral, podemos observar
que en los sueros urémicos se existe un descenso significativo en los valores
plasmaticos de calcio i6nico. Sin embargo, la concentracion de fosfato plasmatico estuvo
consistentemente elevada y fuera del rango recomendado por las guias SEN (2,7- 5
mg/dL). Lo mismo ocurri6 para los niveles de potasio cuyos valores fueron

significativamente superiores con respecto al grupo de sueros control.

Ademas, el incremento de los niveles séricos de fosfato en sueros urémicos vino
acompafiado de niveles muy elevados de PTH y una disminucién significativa del
vitamina D o calcitriol. Por ultimo, se determinaron los niveles de fosfatasa alcalina y
aldosterona circulantes. En ambos casos parecen estar elevados en el suero urémico, si

bien no llegaron a la significacion.
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Parametros Controles ERC p valor
Albumina, mg/dL 4,1+0,07 3,81+0,07 0,005
Urea, mg/dL 33,5+1,81 88,56 + 4,23 <0,0001
Creatinina, mg/dL 1,01 £ 0,04 5,38+ 0,22 <0,0001
Fosfato, mg/dL 3,57+0,11 5,84 +0,28 <0,0001
Calcio, mg/dL 9,82 £0,07 8,83 £ 0,24 0,011
Potasio, mmol/L 4,37 +0,1 5,26 £0,16 <0,0001
PTH, pg/mL 40,86 + 2,01 505,9 £ 57,25 <0,0001
Vit. D, ng/mL 47,63 + 3,54 19,19+ 1,19 <0,0001
Fosfatasa alcalina, U/L 73,38 £ 5,62 81,38 + 4,57 0,278
Aldosterona, nM 0,89+0,11 1,15+0,15 0,183

Tabla 4. Parametros bioquimicos de ambos grupos. Los datos se representan como la media+SEM. Las

comparaciones entre grupos se han llevado a cabo mediante la prueba t-Student.

1.2.- ESTUDIO DEL CONTENIDO MINERAL EN HASMC.

En la evaluacion de la diferenciacion de la células musculares lisas hacia un linaje
con caracteristicas osteogénicas se ha empleado, entre otros, un marcador osteogénico
como es la formacidon de matriz extracelular calcificada. Para ello, se ha comprobado
mediante demostracion citoquimica la presencia de sales de calcio en el entorno de las
células diferenciadas mediante la tincién con rojo alizarina, que reacciona con el calcio

por quelacion formando un compuesto birrefrigente de color rojo (Gregory et al. 2004).

Como control positivo para comprobar la capacidad de calcificacion del modelo
de HASMC se compararon células incubadas bajo condiciones normales en medio
DMEM, es decir, con una concentracion final de fosfato de 0,905 mM, con células
incubadas en condiciones calcificantes, es decir, con una concentracion final de 2,5 mM

de fosfato (Pi) y 2 mM de calcio (Ca) hasta un maximo de 10 dias en cultivo.

La tincion rojo alizarina (figura 3A) confirma que las HASMC cultivadas con Pi
2,5 mM exhiben un extenso depodsito mineral y presentan alteraciones, como la
formacién de grandes ndédulos de mineralizacidon. Este tipo de alteraciones no se

observan en los cultivos en condiciones normofosfatémicas, no se produciéndose la
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calcificacion. Sin embargo, las células incubadas con alto fosfato aumentaron
significativamente el contenido mineral de calcio durante todos los dias del
experimento. Tras 3 dias de incubaciéon en condiciones hiperfosfatémicas, el cultivo
muestra el maximo de deposicidon de calcio en la matriz. Sin embargo, al prolongar el
tratamiento la situacion pro-calcificante persiste pero empieza a reducirse ligeramente

hasta el dia 10 (Figura 3 B).
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Figura 3. Efecto del fosfato en la calcificacién in vitro de HASMC a diferentes tiempos de incubacién. Las
células HASMC confluyentes se incubaron con medio de cultivo DMEM o bien con medio calcificante
suplementado con 2,5mM de fosfato y 2 mM de calcio durante 10 dias. El medio se cambi6 cada 3 dias. A.
Ejemplo de tincion de rojo alizarina. B. Cuantificacién colorimétrica del contenido de calcio en los tiempos

indicados normalizada por el contenido de proteina celular total. Los valores representan la media + SEM.

*%p<0,001.

Una vez determinado que las HASMC son capaces de desarrollar calcificacion, se
estudio si el suero urémico era capaz de inducir este proceso en el mismo modelo

celular.

La deposicion de matriz calcificante se puso en evidencia mediante la formacion
de nucleos de mineralizacidn en el cultivo. Como se demuestra el figura 4A, las HASMC
incubadas en condiciones urémicas sintetizaron y secretaron matriz extracelular con

depdsitos de calcio en la placa de cultivo a lo largo de 10 dias. Observamos agregados
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irregulares reconocidos como compuestos ricos en calcio por su intensa coloracidén rojo

oscuro.

La cuantificacion de la tincién rojo de alizarina nos permitié corroborar que en
presencia de un 20% de suero urémico en el medio de cultivo, la deposicién de calcio se
incrementa significativamente de una manera dependiente del tiempo, en comparacion
con las células tratadas con suero control (Figura 4B). Esto indica que el suero urémico

produce calcificacion en HASMC.
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Figura 4. Efectos del suero urémico en la deposiciéon de calcio en HASMC a diferente tiempo de
incubacion. Tras la confluencia, las HASMC se incubaron con medio de cultivo suplementado con un 20 %
de suero control o un 20 % de suero urémico durante 10 dias. El medio se cambid cada 3 dfas. A. Tincion
rojo de alizarina. B. Cuantificacién colorimétrica del contenido de calcio en los tiempos indicados,
normalizada por el contenido de proteina celular total. Los valores se representan como media + SEM.

*p<0,05, **p<0,01.
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Cabe destacar que el suero urémico es capaz de inducir la calcificacién en
condiciones basales de fosfato. Las células musculares fueron incubadas en medio
suplementado con suero urémico sin adicionarle fosfato. La concentracion de fosfato
inorganico en la mezcla de sueros es de 1,89 mmol/L. Al adicionar un 20% de suero al
medio de cultivo, se diluy6 una quinta parte la concentracién de fosfato final de modo
que, el medio de experimentacion con suero urémico tenia una concentracidn final de
1,28 mM de fosfato. Bajo estas condiciones normofosfatémicas, el suero urémico fue
capaz de incrementar el calcio en las HASMC siguiendo un patréon similar al de la
induccién de la calcificacion por fosfato (Figura 5). Entre los dias 2 y 3 no hubo
diferencias significativas entre el proceso de calcificacion producido por el fosfato y el
producido por el suero urémico. A partir del dia 5, el contenido mineral de sales calcicas
experimenté un descenso en ambas condiciones pero, mas drasticamente en el caso del
suero urémico cayendo hasta 1,5 * 0,5 U/mg de proteina. Hasta finalizar el ensayo, el
deposito mineral disminuy6 de forma significativa en las células incubadas con suero

control con respecto a las células incubadas con alta dosis de fosfato.
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Figura 5. Efectos del suero urémico y el fosfato en la deposicién de calcio en HASMC a diferentes tiempos
de incubacién. Tras la confluencia, las HASMC se incubaron con medio de cultivo suplementado con un 20
% de suero urémico y con 2,5 mM Piy 2 mM Ca?* durante 10 dias. El medio se cambié cada 3 dias. El
contenido de calcio se midié en los tiempos indicados con la tincién rojo alizarina, normalizada por el

contenido de proteina celular total, y se representa como media + SEM. *p<0,05, **p<0,01.
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1.3.- EVALUACION DE MARCADORES GENICOS DE DIFERENCIACION

OSTEOGENICA.

Diversos estudios han demostrado la capacidad de diferenciacion de las VSMC
hacia un linaje osteogénico en respuesta a la uremia (Nitta 2011; Cozzolino, Gallieni,
and Brancaccio 2006; Mizobuchi, Towler, and Slatopolsky 2009). Debido a esto y a que
en el ensayo anterior se observd una mineralizacién de las HASMC, incubadas en
presencia de suero urémico, analizamos la expresion de una serie de genes implicados

en la regulacion de la mineralizacion y diferenciacion 6sea.

Para determinar si el tratamiento con suero urémico estimulaba la expresion de
genes osteoblasticos, las HASMC fueron incubadas en medio con suero urémico y
control durante 2, 3, 5 y 7 dias. Como control positivo se incubaron paralelamente
HASMC en condiciones hiperfosfatémicas (2,5 mM Pi + 2 mM Ca?*). Se analizaron
mediante PCR cuantitativa marcadores claves en los proceso de diferenciacion
osteoblastica y condrégenicas como RUNX2 y SOX9, respectivamente, ademas de un
factor de transcripcion como es MSX2, necesario para el correcto desarrollo del tejido

0seo (Giachelli 2004).

Cuando realizamos el analisis de la expresidon de estos genes, pudimos observar
que el gen MSX2 estaba sobreexpresado significativamente en las HASMC incubadas en
condiciones urémicas al compararlas con las incubadas con sueros sanos para casi
todos los dias de ensayo, como se observa en la Figura 6. El gen SOX9 mostr6 un patron
de expresion similar, siendo el incremento de expresion en condiciones urémicas
significativo para todos los dias, exceptuando el dia 3. Se observa ademas que su
expresion aumenta gradualmente a lo largo del tratamiento. De la misma forma, la
expresion de RUNX2 fue mayor en las HASMC cultivadas con suero urémico al
compararlas con las células incubadas con suero control tanto para el dia 2 como para el

resto de dias.

En condiciones hiperfosfatémicas, nuestro control positivo de mineralizacion, se
increment6 la expresion génica de MSX2 y SOX9 al igual que ocurria en condiciones
urémicas, aunque el incremento fue significativamente superior con respecto a ésta
ultima. Sin embargo, como se observa el la figura 6, la expresion de RUNX2 es

significativamente inferior para cada uno de los dias de ensayo con respecto a las
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HASMC incubadas con suero urémico, indicando que la respuesta celular al suero

urémico presenta diferencias con la desencadenada por la hiperfosfatemia.
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Figura 6. Cuantificacidn relativa de la expresion génica de los genes MSX2, SOX9 y RUNX2 en las HASMC

tras 7 dias en cultivo. Las barras muestran la cuantificacién promedio del nivel de expresiéon génica
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(media + SEM) de células incubadas con suero control (blanco), células incubadas con suero urémico
(negro) y células incubadas con alta concentracién de Pi (rojo). *significativo vs suero control; #
significativo suero urémico

El cotransportador de fosfato dependiente de sodio, Pit-1 esta considerado un
factor importante en la mediacion de esta diferenciacién osteocondrogénica (Mizobuchi
et al. 2006). Se ha descrito previamente que niveles altos de fosforo estimula la
actividad del cotransportador y la carga, mientras niveles elevados de calcio induce la
expresion de mRNA de Pit-1 (Villa-Bellosta et al. 2011). En nuestro modelo de estudio la
expresion de este transportador aumenté rapidamente en respuesta a la
hiperfosfatemia y con una cinética mas lenta en respuesta al suero urémico, donde se
observo un increment6 significativo en las HASMC incubadas con suero urémico tras 7
dias de tratamiento (figura 7). Es necesario resaltar que a los 5 dias de tratamiento el
nivel de expresion de Pit-1 es igual a la condicién control, sugiriendo que la regulaciéon

de este transportador podria ser no s6lo dependiente de estimulo, sino ademas bifasica.
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Figura 7. Cuantificacion relativa de la expresién génica de PIT-1 en HASMC. Las células fueron cultivadas
durante 7 dias en presencia de un 20% de suero urémico (negro), un 20% de suero control (blanco) y con
alta concentracién de Pi (rojo). Cada barra representa las media de 3 experimentos independientes

(media + SEM). *significativo vs suero control; # significativo vs suero urémico

Asimismo, se determino la expresion de un marcador de células musculares lisas,
TAGLN (transgelina, también conocida como SM22a) con objeto de comprobar si el
aumento de expresion de genes osteogénicos estd acompafiado de una pérdida de
marcadores de musculo liso. La expresion de TGLN a lo largo de los dias de incubacién

en condiciones urémicas no se vio modificada con respecto a las células cultivadas con
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suero control (Figura 8). Sin embargo, el tratamiento con hiperfosfatemia si indujo la

disminucién de la expresion de este marcador (Figura 8).

1.59
3 [ Control
g Bl Urémico
- [ Fosfato
© 1.0 T I I -
2
)
L
o
*#
S 0.5
.F, it *#
o st
Q
)
0.0
Vv Y 1) A
tiempo (dias)

Figura 8. Cuantificacion relativa de la expresion génica del marcador de miisculo liso vascular
TAGLN en HASMC. Las células fueron cultivadas durante varios dias en presencia de un 20% de suero
urémico (negro), suero control (blanco) y con alta concentracién de Pi (rojo). Cada barra representa las
media de 3 experimentos independientes (media + SEM) de células incubadas con suero control (blanco),
células incubadas con suero urémico (negro) y células incubadas *significativo vs suero control; #

significativo suero urémico

Dado que la deposicidon de matriz parecia disminuir a partir del dia 3 (figura 4)
se incluy6 en este apartado el analisis de la expresion de genes reguladores de la
osteogénesis. Asi, se comprobd como la expresion de SPP1 (secreted phosphoprotein 1,
también conocida como osteopontina u OPN), un factor inhibidor de la mineralizacién,
que fue significativamente mayor en las HASMC incubadas con suero urémico al
compararlas con las cultivadas en suero control, aunque sin diferencias significativas
para el dia 5, donde parece disminuir su expresion. La incubaciéon con alto fosfato
aumentd de forma significativa la expresion de OPN en todos los tiempos de

tratamiento estudiados.
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Figura 9. Cuantificacién relativa de la expresion génica de SPP1 en HASMC. Las células fueron cultivadas
durante 7 dias en presencia de un 20% de suero urémico (negro), suero control (blanco) y con alta
concentracion de Pi (rojo). Cada barra representa las media de 3 experimentos independientes (media *
SEM) de células incubadas con suero control (blanco), células incubadas con suero urémico (negro) y

células incubadas *significativo vs suero control; # significativo suero urémico

Los resultados en los analisis de expresion mostraron que las HASMC cultivadas
en condiciones urémicas presentan un incremento en la expresion de MSX2 y RUNX2,
durante todo el tratamiento, sugiriendo la presencia de un proceso osteogénico. Para
complementar estos resultados decidimos evaluar la expresion y actividad de otro

marcador de diferenciacidon osteogénica como es la fosfatasa alcalina.

Cuando se analizé la expresion de fosfatasa alcalina (ALP) no encontramos
diferencias entre las HASMC incubadas en suero control y suero urémico hasta de 5
dias de tratamiento. Sin embargo, en el dia 7 pudimos comprobar que el incremento en
la expresion génica era claramente significativo (p=0,0043) en células incubadas en
uremia con respecto a la condiciéon control (Figura 10). Sorprendentemente, la
expresion de ALPL es inferior en las células incubadas en condiciones hiperfosfatémicas
durante los 7 dias de incubacidn, sugiriendo que el modelo de calcificacion inducido por

hiperfosfatemia es poco representativo de las condiciones in vivo.
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Figura 10. Cuantificacion relativa de la expresion génica de ALP en HASMC. Las células fueron cultivadas
durante el tiempo indicado en presencia de un 20% de suero urémico (negro), un 20% de suero control
(blanco) y con alta concentraciéon de Pi (rojo). Cada barra representa las media de 3 experimentos

independientes (media + SEM). *significativo vs suero control; # significativo vs suero urémico.

1.4..- ACTIVIDAD DE FOSFATASA ALCALINA.

La isoforma oOsea/renal/hepatica de fosfatasa es uno de los marcadores
bioquimicos de la actividad osteoblastica mas ampliamente utilizados. Su actividad se
ha demostrado estar asociada al proceso de mineralizacién de la matriz 6sea. Los
resultados obtenidos muestran que el tratamiento con suero urémico induce un
aumento significativo en la actividad fosfatasa alcalina con respecto a las células
incubadas en suero control en cada uno de los puntos analizados. Se puede observar

que la maxima actividad se produce en el dia 10 del cultivo (Figura 11).
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Figura 11. Actividad fosfatasa alcalina en HASMC. Las células fueron cultivadas durante 10 dias
en presencia de un 20% de suero urémico (negro) y un 20% de suero control (blanco). Cada
barra representa las media de 3 experimentos independientes (media + SEM). *p< 0,0001 vs

suero control.

1.5.- ESTUDIO DEL EFECTO DEL SUERO UREMICO SOBRE LA CAPACIDAD

PROLIFERATIVA

1.5.1.- Actividad metabdlica mitocondrial por ensayo XTT

Los ensayos de viabilidad por XTT proporcionan una medida de la actividad
metabdlica, directamente relacionada con el niimero de células vivas. Este método nos
permitié comprobar si el suero urémico es capaz de afectar a la viabilidad de las
HASMC. Como puede apreciarse en la figura ;?, tanto el porcentaje de viabilidad de las
células sometidas a uremia como el de las células estimuladas con suero control, sufre
un incremento significativo (p<0.001) en su actividad metabdlica dependiente del
tiempo de exposicion. La viabilidad metabodlica de las células incubadas con suero
urémico durante 2 dias fue un 13,7 % menor que las células incubadas en condiciones
control. Asimismo, tras 5 y 10 dias de incubacion, el grupo control continta
presentando porcentajes de viabilidad significativamente mayores que los que presenta
el grupo urémico, manteniendo una diferencia de un 11,7% y un 9,4% respectivamente

(Figura 12). Estos datos demuestran que el suero urémico es capaz de disminuir la
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actividad metabdlica de las HASMC de forma significativa durante los 10 dias de

tratamiento.
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Figura 12. Efecto del suero urémico sobre la viabilidad de HASMC a diferentes tiempos de
incubacion. Las células HASMC fueron incubadas durante 1, 2 y 5 dias en presencia de un 20% de suero
urémico y un 20% de suero control. El porcentaje de viabilidad se determin6 con respecto al grupo

control del dia 2. Cada punto representa la media de 3 experimentos independientes (media + SEM). El

analisis estadistico se llev6 a acabo mediante un test t-Student; ****p<0.0001.

1.5.2.- Contaje celular

El contaje celular se realizé para comprobar si el descenso detectado en la
actividad metabodlica en presencia de suero urémico pudiera deberse a un efecto sobre
la proliferacion celular. Para todos los tiempos de incubacién observamos una
tendencia a que el suero urémico provoca un descenso en el numero total de células del
cultivo, que Unicamente alcanza la significacion al quinto dia (Figura 13A). Si se tiene en
cuenta exclusivamente el nimero de células viables se puede apreciar que el suero

urémico presenta un efecto significativo en cada uno de los dia de incubacidén (figura
13B).
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Figura 13. Efecto del suero urémico sobre el nimero de células HASMC a diferentes tiempos de
incubacién. A. Numero de células viables. B. Numero de total de células. Las células HASMC fueron
incubadas durante 1, 2 y 5 dias en presencia de un 20% de suero urémico y un 20% de suero control. El
numero de células se determin6 mediante el contaje mediante cAmara de Neubauer con azul tripan. Cada
punto representa la media de 3 experimentos independientes (media + SEM). El andlisis estadistico se

llevé a acabo mediante un test t-Student; **p<0.01.

1.5.3.- Influencia del suero urémico sobre la capacidad de

sintesis de DNA de HASMC

Una vez comprobados los efectos del suero urémico sobre el nimero de células
vivas en cultivo y el proceso de apoptosis se estudid la incorporacion de EdU como
medida de la capacidad de sintesis de DNA en las mismas, proceso a su vez relacionado
con la capacidad de proliferaciéon de las HASMC. Los resultados obtenidos muestran un
aumento estadisticamente significativo y gradual de la proliferacion en ambas
condiciones experimentales. Si bien ambos tipos de suero producian un
comportamiento similar en las HASMC, durante las primeras 12 horas del experimento
(Figura 14) es a partir de las 24 horas, cuando el suero urémico comienza a mostrar una
tendencia hacia una disminucion en la tasa proliferativa de las HASMC, que se volvio
significativa a las 48 horas, donde encontramos una disminucién de un 15% con

respecto al grupo control.
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Figura 14. Efecto del suero urémico en la incorporaciéon de EdU en HASMC a diferentes tiempos de
incubacion. Las células HASMC fueron incubadas durante 48 horas en presencia de un 20% de suero
urémico y un 20% de suero control. Los valores representan el promedio de 3 experimentos
independientes realizados por duplicado (media + SEM). El andlisis estadistico se llevé a acabo mediante
un test t-Student; **p<0.01. Las comparaciones multiples se analizaron mediante andlisis de varianza

(ANOVA) con prueba post-hoc HSD de Tukey.

1.6.- APOPTOSIS

Con objeto de comprobar si el descenso en el numero de células viables en
presencia de suero urémico se debe a una inducciéon de apoptosis, se procedié a la
cuantificacion de la presencia de anexina V en la membrana plasmatica junto a la
permeabilidad al ioduro de propidio. A partir de primer dia de tratamiento y hasta el dia
5 el porcentaje de células apoptéticas resultd superior en las HASMC sometidas a
uremia, tanto si se tiene en cuenta el nimero de células en apoptosis temprana (anexina
V positivas pero negativas al marcaje con ioduro de propidio) como si se tiene en cuenta
las células en apoptosis tardia (positivas para ambos marcadores) . Sin embargo, se
distingue un descenso gradual en el porcentaje de apoptosis a lo largo de los dias, que

sucede del mismo modo, en las células incubadas en condiciones control.
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Figura 15. Efecto del suero urémico sobre la apoptosis de células HASMC a diferentes tiempos de
incubacion. Las células HASMC fueron incubadas durante 1, 2 y 5 dias en presencia de un 20% de suero
urémico y un 20% de suero control. El porcentaje de apoptosis se determiné usando anexina V (apoptosis
temprana) y anexina V y yoduro de propidio (apoptosis tardia). Cada barra representa la media de 3
experimentos independientes (media + SEM). El andlisis estadistico se llevo a acabo mediante un test t-

Student; *p<0.05, **p<0.01.

1.7.- ESTUDIO DEL EFECTO DEL SUERO UREMICO SOBRE LA CAPACIDAD DE

MIGRACION.

El cambio fenotipico de las células de musculo liso vascular asociado a
enfermedad puede ocurrir con un aumento no sélo en su tasa de proliferaciéon sino
también en su capacidad de migracion. Con el objetivo de conocer si el suero urémico
podria tener efecto en la capacidad migratoria de las HASMC, se utiliz6 el ensayo de
cicatrizacion de herida en placa. Los resultados demostraron que las HASMC incubadas
en suero control son capaces de migrar y cerrar por completo la herida tras 5 dias (120
horas) post-lesion. Por el contrario, las células incubadas con suero urémico
demuestran una capacidad muy limitada de migracion, no llegando a ocupar el 20% del

total del area lesionada (Figura 16).
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Figura 16. Efecto del suero urémico sobre la migracion en células HASMC. Las células HASMC fueron
incubadas durante 24 horas en presencia de un 20% de suero urémico y un 20% de suero control y
posteriormente de mantuvieron en medio libre de suero 24 horas mas y se tomaron microfotografias a 0,
24, 48, 72 y 120 horas. Cada barra representa la media del &rea ocupada por células en la herida por
triplicado para tres experimentos (+SEM). El andlisis estadistico se llevd a acabo mediante analisis de

varianza (ANOVA) con prueba post-hoc HSD de Tukey. ****p<0.0001
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PARTE 2.- REMODELADO DE LOS CANALES IONICOS EN HASMC DURANTE LA

UREMIA.

2.1.- REMODELADO DE LA EXPRESION DE SUBUNIDADES DE CANALES IONICOS

INDUCIDA POR SUERO UREMICO EN HASMC

2.1.1.- Expresion relativa de canales iénicos en HASMC en

condiciones control

Los cambios coordinados en la expresion de canales idnicos son un componente
integral de plasticidad del musculo liso, ya que redirigen la actividad bioquimica de la
célula hacia nuevas respuestas funcionales (Jackson 2005b; Neylon 2002). Es por tanto
imprescindible estudiar en mayor profundidad los cambios en el patrén de expresion
génica de los principales canales idnicos implicados en la funcién de la célula muscular

lisa vascular y sus repercusiones funcionales.

En este trabajo se expone una caracterizacion del perfil global de expresion de
canales ionicos presentes en células de musculo liso de aorta humana expuestas a suero
urémico, como un excelente modelo para abordar el estudio del fenémeno de
calcificacion vascular y cambios fenotipicos asociados. Para ello se han empleado
matrices de baja densidad con sondas TagMan que permitieron analizar mediante PCR

cuantitativa decenas de genes de forma simultanea.

Se estudiaron los niveles de expresion transcripcional de 92 genes que codifican
subunidades de canales idnicos. Dentro de los genes seleccionados se incluyeron las
subunidades «, B y y de canales de K*, subunidades o de canales de Ca?* y las
subunidades «, 3, y y 6 del canal epitelial de sodio (ENaC), canales de Cl- y canales TRP.
Asi mismo, el panel incluyé los controles endégenos gliceraldehido 3-fosfato

deshidrogenasa (GAPDH), -2 microglobulina (B2M) y el RNA ribosomal 18S.

En la figura 17 se muestra la expresion de 62 genes normalizada, respecto al
control interno GAPDH, en HASMC incubadas en condiciones control. Aquellos genes

que no aparecen representados fueron indetectables en el ensayo. Los genes se

84



muestran agrupados por familias de canales ionicos y cada una de las familias se

representa con un color diferente (Figura 17).

Detectamos la expresion de dos canales de Cl, CLCN3, sensible a voltaje, y CLCAZ.
Con respecto a los canales de K* rectificadores de entrada (Kir) predomina la expresion
de Kir2.2. Asimismo, podemos destacar la expresion del Kir6.1 y su subunidad asociada
SUR2. Entre los canales de K* de doble poro (K2P), destaca la elevada expresion de los
canales TREK1 y TWIK1. Los miembros de la familia de canales de K* activados por Ca?*
se expresan de forma sustancial. Entre los canales de baja conductancia SK destaca la
expresion de SK4, seguido por SK2 y SK3, mientras que los niveles de SK1 son muy
inferiores. Por otro lado, la subunidad a formadora de poro del canal de alta
conductancia BK se expresa a alto nivel y se asocia a una elevada expresion de las
subunidades 31 y 34, mientras que la subunidad 32 apenas es detectada. En cuanto a los
canales de K* dependientes de voltaje (Kv), se observa una expresion heterogénea. Los
niveles de expresion mas elevados correspondieron a los canales Kv4.1 y Kv7.5 y a la
subunidad (31 de canales Kv (KCNAB1). Los niveles de expresion mas reducidos entre
los genes Kv expresados en HASMC los encontramos en los canales Kv3.3, Kv10 vy,
particularmente, Kv1.3, para el cual casi no se detecta expresion. Asimismo, en la
condicion control se detectd expresion de un gran numero de canales TRP de las

subfamilias TRPC, TRPV, TRPM y TRPP.
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Figura 17. Abundancia relativa de los canales ionicos en HASMC en condiciones control.
Las células HASMC se mantuvieron durante 5 dias en presencia de un 20% de suero control Los
niveles de expresion estdn normalizados con respecto a GAPDH. La abundancia relativa se

expresé como 2-4Ctx 105,
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Los canales TRPP1 y TRPP2 son los mas abundantes en esta condiciones, junto
con el TRPC4. Los canales de Ca?* dependientes de voltaje estan representados por
miembros de las subfamilias Cavl, fundamentalmente Cav1l.2, cuya expresion fue las
mas elevada, y Cav3, concretamente Cav3.1 y Cav3.2, cuya expresion fue bastante mas
moderada que la anterior. Finalmente, se encontr6 expresiéon del canal ENa(,

concretamente de las subunidades a y &.

2.2.2.- Cambios en la expresion de los canales idnicos tras la

exposicion de HASMC a suero urémico

Con la finalidad de obtener una visidn global de la expresion de canales idnicos y
sus subunidades en ambas condiciones experimentales, se realizd un analisis en racimo
(cluster) de los genes que revelo la existencia de un patron de expresion diferencial. La
figura 18 muestra una clara division de los genes en dos grandes grupos o clusters,
segun la respuesta de las HASMC al tratamiento. Encontramos genes cuya expresion se
vio aumentada como consecuencia de la exposicion al suero urémico y genes cuya
expresion disminuyd o no sufri6 variacion, proporcionando una primera aproximacion
hacia la identificacion de los genes de canales i6nicos asociados al proceso de cambio
fenotipico. Asimismo, dicho analisis reveld una subclasificacion dentro de cada uno de
los grupos donde encontramos una analogia en el patrén de expresion de diversos
grupos de genes. Dentro del primer cluster encontramos agrupaciones de genes con
cierta heterogeneidad dentro la misma condicién pero, con similitud en el patrén de
expresion de genes entre condiciones (A). Por otra parte identificamos un grupo de
genes que muestra claramente una menor expresion en un entorno urémico (B).
Finalmente, el segundo cluster revelo el agrupamiento de genes cuya expresion era
claramente mas elevada en HASMC sometidas a uremia (D). También encontramos una
agrupacion de genes cuya expresion parece ser mas elevada en esta condicion aunque

las muestras presentan una cierta heterogeneidad (C).
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Figura 18. Analisis cluster de la expresidn de los canales iénicos en HASMC. El andlisis se aplica a 62
genes (dispuestos horizontalmente) y a cada una de las muestras obtenidas de HASMC incubadas durante
5 dias con un 20% de suero control (C1 a C3) o suero urémico (U1 a U3). La expresion se calcula como 2-
ACtpara cada gen. Los genes se agrupan segun patrones de expresion siguiendo un cédigo de color, el color
rojo representa un aumento de la expresion de los genes y el color verde una disminucién de la expresidn.
La longitud de las ramas del diagrama de arbol es proporcional a la correlacién del patrén de expresion

de los genes. Los recuadros agrupan los genes con un comportamiento similar.
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De la misma forma, los cambios producidos por el suero urémico en el perfil de
expresion de canales ionicos fueron analizados usando el método de cuantificacion
relativa 2-2A¢t, Esto nos permitio estudiar la significacion de las diferencias de expresion
para cada gen entre las HASMC incubadas con suero control y aquellas que fueron
incubadas con suero urémico. Los aumentos en la expresion aparecen como valores
positivos y la represion se refleja con valores negativos, mientras que los la ausencia de
cambios se corresponde con valores cercanos a cero (figura 19). El analisis de los datos
pone de manifiesto que el suero urémico es capaz de modificar significativamente la
expresion de 17 genes de un total de 62. La presencia de suero urémico induce un
aumento significativo en los niveles de expresion del canal de Cl- activado por Ca?*,
CLCAZ2, del canal de K* rectificador Kir6.1 y los canales de doble poro TREK1 y TASK2.
[gualmente, vemos incrementados de forma significativa subunidades de canales de K*
como las subunidades  del BK (particularmente la subunidad 2) y la subunidad
accesoria MIRP2, asi como los canales de K* dependientes de voltaje, Kv1.3, Kv4.2 y
Kv9.1, el canal TRPC4 y finalmente, la subunidad « del canal ENaC. Ademas, la uremia
provoca la disminucion significativa de la expresiéon en HASMC de los canales de K* SK4,

SK2 y Kv7.5, asi como del canal TRPM7.
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Figura 19. Cambios en la expresion de canales iénicos en HASMC incubadas en suero urémico. Las células
HASMC se mantuvieron durante 5 dias en presencia de un 20% de suero urémico o un 20% de suero
control. Los cambios se calcularon como log(2-22Ct), donde AACt=ACturémico)~ACtcontron. Los valores
negativos representan una disminucién de la expresion y los valores positivos un aumento de la misma.

Cada barra representa la media de 3 experimentos independientes (media * 95% CI (intervalo de
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confianza). El anélisis estadistico se llevé a acabo mediante un test t-Student maultiple; *p<0.05, **p<0.01

y ***p<0.001.

2.2.- CARACTERIZACION FUNCIONAL DE LAS CORRIENTES DE K* ACTIVADAS

POR VOLTAJE Y POR CALCIO EN HASMC

Usando las células de musculo de la aorta, hemos estudiado la correlacion entre
los cambios de expresion de los canales Kv y KCa y los cambios en las propiedades
electrofisiologicas de las corrientes de K*. Las corrientes de salida de K+ de las HASMC,
incubadas tanto en condiciones control como en condiciones urémicas, se estudiaron

mediante la técnica de patch clamp en su configuracion de whole cell.

Las corrientes BKca se definieron como la fraccidn de corriente de salida sensible
a paxillina 500 nM (Li & Cheung, 1999)* La figura 20 muestra curvas [/V
representativas obtenidas en HASMC incubadas tanto en condiciones control como
urémicas. La densidad de corriente BKCa para células control alcanz6 valores de 2,2+0,9

pA/pF, mientras que en la células urémicas se obtuvieron valores menores (0.45+0.2
pA/pF).

Para determinar la contribucion de los distintos canales Kv a la corriente total de
salida, realizamos una diseccién farmacoldgica de la misma. La aplicacion del
bloqueante selectivo del canal Kv1.3 PAP-1 (100 nM) (Schmitz et al. 2005; Beeton et al.
2006) permiti6 cuantificar la proporcion de este componente, todo ello en presencia de
paxillina para bloquear las corrientes BKca. Después del bloqueo de la corriente Kv1.3,
se uso correolide (5 uM) para bloquear selectivamente las corrientes Kv1l (Hanner et al.
1999) restantes. Finalmente, se aplic6 TEA 20 mM para identificar la amplitud de la

suma de los componentes Kv2 y Kv3 (Miguel-Velado et al. 2005).

Observamos una clara disminucion en la proporcién de corriente Kv
(componente insensible a paxillina) entre ambas condiciones experimentales (Figura

20).
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Figura 20. A. Curvas tipica corriente vs voltaje (I-V) obtenidas a partir de registros de rampa. B. Densidad
de corriente obtenida al despolarizar a +80 mV. La densidad de la corriente Kv se obtuvo tras la
aplicacién de 500 nM de paxillina para bloquear el componente BKc.. Cada barra representa la
mediazSEM de 5-10 células. El andlisis estadistico se llev6 a cabo mediante un test t-Student.

Nuestros experimentos muestran que la densidad de corriente de canales tipo
Kv1l (corriente bloqueada por correolide) fue significativamente menor en HASMC
incubadas con suero urémico (0.94+0.37 vs 0.15%£0.04 pA/pF, en suero control y
urémico respectivamente). Sin embargo, hay que resaltar que la corriente mediada por
Kv1.3 (sensible a PAP-1) disminuye en proporciéon menor que el resto de corrientes tipo
Kv1 (figura 21B), de lo que se deduce que la contribucion funcional de canales Kv1.3 a
las caracteristicas electrofisiologicas de las HASMC incubadas en suero urémico es
mayor. Por ultimo, se observa una menor contribucién de otros canales Kv, como el Kv2

0.94+0.37 vs 0.38+0.24 pA/pF) al total de corriente de salida de K+ (figura 21A).

91



1.5
[ Control

B Urémico

0.5

Densidad de corriente (pA/pF)

0.0

1.25-
1.00-

0.75+ |

0.50

Kv1.3/Kv total

0.25+

0.00

Figura 21. A. Densidad de corriente correspondiente a los diferentes componentes Kv en cada
condicion. B. Contribucion del componente Kv1.3 (sensible a PAP-1) en funcién de la corriente
total Kv. Cada barra representa la media+SEM de 5-10 células. El andlisis estadistico se llevd a acabo

mediante un test t-Student; *p<0.05.

2.3.- CAMBIOS DE CONCENTRACION DE CA2+ INTRACELULAR INDUCIDOS POR EL

SUERO UREMICO EN HASMC

Teniendo en cuenta que los cambios en la concentracién intracelular de Ca?*
participan en la regulacion de la contractilidad de las células musculares lisas, es
fisiologicamente relevante estudiar si el suero urémico produce cambios en la

concentracion citosoélica de Ca2*

Con objeto de investigar las posibles alteraciones en la entrada de calcio durante
la respuesta contractil de las HASMC en presencia de uremia, hicimos uso de la
hormona peptidica angiotensina II (Hilgers, Jin, and Palmer 2005). La adicién de 10 pM

de angiotensina II produjo aumentos transitorios del Ca?* intracelular en parte de las
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células registradas, retornando a los niveles iniciales una vez lavamos con solucién
estdndar. En cambio, en presencia de suero urémico ninguna célula reaccion6 al
estimulo de la angiotensina II. Estos resultados sugieren que durante la uremia la

activacion de receptores ROC podria estar comprometida.

Por otro lado, con la finalidad de conocer si el suero urémico era capaz de afectar
a los depositos intracelulares de Ca?* y a su liberacidon de reticulo sarcoplasmico, el
ensayo se repitié en condiciones de ausencia completa del Ca?* extracelular. Para ello,
se cambid la solucién externa por una de 0 Ca?* y a continuacién se afiadié 10 uM de
acido ciclopiazdénico (CPA), un inhibidor especifico de la bomba Ca?*/ATPasa del
reticulo sarcoplasmico (SERCA). Esto genera la deplecion del Ca?* almacenado en el
reticulo sarcoplasmico, causando un aumento transitorio del Ca?* intracelular, como
puede observarse en las HASMC tratadas con suero control (figura 22). En
contraposicion, las células incubadas en suero urémico no reaccionan ante el estimulo
del CPA, indicando que los depositos intracelulares de Ca?* en las HASMC urémicas

podrian estar deplecionados.
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Figura 22. Medidas representativas de la concentracidn de calcio intracelular en HASMC incubadas en un
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2.4.- EFECTO DEL BLOQUEO DEL CANAL Kv1.3 SOBRE LA PROLIFERACION DE

LAS HASMC EN CONDICIONES UREMICAS

El aumento de la expresion funcional en condiciones urémicas del canal Kv1.3
puede estar directamente implicado al menos en algunos aspectos del proceso de
transdiferenciacion. Para confirmar esta posibilidad, estudiamos el efecto de la
supresion farmacoldgica selectiva de esta corriente sobre la capacidad proliferativa de

las HASMC incubadas con suero urémico.

El indice proliferativo, determinado por el nimero de células que incorporan
EdU, se vio significativamente disminuido por la adicion del bloqueante especifico del
canal Kv1.3 (PAP-1), tanto en la condicion control como en la condiciéon urémica, desde
el inicio del ensayo. Sin embargo, la supresion de la proliferacion por el PAP-1 fue
significativamente superior en las HASMC incubadas en suero urémico desde la primera
hora del ensayo (figura 23 A). Concretamente las células tratadas con suero urémico
reducen su porcentaje de incorporacion de EdU al inicio del ensayo en un 7,8 % con
respecto a la condicion control que lo hace en un 3,6%. Este valor se hace maximo a las
12 horas del experimento donde el PAP-1 inhibe un 12% mas a las HASMC cultivadas en
suero urémico que a las HASMC incubadas en condiciones control (figura 23 B). Es
interesante resaltar que el efecto de PAP-1 sobre las células tratadas con suero urémico
se hace visible antes de que el efecto del suero urémico sobre la proliferacion sea

evidente (figura 23 A).

En su conjunto, estos datos sugieren que el aumento de expresion de los canales
Kv1.3 en células incubadas con suero urémico contribuye a su capacidad proliferativa

en mayor medida que en el caso de las HASMC cultivadas con suero control.
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Figura 23. Efecto del inhibidor PAP-1 sobre la incorporacion de EQAU en HASMC en suero urémico o
control a diferentes tiempos de incubacion. Las células HASMC fueron incubadas durante 48 horas en
presencia de un 20% de suero urémico o un 20% de suero control en presencia o ausencia de 100 nM del
bloqueante del Kv1.3 PAP-1. Los valores representan el promedio de 3 experimentos independientes
realizados por duplicado (media + SEM). El analisis estadistico se llev) a acabo mediante un test t-Student

multiple; ***p<0.001, ***p<0.0001. Se representan sélo comparaciones seleccionadas.

2.5.- EFECTO DEL BLOQUEO DEL CANAL Kv1.3 Y EL CANAL ENAC SOBRE LA

MIGRACION DE LAS HASMC

Una vez comprobado que el suero urémico reduce la capacidad migratoria de las
HASMC, estudiamos el posible papel que tiene sobre este efecto el aumento de
expresion tanto del canal de K* Kv1.3 como de la subunidad a del canal ENaC, los cuales
han sido previamente implicados en fendmenos de migracidon celular y cierre de heridas
epiteliales (Grifoni et al. 2006). Para ello estudiamos el efecto de la supresion
farmacologica de Kv1.3 o bien de ENaC sobre las capacidad de migracién de las HASMC

durante la uremia. Las células se trataron con suero control o urémico durante 24 horas
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y la migracion se examino6 24 horas después de la formacion de la herida, manteniendo
las células en un medio libre de suero para minimizar la proliferacion. La inhibicién
farmacologica se realiz6 con los bloqueantes especificos PAP-1 y amilorida para Kv1.3 e

ENaC, respectivamente.

En todos los tiempos examinados el area invadida fue significativamente mayor
en células incubadas previamente con suero control sin bloqueantes que en las tratadas
con uno u otro bloqueante (figura 24 A). Esa diferencia en el porcentaje del area
invadida aumenta con el tiempo y se hace maxima tras 120 horas, tiempo para el cual
las células control cierran practicamente al 100% la herida, mientras que las tratadas
con PAP-1 o amilorida lo hacen s6lo en aproximadamente un 50%. Estos datos sugieren
que tanto Kv1.3 como ENaC contribuyen al proceso de migracion celular, de forma
consistente con los datos disponibles en la literatura (Cidad et al. 2010; Chifflet,

Hernandez, and Grasso 2005).

En contraste a los datos anteriores, en el caso de las células tratadas con suero
urémico el efecto de ambos inhibidores es opuesto (figura 24 B). En las células en
uremia y tratadas con PAP-1 el area invadida es aun menor que en aquellas que no
fueron tratadas con el inhibidor del canal Kv1.3. El area invadida aumentd
discretamente a lo largo de los dias pero, unicamente alcanzo el 14,5% de repoblacién
de la placa con respecto a las células urémicas sin tratar con el inhibidor, que llegaron
hasta un 16,9% (figura 24 B). Por el contrario, en el caso de las células tratadas con el
inhibidor de ENaC, amilorida, se observa un incremento muy significativo del area
repoblada en HASMC urémicas durante todos los dias del ensayo (figura 24 B). Tras 48
horas, el porcentaje de invasion de células tratadas con amilorida correspondia a 22,3%,
un 11,5 % mas de invasion que las células urémicas sin tratar con el bloqueante. Estos
datos son consistentes con un papel dual de ENaC, que parece ser necesario para la
migracion en condiciones normales pero que en condiciones en las que se induce su
sobreexpresidn, como por ejemplo durante la uremia, ejerce un efecto negativo sobre la

capacidad de migracion.
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Figura 24. Efecto de los inhibidores de canales Kv1.3 (PAP-1) e ENaC (amilorida) sobre la
migracion en células HASMC tratadas con suero control o urémico. Las células HASMC fueron
incubadas durante 24 horas en presencia de un 20% de suero urémico (B) o un 20% de suero control (A)
y posteriormente de mantuvieron en medio libre de suero hasta 120 horas mas en presencia de 100 nM
de PAP-1 o0 100 pM de amilorida. Se tomaron microfotografias a 0, 24, 48, 72 y 120 horas. Cada barra
representa la media del drea ocupada por células en la herida por triplicado para tres experimentos
(£#SEM). El andlisis estadistico se llevé a acabo mediante un t-Student multiple. *p<0.05, **p<0.01,

#%p<0.001, ***p<0.0001.

2.6.- PAPEL DEL CANAL Kv1.3 SOBRE LA CALCIFICACION DE HASMC INDUCIDA
POR UREMIA
Tras comprobar el papel del inhibidor del canal Kv1.3 en la proliferacion y

migracion de las HASMC sometidas a condiciones urémicas, evaluamos su posible papel

en la diferenciacidon de la células musculares lisas hacia un linaje con caracteristicas
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osteogénicas. De nuevo empleamos la deteccién citoquimica de la presencia de sales de
calcio en el entorno de las células mediante la tincion con rojo alizarina, para
determinar si el inhibidor de Kv1.3, PAP-1, era capaz de alterar el depésito de matriz
calcificada en condiciones urémicas. Asimismo, usamos como control positivo del
proceso células incubadas en condiciones calcificantes, es decir, con una concentracion
final de 2,5 mM de fosfato (Pi) y 2 mM de calcio (Ca) hasta un maximo de 5 dias en

cultivo (datos no mostrados).

En la figura 25 observamos que el contenido mineral de calcio es
significativamente mayor en un ambiente urémico. Bajo condiciones control, las HASMC
no muestran una elevacion en el contenido mineral de sales calcicas para ninguno de
los dias del ensayo. De igual modo la adicion del inhibidor del canal Kv1.3 al suero
control sigue un patron similar, no encontrando diferencias significativas entre ambas
condiciones. Sin embargo, la adicién del inhibidor del canal Kv1.3 al suero urémico hace
que la situacién pro-calcificante generada por la uremia se vea disminuida de forma
significativa, hasta el punto de que en el dia 5 de tratamiento no encontramos
diferencias significativas, en la deposicion de calcio en la matriz, con las células

incubadas en suero control con o sin el bloqueante PAP-1.
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Figura 25. Efectos del inhibidor Kv1.3 en la deposicion de calcio en HASMC en condiciones
urémicas y control. Tras llegar a confluencia, las HASMC se incubaron con medio de cultivo
suplementado con un 20 % de suero control o un 20 % de suero urémico, ambos con o sin bloqueante,
durante 5 dias. El medio se cambié cada 3 dias. El contenido de calcio se midi6 en los tiempos indicados

con la tincidn rojo alizarina, normalizada por el contenido de proteina celular total, y se presentan como
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media * SEM. ANOVA de dos vias con un posthoc de Tukey. *, diferencias significativas frente al control; #,

diferencias significativas frente al suero urémico.
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VI.- DISCUSION

El incremento de morbi-mortalidad cardiovascular se evidencia a lo largo de
todo el espectro evolutivo de la ERC, ya desde estadios precoces y siendo mas
pronunciado en las fases de insuficiencia renal terminal y dialisis (Amann et al. 2003).
La eliminacion deficiente de sustancias de desecho y su posterior acumulacién
conducen al estado conocido como uremia (Meyer and Hostetter 2007). La uremia trae
consigo diversas y multiples complicaciones como la hipertensién, el
hiperparatiroidismo, la anemia, la acidosis metabolica, la hiperfosfatemia, una posible
hipocalcemia y baja albumina en la sangre (Inker et al. 2014; Abboud and Henrich 2010;
Coresh et al. 2007). De especial interés para este trabajo son las alteraciones 6seo-
minerales asociadas a la ERC (CKD-MBD; Chronic Kidney Disease-Mineral Bone
Disorder) (Work 2009) las cuales engloban, entre otras manifestaciones, las
anormalidades del hormona paratiroidea, vitamina D, fosforo y calcio (Moe et al. 2006).
En esta tesis hemos podido disponer de material biol6gico obtenido de pacientes
urémicos, donde hemos constatado que los niveles de dichos parametros se encuentran
alterados. Como se ha descrito en la introduccion, esta alteracion se ha relacionado con
el desarrollo de calcificacion vascular y el engrosamiento de las paredes de los vasos,
generando hipertrofia del ventriculo izquierdo y por tanto aumento del riesgo

cardiovascular (Covic et al. 2010; Fang et al. 2014; W. C. O'Neill and Lomashvili 2010).

Dada su gran flexibilidad fenotipica, debida a cambios en la expresion proteica en
funcion de las condiciones externas, la célula muscular lisa constituye un factor
fundamental en el fendmeno de mineralizacion de la pared vascular. De hecho se ha
demostrado que, en respuesta a estimulos lesivos, estas células pueden pasar de un
fenotipo contractil a uno sintético en el que migran y proliferan mas (Iyemere et al.

2006).

A lo largo de los ultimos afios, con objeto de estudiar los mecanismos
subyacentes a la mineralizacion de la pared vascular, se han desarrollado modelos de
calcificacion en cultivos de VSCM. El modelo de calcificacion in vitro mas usado hasta el
momento se basa en la incubaciéon de las VSMC en presencia de altas dosis de Pj,
superiores a las que existen de forma fisiologica en la sangre, simulando asi el fen6meno

de hiperfosfatemia que tiene lugar en la tltimas fases de la ERC (Jono et al. 2000). El uso
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de dichos modelos ha permitido, entre otros, descubrir la formacion de vesiculas de
membrana en explantes de aorta (Kim 1976), asi como la presencia de proteinas como
BMP, MGP u OPN en placas aterosclerdticas calcificadas (Bostrom et al. 1993; Shanahan
et al. 1994).

Sin embargo, los mecanismos por los cuales la uremia promueve la calcificacion
de las VSMC plantea ain muchos interrogantes que no pueden ser estudiados
exclusivamente mediante modelos de hiperfosfatemia. Es cierto que la hiperfosfatemia
podria estimular la calcificacion a través del flujo de Pi al interior celular mediante los
transportadores Pit presentes en la membrana plasmatica, induciendo la formacion de
cuerpos apoptdticos y vesiculas de matriz (Jono et al. 2000). De acuerdo con esta
hipétesis, y como ya se expuso en la introduccion, Pit-1 podria mediar un aumento de la
afluencia de Pi en VSMCs, facilitando la formacion de depdsitos de fosfato calcico en las
vesiculas de matriz de nueva generacion. Alternativamente, Pit-1 podria actuar como un
sensor de flujo de Pi para iniciar las sefiales necesarias que induciran la expresion de
osteogenes especificos. Ambas hipoétesis se basan en un aumento de la afluencia de Pi
mediada a través de Pit-1, pero esta idea se enfrenta a una limitacién cinética, es decir,
la baja capacidad que tienen las VSMCs de transportar Pi, al estar el sistema de
transporte saturado en condiciones fisioldgicas. Por consiguiente, la afluencia de Pi en
las células no aumentara simplemente por incrementar la concentracion extracelular de

Pi, como en la hiperfosfatemia (Villa-Bellosta et al. 2007).

Es por ello por lo que en esta Tesis nos propusimos desarrollar, evaluar y
caracterizar un nuevo modelo in vitro que reproduzca de manera global y fisiologica la
transformacion fenotipica de células musculares lisas humanas en respuesta a la uremia
(HAMSC). En concreto, utilizamos cultivos primarios de VSMCs disgregadas
provenientes de aorta humana, que fueron expuestas a suero urémico humano obtenido

de pacientes con ERC en estadio 5D (dialisis).

Nuestro estudio con células humanas supone un avance muy importante con
respecto a los modelos utilizados en la mayor parte de estudios sobre la calcificacion,
los cuales se han desarrollado en células musculares bovinas (Shioi et al. 1995; Chen,
Duan, O'Neill, and Moe 2006; Kircelli et al. 2012) o de rata (Villa-Bellosta et al. 2007;
Yamada et al. 2015; Shin and Kwun 2013; Patidar et al. 2013). Ademas, el modelo

desarrollado en esta Tesis se asemeja mas a la situacion clinica al utilizar sueros
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urémicos en lugar de tratamientos con concentraciones elevadas de Pi en el medio de
cultivo. No obstante, un aspecto a tener en cuenta en nuestro modelo in vitro es la
dilucion del suero utilizado, en contraste con el hecho de que las VSMC de un paciente
urémico estan expuestas a un 100% de plasma urémico. Este hecho, sin embargo,
supone tan sOlo una desventaja relativa, ya que los procesos desencadenados en el
cultivo podrian ser representativos de un estadio mas temprano en el desarrollo de la

uremia.

Por otro lado, hay que valorar las ventajas e inconvenientes del uso de un modelo
in vitro frente a otros modelos in vivo (por ejemplo, la nefrectomia 5/6 que genera
uremia en ratas). Indudablemente, las ventajas de un modelo in vitro residen en el
control de las condiciones de experimentacion, tiempos de incubacién, posibilidad de
manipulacion farmacoldgica, etc. En resumen, todas estas caracteristicas garantizan una
mayor reproducibilidad de los resultados. Ademas, el modelo in vitro permite la
realizacion de aproximaciones experimentales cuyo abordaje seria practicamente
inviable en los modelos in vivo. En contraste con las ventajas hasta ahora expuestas,
debemos ser conscientes de los inconvenientes que este modelo presenta. El cultivo
aislado de HASMC no reproduce el microambiente de los vasos, donde las células estan
influenciadas por los factores endoteliales, la interaccion con la matriz extracelular y
por variables hemodinamicas. Por otro lado, los datos obtenidos en los experimentos de
calcificacion muestran una reversion parcial del proceso al cabo de varios dias de
incubacion. Por tanto, nuestro modelo podria no ser de utilidad para el estudio de

aspectos cronicos del remodelado vascular asociado a uremia.

Basandonos en el modelo in vitro de calcificaciéon mas usado hasta el momento
(Jono et al. 2000) expusimos las HASMC a condiciones calcificantes, usando altas dosis
de fosfato y de Ca?* (Reynolds et al. 2004), lo que provoco la aparicion de depdsitos de
calcio en forma de grandes nddulos de mineralizacion. Una vez comprobado esto, nos
preguntamos si la presencia de suero proveniente de pacientes con ERC en estadio 5D
(dialisis) es suficiente para producir calcificacion en las HAMSC. En efecto,
comprobamos que en presencia de un 20% suero urémico y condiciones
normofosfatémicas, las HASMC desarrollan calcificacion. Estos datos concuerdan con las
observaciones de Moe et al. (Moe et al. 2003), quienes ya habian indicado que otros

factores séricos distintos del fosfato son suficientes para inducir calcificacion in vitro.

105



Los estudios de Chen et al. (Chen, Duan, O'Neill, Wolisi, et al. 2006) ya
demostraron que el suero urémico, combinado con B-glicerofosfato, puede acelerar la
calcificacion en VSMC de origen bovino pero, hasta el momento, no existian estudios
corroborando estos datos en VSMC humanas. Recientemente Liu et al. (Liu et al. 2016)
han publicado un trabajo donde demuestran que el suero urémico acelera la
mineralizacién y e incrementa la expresion de proteinas relacionadas con el hueso en
HAMSC. A diferencia del trabajo presentado en esta Tesis, Liu et al. utilizan material
bioldgico de pacientes en estadios previos a la dialisis, empleando un 10% de mezcla de
sueros en las condiciones experimentales. Al igual que estos autores, nuestros datos
muestran un aumento de calcificacién dependiente del tiempo. Sin embargo este
aumento, evidente después de 24 horas y que alcanza un pico al tercer dia, disminuye
en nuestro caso a partir del quinto dia de incubacidn. Esto contrasta con la mayoria de
estudios de calcificacion, donde se observa que la deposicion mineral aumenta
progresivamente con el tiempo (Chen et al. 2002; Chen, Duan, O'Neill, and Moe 2006;
Proudfoot et al. 2000; Alves et al. 2014). El desacuerdo con estudios previos puede ser
atribuido a los diferentes tipos celulares usados, a las caracteristicas del material
bioldgico o a la concentracion de suero empleada. En relacion a este ultimo punto, cabe
cuestionarse si las condiciones de cultivo afectan drasticamente a la viabilidad de las

células, al ser sometidas a una concentracion excesiva de Pi y calcio.

Nuestro trabajo proporciona ademas una comparacion directa entre el modelo
de hiperfosfatemia y el uso de suero urémico. Los resultados obtenidos demuestran
que, si bien ambos estimulos conducen a procesos de calcificacion con cinéticas
similares, los mecanismos moleculares subyacentes parecen ser diferentes. En primer
lugar, llama la atencidn el desarrollo temporal de la expresion de Pit1l, que como ya se
detall6 anteriormente, ha sido descrito como un factor desencadenante del proceso de
calcificacion. Nuestros resultados muestran que en las fases tempranas de calcificacion
inducida por suero urémico los niveles de Pitl no estan elevados. Es precisamente en
las fases en las que los niveles de calcificacion comienzan a revertir cuando observamos
un aumento en la expresion de Pitl. Esta observacion indica que Pitl, cuya implicaciéon
en este proceso siempre ha sido deducida mediante el uso de modelos experimentales
de hiperfosfatemia, podria no ser tan relevante en el proceso de calcificacion. Es mas,

podria no ser un factor causante sino una consecuencia del proceso de calcificacidn.
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Para poder elaborar conclusiones mas soélidas sobre esta hipétesis, seria importante
continuar este trabajo con la evaluacion de los niveles funcionales de Pitl utilizando el
modelo de HAMSC. Por otro lado, estudios realizados en arterias calcificadas de
pacientes urémicos y en modelos in vitro de calcificacién inducida por alto fésforo
muestran una profunda transicidn fenotipica de las VSMC que conduce a la disminucién
o pérdida total de expresion de los marcadores celulares especificos (Shanahan et al.
2011). De manera simultanea, se observa en estas células un aumento en la expresion
de los marcadores osteocondrogénicos (Bostrom 2000; Giachelli et al. 2005). Diversos
autores han demostrado que al afadir fésforo al medio de cultivo de VSMC, en
concentraciones similares a las encontradas en individuos hiperfosfatémicos, se
produce una disminucion en la expresion de SM a-actina (Steitz et al. 2001; Wang et al.
2008), y SM22a (TAGLN) (Li, Yang, and Giachelli 2008; Steitz et al. 2001; T. Tanaka et
al. 2008) y un aumento en la expresion de factores osteocondrogénicos, como RUNX2
(Moe et al. 2003; Steitz et al. 2001; T. Tanaka et al. 2008), MSX2 (Shimizu et al. 2012)y
osteopontina (Lomashvili et al. 2004; Steitz et al. 2001). Aunque esta plasticidad
fenotipica se considera una ventaja evolutiva para adaptarse al ambiente, el cambio de
fenotipo y la adquisicién de nuevas caracteristicas por parte de la VSMC contribuyen
marcadamente al desarrollo y/o la progresion de diversas enfermedades
cardiovasculares. Nuestros resultados evidenciaron un aumento en la expresion de
marcadores osteogénicos en las células incubadas con suero urémico, como RUNX2,
SOX9 y MSX2, lo cual verifica la transicion fenotipica inducida por suero urémico en las
HASMC. Sin embargo, los patrones de expresion de dichos factores también difieren
entre los modelos urémico y de hiperfosfatemia. En concreto, destaca la diferencia en el
caso de RUNX2, un factor de transcripcion implicado tanto en la diferenciacion
osteogénica como en la mineralizacion (T. Tanaka et al. 2008; Sun et al. 2012; Speer et
al. 2010; Che et al. 2013). Nuestros resultados muestran que solo en el caso de células
tratadas con suero urémico se evidencia un aumento significativo de los niveles de
expresion de RUNX2, el cual no se observa cuando las células son tratadas en altas
concentraciones de Pi. Este resultado seria compatible con un proceso de diferenciacion
osteogénica en las células HAMSC tratadas con suero urémico. Otro factor cuyos niveles
fueron medidos en este estudio fue TAGLN, que es un marcador celular de musculo liso.
Sorprendentemente, en este caso encontramos que los niveles de TAGLN disminuyen

s6lo cuando las HAMSC son expuestas a hiperfosfatemia, mientras que en presencia de
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suero urémico los niveles de TAGLN no varian de manera significativa. ;Co6mo podemos
conciliar estas observaciones? Es importante tener en cuenta que el tratamiento con
altos niveles de Pi es extremo (de hecho utiliza concentraciones no fisiologicas);
posiblemente, las condiciones en las que se encuentran las HAMSC expuestas a suero
urémico corresponden a un estadio mas temprano de transdiferenciacion. Asi, el patréon
de expresion de factores celulares observado en presencia de alto Pi (RUNX2 igual o
disminuido -propio de fenotipo dseo- y TAGLN disminuida -es decir, pérdida de
caracter de musculo liso) parece indicar una desdiferenciacion del musculo, pero no una
desviacion hacia un fenotipo 6seo tradicional (es cierto que presenta niveles de MSX2
elevados, pero no de RUNX2, que es el regulador master). Apoyando aun mas nuestra
conclusion de que la hiperfosfatemia produce un proceso de calcificacion por
mecanismos diferentes al suero urémico, los niveles de fosfatasa alcalina también
presentan importantes diferencias entre ambas condiciones. En presencia de alto Pj,
contrariamente a lo que se podria esperar en un proceso diferenciacion hacia un
fenotipo 0seo, los niveles de expresion de fosfatasa alcalina estdn disminuidos. En
conjunto, nuestros resultados demuestran la relevancia del modelo desarrollado, y de
manera general apuntan la importancia de estudiar los mecanismos de calcificacién
utilizando suero urémico, que permite estudiar los mismos en un contexto mas cercano
al fisiolégico que la hiperfosfatemia. Es éste por tanto el modelo que hemos usado en
este trabajo para avanzar en el conocimiento de los mecanismos subyacentes al cambio

fenotipico de las HAMSC en uremia.

Nuestro modelo también nos permitié cuantificar viabilidad celular,
proliferaciéon y muerte celular por apoptosis en células HAMSC en condiciones de
uremia. Nuestros resultados muestran una menor viabilidad metabodlica en HAMSC
tratadas con suero, que se corresponde con una disminucién del nimero de células en
cultivo. Este efecto podria deberse a una disminucién en la proliferacién celular, a un
aumento en la tasa de apoptosis 0 a una combinacién de ambos mecanismos. Tras un
detallado analisis de la cinética del efecto del suero urémico sobre el numero de células
viables en cultivo se observa que éste produce una disminucion detectable desde las
primeras 24 h de tratamiento. Sin embargo, la disminucién de proliferacion celular,
detectada por incorporacion de un analogo de nucleétidos, no es significativa hasta 48 h

después del inicio del tratamiento. Por otra parte, el analisis de apoptosis en los cultivos
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muestra un aumento en este proceso desde las primeras 24 h. Estos resultados sugieren
que la disminuciéon del numero de células en cultivo es producto de un efecto
combinado sobre apoptosis y proliferaciéon celular, cuya importancia relativa varia a lo
largo del tratamiento. Se ha descrito previamente que la calcificacion va siempre
acompafiada de un aumento de apoptosis (Proudfoot et al. 2000; Shroff et al. 2010;
Shroff et al. 2008). ;Es la apoptosis causa o consecuencia de la calcificacion? Nuestros
resultados no permiten distinguir si ambos procesos son simultaneos o bien si uno
potencia al otro. En cualquier caso, el nivel de apoptosis inducido por suero urémico en
HAMSC es moderado, por lo que podria no tener gran relevancia patolégica, segun se ha
sugerido en anteriores publicaciones (Kramann et al. 2011). Un aspecto a considerar es
que las células que sobreviven y no sufren apoptosis claramente tienen una viabilidad y
capacidad proliferativa disminuidas. Esto podria deberse a dafios metabdlicos o
genéticos inducidos por el suero, o bien a que la transdiferenciacion a fenotipo 6seo
conlleva una menor tasa de proliferacidon. Estos resultados contrastan con estudios
previos, en modelos in vitro de arterias de pacientes urémicos, donde se describié que la
arterioesclerosis provoca el engrosamiento fibroelastico de la intima y de la capa media,
el aumento del nimero de células musculares lisas y del volumen de la matriz
extracelular (London et al. 1993; Fishbane, Natke, and Maesaka 1996; N. C. Edwards et
al. 2006). Es necesario profundizar en la caracterizacion de este efecto, que podria

constituir una limitaciéon de nuestro modelo de cultivo de células aisladas.

Simultaneamente a la disminucién en proliferacion detectada en nuestros
experimentos, observamos una disminucion en la capacidad de migracién celular. Se ha
sugerido que la hiperplasia de la intima incluye VSMC que han migrado hasta la misma.
En los distintos modelos in vitro, el efecto de la calcificacion sobre la capacidad de
migracion de VSMC presenta cierta controversia, detectandose aumentos o

disminuciones dependiendo del modelo utilizado.

Entre los diversos factores que participan en los procesos de apoptosis,
proliferacion y transdiferenciacion celular en las VSMC, un numero creciente de
evidencias demuestran que los canales idnicos, debido a su funcion clave en el control
del potencial de membrana, pueden jugar un papel relevante. El potencial de

membrana, modulado fundamentalmente por canales de K*, regula el flujo de entrada
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de Ca?* a la célula, que a su vez favorece la proliferacion celular. Otros procesos
esenciales en la fisiologia de la célula, como el volumen celular y el pH intracelular
también son regulados por canales idnicos. No existen trabajos previos evaluando el
patron de expresion de canales ionicos en HAMSC, ni como éste es alterado al
exponerlas a suero urémico. En esta Tesis hemos realizado una evaluacion de estos
patrones, que muestran una clara alteracion en canales relevantes para la fisiologia de
las HAMSC. El estudio de expresién en condiciones basales muestra un amplio
repertorio de canales i6nicos pertenecientes a todas las familias examinadas. Destacan
por su alto nimero y nivel de expresioén los canales de la familia TRP (ver introduccion),
asi como todos los canales descritos previamente en VSMC e implicados en el control

del tono vascular (Kir, Kv, Cl, Cav y K2P).

La exposicién a suero urémico produce una amplia remodelacion en la bateria de
canales i6nicos disponibles en las HAMSC. En concreto, de los 62 genes
correspondientes a subunidades de canales idnicos detectados, un total de 17 presentan
cambios estadisticamente significativos. Entre ellos, y por su importancia para la
fisiopatologia de las VSMC, en esta Tesis nos hemos centrado en la caracterizacion de
tres de ellos: la subunidad alfa del canal epitelial de sodio (a¢ENaC), el canal Kv1.3 y el

canal BK.

Como ya ha sido mencionado en la introduccion, el canal BK es fundamental en el
acoplamiento de la sefial intracelular de calcio y el voltaje de membrana celular,
proporcionando un mecanismo de retroalimentacion negativa sobre la contractilidad.
Esto se debe a la regulacion intrinseca del canal por ambos estimulos, calcio y voltaje;
cualquier alteracion que afecte a dicho mecanismo tendra consecuencias sobre el
mecanismo de retroalimentacion. Nuestros resultados muestran que la subunidad BKa
muestra un aumento moderado pero significativo en sus niveles de expresion, el cual es
acompafiado por un gran aumento de las subunidades reguladoras, particularmente 1
pero también (2. Esto sugiere la posibilidad de se forme un mayor nimero de
complejos BKa-f1 y BKa-p2 en la membrana celular. Ambas subunidades producen un
aumento de la actividad de BKa en condiciones fisiolégicas, lo cual claramente afectaria
al control de la contractibilidad. Sin embargo, los estudios electrofisiologicos realizados

no concuerdan con esta prediccion. Asi, detectamos una tendencia no significativa hacia
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la disminucion de la corriente BK en HASMC tratadas con suero urémico. Esto podria
deberse a que las variaciones en los niveles de mRNAs no se traducen en una variacion
en los correspondientes niveles proteicos, a defectos en el procesamiento o
modificacion postraduccional de los canales (Shipston and Tian 2016) o bien a efectos

indirectos del suero urémico que alteran la regulacion de estos canales.

El aumento de los niveles de expresién de las subunidades del canal BK se
acompafia de una clara disminucion en la expresion de los canales SK, particularmente
SK2 y SK4. El impacto funcional de este hecho es dificil de valorar ya que la expresion de
canales SK esta principalmente asociada al endotelio vascular (Marchenko and Sage
1996) con escasas referencias a su funcion en VSMC (Alejandro Moreno Dominguez,

2009, Tesis Doctoral, Universidad de Valladolid).

El segundo grupo de canales examinados funcionalmente fueron los canales de
potasio Kv. La densidad de corriente Kv total muestra una tendencia no significativa a la
disminucidn, si bien la proporcién correspondiente a canales Kv1.3 se vio aumentada
por el tratamiento con suero urémico. Este hecho concuerda con nuestros datos de
expresion génica, que muestran un claro aumento de los niveles de mRNA de Kv1.3 tras
el tratamiento. Esta observacion es de particular importancia ya que se ha demostrado
que Kv1.3 esta implicado en la proliferacién y migraciéon de VSMC (Cidad et al. 2010;
Jackson 2010; Cidad et al. 2012). Con objeto de comprobar si el aumento de estas
corrientes detectado en nuestro modelo tiene relevancia en dichos procesos, utilizamos
herramientas farmacoldgicas para bloquear este canal tanto en condiciones control
como en uremia. En ambos casos, el inhibidor de Kv1.3, PAP1, produjo una disminucién
significativa en la proliferacién de HASMC. Es importante resaltar que el porcentaje de
inhibicion de la proliferacion fue mayor en células tratadas con suero urémico,
sugiriendo que en estas condiciones el canal Kv1.3 cobra mayor importancia como
inductor de proliferacion. En lo que respecta a la migracién celular, la inhibicién de
Kv1.3 resulté en una disminucién de este proceso, tanto en condiciones control como
urémicas. Hasta ahora no se habia estudiado la posible implicacion de estos canales en
el proceso de calcificaciéon inducido por uremia. Por ello, en esta Tesis hemos
examinado el impacto que la inhibicién de Kv1.3 tiene sobre el desarrollo de depdsitos

minerales en HASMC. Nuestros resultados demuestran un efecto beneficioso de la
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inhibicion de Kv1.3, resultando en una disminucién de la calcificacion inducida por
uremia. Es necesario profundizar en el estudio de los mecanismos subyacentes a este

efecto, dada la posible relevancia terapéutica de este resultado.

Una posible implicaciéon de la modulacién de corrientes de potasio, sean o no
dependientes de calcio, es la alteracion de la homeostasis de este i6n en las HASMC.
Nuestras observaciones demuestran una reduccion de corrientes de potasio en
condiciones urémicas, lo cual conllevaria una despolarizaciéon de la membrana y por
tanto un aumento en los niveles basales de Ca2+ intracelular. Los resultados obtenidos
en esta Tesis, relativos al estudio del manejo intracelular de Ca2+ en HASMC expuestas
a uremia sugieren un efecto mas complejo. Ademas de una posible alteracién de los
niveles basales de CaZ+, hemos detectado ausencia de respuesta fisiolégica a un
agonista de la contraccion como la Ang II. Esto podria deberse a distintos mecanismos
que incluyen la pérdida del receptor o alteraciones en el acoplamiento a las cascadas de
sefalizacion intracelulares correspondientes. Es mas, nuestros resultados en el
experimento con el inhibidor de SERCA CPA sugiere la existencia de un defecto en la
capacidad de acumulacién de Ca2+ en reservorios intracelulares o alternativamente en
el mecanismo de entrada de calcio al citosol. En cualquier caso, la conclusién principal
es que el tratamiento con suero urémico conduce a una pérdida de las caracteristicas

fundamentales de homeostasis del calcio propias de las VSMC.

Por ultimo, decidimos explorar el posible papel funcional de la sobreexpresion
de la subunidad aENaC inducida por uremia. Estudios previos en la literatura han
propuesto un importante papel de este canal en el cierre de heridas epiteliales, tanto
cutaneas como vasculares (Chifflet, Hernandez, and Grasso 2005). El mecanismo
implicado parece ser la acumulaciéon de canales ENaC en el frente de avance de las
células encargadas del cierre de la herida. Por este motivo, decidimos utilizar nuestro
modelo de migracion para examinar el efecto de la inhibiciéon farmacolégica de ENaC
sobre este proceso. En células cultivadas con suero control, la inhibicion de ENaC
produjo una disminucién en la migracion celular similar a la obtenida con la inhibicién
de Kv1.3 y consistente con resultados previos a nuestro estudio. Sin embargo, la
inhibicion de ENaC con amilorida en células tratadas previamente con suero urémico
produjo el efecto contrario, recuperando en parte la capacidad migratoria perdida con

la uremia. Es tentador especular que este efecto se debe al beneficio de bloquear un
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canal de sodio constitutivamente activo, como ENaC, que en caso de sobreexpresion

puede inducir la carga inapropiada de sodio intracelular.

En conjunto, nuestro trabajo recoge el desarrollo y puesta a punto de un nuevo
modelo de modulacion fenotipica de VSMC humanas en respuesta a la uremia,
proporcionando interesantes resultados sobre los mecanismos subyacentes a dicha
modulacion. Nuestro modelo abre las puertas a una comprension mas detallada y
contextualizada de estos mecanismos, que podria conducir a la identificacion de

posibles nuevas dianas terapéuticas de relevancia en ERC.
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VII.- CONCLUSIONES

1. La exposicion de las HASMCs al suero urémico induce la calcificacién vascular
provocando la aparicibon de depodsitos calcicos, bajo condiciones

normofosfatémicas.

2. La hiperfosfatemia parece favorecer el desarrollo de la calcificacion en HASMC

pero, no es imprescindible para desencadenarla.

3. Latransdiferenciacion osteogénica in vitro de las HASMC sometidas a condiciones
urémicas estd caracterizada por el incremento de genes osteogénicos,
principalmente de regulador master RUNX2. Sin embargo, no sucede asi en

condiciones hiperfosfatémicas.

4. En presencia de suero urémico las HASMC ven comprometida su vialidad y su

tasa proliferativa.

5. El suero urémico produce una remodelacién en el perfil de expresion de canales
ionicos en las HASMC que puede esta asociada a la transdiferenciacion fenotipica,

consecuencia de la calcificacion vascular.

6. El estudio funcional revela una disminucion de la amplitud de las corrientes BKca
en condiciones urémicas que no correlaciona con el incremento observado en los
niveles de expresion de las subunidades 1 y 2, pudiendo ser consecuencia de

modificaciones postraduccionales.

7. El bloqueo selectivo del canal Kv1.3 desvela su implicacion en la proliferacion y

migracion de las HASMC.

8. La alta contribucion de las corrientes Kv1.3 y el incremento de expresion génica
en uremia desvelan una posible diana terapéutica para el control de la

modulacion fenotipica que se desarrolla durante la calcificacion vascular.

9. El canal epitelial de sodio ENaC esta implicado en la migracién de las HASMC y su

bloqueo favorece la repoblacién de la herida en condiciones urémicas.
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