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Resumenes

La calcificacion vascular (CV) es una complicacion muy prevalente en la
enfermedad renal cronica (ERC) y se asocia con la alta morbilidad y mortalidad
en estos pacientes. El receptor de la vitamina D (VDR) se ha considerado que
tiene un rol importante en la diferenciacion osteoblastica de las células de
musculo liso vascular (CMLV), aunque el mecanismo preciso aun no es claro.
La capacidad de VDR para influenciar la expresién de varios microRNAs
(miRNAs), asi como la gran cantidad de miRNAs presentes en CMLV, nos hizo
prestar atencion a estas pequefias moléculas como posibles reguladoras del
cambio fenotipico de las CMLV.

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la deficiencia de VDR en la
calcificacion vascular en ERC y la posible implicacion del miR-145a en este
proceso.

Confirmamos un incremento de tincion inmunohistoquimica de VDR juntamente
con unos niveles mas altos de calcio en arterias epigastricas de pacientes con
ERC comparado con arterias de donantes sanos. Asi como también, ratones
con nefrectomia 5/6 mostraban altos niveles de calcio arterial y tincion
inmunohistoquimica de VDR comparado con los ratones controles.

Los ratones knockout condicionales para VDR en CMLV (Cre+ VDR/%%)
sujetos a una nefrectomia y tratados con dieta alta en fosforo y calcitriol,
mostraron niveles significativamente disminuidos de contenido de calcio, de
expresion de osteopontina y lamin A, asi como unos niveles mas altos de
expresion de SOST en arteria comparado con los ratones Cre+ VDR con el
mismo tratamiento. Ademas, los ratones Cre+ VDR""™ con ERC y CV,
mostraron una disminucion significativa del miR-145a comparado con los
ratones con Cre+ VDR In vitro, las CMLV VDRwt con medios calcificantes
mostraron niveles mas altos de calcio que las CMLV VDRKko, junto con un
incremento de OPN. Los niveles del miR-145a disminuian en CMLV con
condiciones calcificantes, tanto en VDRwt como en VDRko, contrariamente a
los resultados in vivo. Mediante la transfeccion del miR-145a detectamos un
ligero descenso del calcio y la expresion de OPN en condiciones calcificantes.
Concluimos que la eliminacion de VDR de las CMLV previene la calcificacion
vascular en ERC y que los mecanismos que regulan esta CV pueden involucrar
al miR-145a.






Resumenes

La calcificacio vascular (CV) es una complicacié molt prevalent en la malaltia
renal cronica (MRC) i s’associa amb una alta mobilitat i mortalitat en pacients
amb MRC. El receptor de la vitamina D (VDR) s’ha considerat que té un rol
important en la diferenciacio osteoblastica de les ceél-lules de muscul llis
vascular (CMLV), tot i que el mecanisme concret encara no esta clar. A més a
mes, la capacitat de VDR per influir en lI'expressio de varis microRNAs
(miRNAs), aixi com la gran quantitat de miRNAs presents en les CMLYV, ens fa
enfocar-nos en aquestes petites molécules com importants reguladores de la
diferenciacio i modulacié fenotipica de les CMLV.

L’objectiu d’aquest estudi va ser avaluar I'efecte de la deficiencia de VDR en la
calcificacié vascular en MRC i la possible implicacié del miR-145a en aquest
procés.

Vam confirmar un increment de tincié immunohistoquimica de VDR juntament
amb un nivells augmentats de calci en arteries epigastriques de pacients amb
MRC comparat amb arteries de donants sans. Els ratolins amb nefrectomia 5/6
també mostraven alts nivells de calci arterial i de tincié immunohistoquimica de
VDR comparat amb els ratolins controls.

Els ratolins knockout condicionals per VDR en CMLV (Cre+ VDR/%%)
sotmesos a una nefrectomia i tractats amb dieta alta en fosfor i calcitriol van
mostrar nivells significativament més baixos de contingut de calci, expressio
d’osteopontina i lamin A, aixi com uns nivells més alts d’expressio de SOST

th/wt

comparat amb ratolins Cre+ VD amb el mateix tractament. A més a més,

els ratolins Cre+ VDR"/

amb ERC i CV mostraven significativament nivells
meés baixos d’expressidé arterial del miR-145a comparat amb els ratolins amb
una eliminacio especifica de VDR en CMLV. In vitro, les CMLV VDRwt
tractades amb medis calcificants mostraven nivells més alts de calci que les
CMLV VDRKko, juntament amb un increment de OPN a nivell de mRNA i
proteina. Els nivells del miR-145a disminuien en CMLV amb condicions
calcificants, tant en VDRwt com en VDRko, contrariament als resultats in vivo.
Mitjancant la transfeccio del miR-145a vam detectar un lleuger descens de la
calcificacio i de I'expressiéo de OPN en condicions calcificants.

Concloem que [leliminaci6 del VDR de les CMLV protegeix enfront la
calcificacio vascular en MRC i que els mecanismes que regulen aquesta CV

poden involucrar al miR-145a.






Resumenes

Vascular calcification (VC) is a highly prevalent complication of chronic kidney
disease (CKD) and, when present, is associated with the higher morbidity and
mortality in CKD patients. Vitamin D receptor (VDR) has been proposed to have
an important role in the osteoblastic differentiation of vascular smooth muscle
cells (VSMCs); nevertheless the precise mechanism is unclear. The potential of
VDR to influence widespread microRNAs (miRNAs) expression, as well as a
myriad of miRNAs present in VSMCs drew attention to these small molecules
as important regulators of VSMCs differentiation and phenotypic modulation.
The aim of this study was to evaluate the effect of VDR deficiency on vascular

calcification in CKD and the possible involvement of miR-145a in this process.

We confirmed an increase of VDR immunostaining together with higher calcium
in epigastric arteries from CKD patients compared with arteries from control
non-CKD donors. We next analysed arteries from mice subjected to 5/6
nephrectomy. CKD affected mice showed higher levels of calcium content and

VDR immunostaining in their arteries compared with control mice.

VSMC-VDR conditional knockout mice (Cre+ VDR'*'**) subjected to a subtotal
nephrectomy and treated with high phosphate diet plus calcitriol showed
significantly lower levels of vascular calcium content, osteopontin and lamin A
expression, as well as markedly higher levels of SOST expression compared
with their counterparts (Cre+VDR"™) on the same treatment. Cre+VDR"'™""
mice affected by CKD and presenting VC showed significantly lower levels of
expression of arterial miR-145a compared with mice with targeted deletion of
VDR in VSMCs. In vitro, VDRwt VSMCs treated with calcification medium
demonstrated higher levels of calcification than VDRko VSMCs, alongside an
increased OPN. Levels of miR-145a decreased in VSMC with calcification
conditions, both in VDRwt, which developed calcification, and in VDRko in
which we didn’t detect calcium previously, contrarily to in vivo results. Through
miR-145a transfection we detect a slight decrease in calcium and OPN

expression in calcification conditions

We conclude that VSMC’s VDR elimination prevents vascular calcification in
CKD and that the mechanisms regulating VC might involve miR-145a, which

warrant further investigations in this direction.
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1.1 Enfermedad Renal Cronica

La enfermedad renal crénica (ERC) es un término general para definir un conjunto de
enfermedades que presentan anomalias en la estructura o funciones de los rifiones,
presentes por mas de tres meses, con implicaciones en la salud. Las guias KDIGO 2012
(Kidney Disease Improving Global Outcomes), han sido un paso importante para
reconocer la importancia de la ERC ya que la definen, evaluan y clasifican. A continuacién
(Tabla 1) se muestran los criterios, cuya presencia de uno o mas (independientemente del

diagnostico clinico) definen la presencia de ERC'.

Los criterios de ERC

(alguno de los siguientes durante mas de 3 meses)

Marcadores de dafio  Albuminuria (TEA=30mg/24 horas; TEA=30mg/qg creatinina [=3

renal (uno o mas): mg/mmol] creatinina)
Anomalias en sedimentos urinarios
Anomalias de electrolitos u otros debido a desordenes tubulares
Anomalias detectadas por histologia
Anomalias estructurales detectadas por imagen
Historia de trasplante renal

IFG disminuido IFG < 60ml/min/1.73m?

Tabla 1: Criterios de ERC. Abreviaturas: TEA, tasa excrecion albumina; IFG (también TFG,GFR,IFR), indice de filtrado
glomerular Adaptado de KDIGO 2012 clinical practice guidelin1e for the evaluation and management of chronic kidney
disease .



1.1.1

Etapas de la enfermedad renal créonica

Recientemente, se ha establecido una nueva clasificacion para pronosticar la ERC en

base a la causa, estadio del indice de filtracion glomerular (IFG) y estadio de albuminuria.

Por esto es necesario:

a) Asignar la causa de ERC basada en la presencia o ausencia de enfermedad sistémica

y la localizacién de hallazgos anatomopatologicos en el rifidn.

Enfermedades

glomerulares

Enfermedades

tubulointersticiales

Enfermedades

vasculares

Enfermedades
quisticas y

congénitas

Ejemplos de enfermedades
sistémicas que afectan el
rinén
Diabetes, enfermedades
autoinmunes sistémicas,
infecciones sistémicas,

drogas, neoplasia.

Infecciones sistémicas,
enfermedades autoinmunes,
drogas, toxinas ambientales,

neoplasias, sarcoidosis.

Aterosclerosis, hipertension,
isquemia, vasculitis sistémica,

microangiopatia trombdtica...

Enfermedad renal poliquistica,
sindrome de Alport, sindrome

de Fabry.

Ejemplos de enfermedades

primarias del rinén

Glomerulonefritis,
glomeruloesclerosis, nefropatia

membranosa.

Infecciones del tracto urinario,

piedras, obstruccion.

Displasia fiboromuscular, vasculitis

renal asociada a ANCA.

Displasia renal, enfermedad
quistica medular, podicitopatias.

Tabla 2. Clasificacion de la ERC basada en la presencia o ausencia de enfermedad sistémica y la ubicacién en el
rifidn de hallazgos anatomopatolégicos. Abreviaturas: ANCA, anticuerpo citoplasmico anti-neutréfilos. Adaptado de
KDIGO 2012 clinical practice guideline for the evaluation and management of chronic kidney disease’.



1. Introduccion

b) Asignar categoria de tasa de filtrado glomerular (IFG) como se indica:

Categorias IFG en ERC

Categoria IFG IFG (ml/min/1.73m?)  Términos

G1 =90 Normal o alto

G2 60-89 Levemente disminuido

G3a 45-59 Medio a moderadamente disminuido

G3b 30-44 Moderadamente a severamente
disminuido

G4 15-29 Severamente disminuido

G5 <15 Fallo renal

En ausencia de evidencia de dafio renal, ni la categoria G1 ni G2 cumple los criterios de CKD.

Tabla 3. Categorias de indice de filtrado glomerular en ERC. Abreviaturas: IFG, indice filtrado glomerular. Adaptado
de KDIGO 2012 clinical practice guideline for the evaluation and management of chronic kidney disease’.

c) Asignar una categoria de albuminuria como se indica:

Categorias de albumina en ERC

ACR

Categoria TEA (mg/mmol) (mg/g) Términos

(mg/24h)

A1 <30 <3 <30 Normal o medianamente
incrementado

A2 30-300 3-30 30-300 Moderadamente
incrementado

A3 >300 >30 >300 Muy incrementado

Tabla 4. Categorias de albumina en ERC. Abreviaturas: TEA, tasa excrecién albumina; ACR, ratio albumina-
creatinina. Adaptado de KDIGO 2012 clinical practice guidelin1e for the evaluation and management of chronic kidney
disease .



En base a las divisiones de estadios segun el indice de filtracion glomerular y de
albuminuria, podemos predecir el riesgo de morbi-mortalidad y de progresion de la
enfermedad, segun KDIGO 2012, estableciéndose los distintos grados mostrados a

continuacion:

1) Bajo riesgo (verde): si no hay lesion renal no se puede catalogar como ERC
2) Riesgo moderadamente aumentado (amarillo)
3) Riesgo alto (naranja)

4) Riesgo muy alto (rojo)

Albuminuria Estadios, descripcion e intervalo (mg/g)
A1 A2 A3
Optimo y alto-normal Alto Muy alto y nefrético
30-299 | 300-1999

G1 Alto y
oOptimo 90-104
a2 L 75-89
FG eve
Estadios
S Leve-
(;n;_:/;nr:?)/ G3a moderado
’ Moderado-
G3b
Grave
G4 Grave
G5 Fallo renal

Tabla 5. Clasificacion de los riesgos relativos segun el indice de filtrado glomerular y albuminuria. Las unidades
de albumina son mg/g y son aproximadamente 10 veces los niveles expresados en mg/mmol. Fuente: Documento
consenso sobre la enfermedad renal cronica®.



1. Introduccién
1.1.2 Epidemiologia

La ERC es un problema emergente a nivel mundial (Figura 1) con una prevalencia
estimada de 11,8% en mujeres y 10,4% en hombres, aunque hay diferencias muy amplias
relacionadas con las areas geograficas, género y también variables econdmicas®.

Espafa es uno de los paises europeos con mayor prevalencia de ERC. El estudio
ENRICA, recientemente, ha situado la prevalencia en 15,1%, por encima de la estimada
por The Global Kidney Health Atlas. En total, mas de 7 millones de personas la padecen,
de las cuales 61.000 estan en tratamiento renal sustitutivo (TRS) y la supervivencia global
para estos pacientes en didlisis es de un 12,9% a los diez afos. En cuanto a la
mortalidad, es una de las principales causas de muertes en el mundo occidental: su peso
como causa de muerte en Espana ha aumentado un 30% en la ultima década. En 2016
fallecieron 4.700 personas con TRS y se estima que la atencién a esta enfermedad

representa alrededor del 3% del gasto sanitario espafiol®.

Figura 1. Prevalencia de la enfermedad Renal Crénica a nivel mundial. Fuente: Dosier La Enfermedad Renal
Crénica en Espana 2020, Sociedad Espafiola de Nefrologia4.

En el ERA-EDTA Registry Annual Report 2017 se especifica la prevalencia e incidencia
de pacientes por millén de poblaciéon (pmp) y por paises europeos (los participantes en el
estudio), las cuales las podemos ver en los siguientes graficos. En Espafia,
concretamente la prevalencia es de 1191 pmp y la incidencia de 129 pmp, siendo el
quinto pais con mas prevalencia de pacientes con TRS. Catalufa es la comunidad



autonoma espanola con una mayor tasa de prevalencia e incidencia, con 1441 pmp y 168
pmp respectivamente (Figura 2,3)°.
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Figura 2. Incidencia y prevalencia por millon de poblacion por paises/regiones en 31 diciembre 2017. Fuente:
ERA-EDTA Registry Annual Report 2017°
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Figura 3. Prevalencia (a) e incidencia (b) por comunidades auténomas de Espana por pacientes por millén de
poblacién. Fuente: Dosier La Enfermedad Renal Crénica en Espaiia 2020, Sociedad Espariola de Nefrologia®.




113 Factores de riesgo en la ERC

En cada una de las fases de la enfermedad renal cronica podemos encontrar distintos

factores de riesgo que influyen en estas:

Factores de susceptibilidad: aumentan la posibilidad de desarrollar ERC

Edad avanzada

Historia familiar de ERC

Masa renal disminuida

Bajo peso al nacer

Raza negra y otras minorias étnicas
Hipertension arterial

Diabetes

Obesidad

Nivel socioecondmico bajo

Factores iniciadores: pueden iniciar directamente el fallo renal

Enfermedades autoinmunes

Infecciones sistémicas

Infecciones urinarias

Litiasis renal

Obstruccion de las vias urinarias bajas
Farmacos nefrotdxicos (principalmente AINES)
Hipertension arterial

Diabetes

Factores de progresion: pueden empeorar y acelerar el deterioro de la
funcién renal

Proteinuria persistente

Hipertension arterial mal controlada
Diabetes mal controlada
Tabaquismo

Dislipidemia

Anemia

Enfermedad cardiovascular asociada
Obesidad

Factores de estadio final: incrementan la morbimortalidad en situacion de
fallo renal

Dosis baja de dialisis

Anemia

Hipoalbuminemia

Derivacion tardia a nefrologia

Tabla 6. Factores de riesgo en la ERC. Fuente: documento de consenso sobre la enfermedad renal crénica®.
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Algunos de ellos, como la diabetes, obesidad, hipertension, tabaquismo y dislipidemia son
modificables, es decir, con su control, podemos evitar el inicio de dafio renal, e incluso

favorecer la regresion de la enfermedad en fases iniciales®.
114 Complicaciones de la ERC

Los pacientes con ERC son mas susceptibles a desarrollar una variedad de
complicaciones relacionadas con la perdida de la funcion endocrina y exocrina de los

rifiones. Algunas de estas complicaciones se detallan a continuacién™:

a) Anemia

Los pacientes con ERC pueden padecer anemia debido a la produccién inadecuada de
eritropoyetina endogena, que es la hormona responsable de la diferenciacion y
maduracion de los precursores de la serie roja. La anemia aparece en estadios precoces
de la ERC y en estadios mas avanzados alrededor del 90% de los pacientes presentan

esta complicacion?.

b) Acidosis

La acidosis metabdlica cronica esta asociada con un incremento del catabolismo proteico,
enfermedad urémica O&sea, gasto muscular, inflamacion cronica, deterioro de la
homeostasis de la glucosa, deterioro de la funcidn cardiaca, progresion de la ERC e

incremento de la mortalidad’.

c) Enfermedad cardiovascular

La enfermedad cardiovascular es una complicacion frecuente en los pacientes en dialisis
donde podemos distinguir tres lesiones importantes: la hipertrofia del ventriculo izquierdo
(HVI), la aterosclerosis y la calcificacion vascular (CV). Esta ultima se explicara en detalle
en el punto siguiente.

En primer lugar, la hipertrofia del ventriculo izquierdo es un mecanismo de adaptacién del
musculo cardiaco a un exceso mantenido de trabajo por una sobrecarga de presion o
volumen®. La sobrecarga de presién es debida al aumento de presion arterial, la rigidez de
las arterias o la estenosis aortica. Es importante destacar que el rifidn influye en la presién

arterial mediante dos mecanismos: regulando el contenido de liquido del organismo y

11



mediante la produccion de sustancias vasoactivas con efectos locales y sistémicos.
Cuando hay un trastorno en alguno de estos mecanismos se desarrolla hipertension
arterial (HTA)". Por otro lado, la sobrecarga de volumen es inducida por la hipervolemia
crénica, anemia o circulacion hiperdinamica.

Las consecuencias de la HVI son la disfuncion sistolica y diastolica desarrollando una
insuficiencia cardiaca congestiva, cardiopatia isquémica por aumento en la demanda de
oxigeno y arritmias®.

Otra complicacion vascular en estos pacientes es la aterosclerosis, es decir, la formacién
de placas de ateroma en la intima de las arterias debido a un proceso inflamatorio y que
pueden provocar un sindrome oclusivo. Las consecuencias de esta son obstrucciones a
diferentes niveles, como las arterias coronarias, las arterias cerebrales, las arterias

periféricas, etc.’
d) Alteraciones del metabolismo 6seo mineral

Otra complicacion muy frecuente en pacientes con ERC son las alteraciones en el
metabolismo del calcio y fésforo que se asocian con diversos tipos de enfermedad 6sea
(osteodistrofia renal), con hiperparatiroidismo secundario a la ERC, presencia de
calcificaciones coronarias, vasculares y valvulares; todo ello se define como CKD-MBD
(Chronic Kidney Disease-Mineral and Bone Disorder).

Se ha descrito que la manifestacion bioquimica mas temprana es el aumento de FGF23,
como respuesta inicial en los estadios precoces de la ERC, incluso cuando los niveles de
vitamina D, PTH, calcio y fosforo aun estan en un rango normal®. A medida que la
enfermedad renal avanza, este incremento en FGF-23 produce una disminucion de los

niveles de vitamina D, un incremento de los niveles de PTH y hiperfosfatemia®.

11.5 Homeostasis del metabolismo mineral

Para entender estos desordenes metabdlicos es imprescindible, en primer lugar,
comprender el funcionamiento normal del metabolismo mineral, que controla la

homedstasis de calcio (Ca) y fosforo (P) y que involucra:

a) Cuatro organos: el rifidn, la glandula paratiroidea, el hueso y el intestino.

12
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b) Tres hormonas: 1,25-dihidroxicolecalciferol (1,25D), la hormona paratiroidea (PTH)
producida por las células principales de la glandula paratiroidea (GPT) y el factor
de crecimiento fibroblastico (FGF23) producido por el hueso.

c) Flujo de calcio y fésforo entre cada uno de los 6rganos y el torrente sanguineo.

Es importante controlar los dos ejes que son el del calcio/1,25D/PTH y el del
fosforo/1,25D/FGF23 (Figura 4), donde en los dos casos la forma hormonal de la vitamina

D (1,25D) juega un papel importante.

La GPT actua como un sensor muy sensible de los niveles de calcio en sangre y en
situaciéon de hipocalcemia empieza a secretar la PTH que estaba acumulada en la
glandula. Si la hipocalcemia persiste, se induce nueva sintesis de PTH, la cual ira
acompanada finalmente de un aumento de la proliferacion de las células paratiroideas
para poder aportar suficiente PTH y aumentar los niveles de calcio hasta niveles
normales. En primer lugar la PTH tiene como diana el tubulo renal distal para incrementar
la reabsorcién de calcio y el tubulo proximal, para disminuir la reabsorcion de fésforo y
estimular actividad de la 1a-hidroxilasa (Cyp27b1) y asi aumentar la produccion de 1,25D.
La accion de la 1,2D en el intestino es estimular la absorcion intestinal de calcio y fosforo
de la dieta. El déficit de 1,25D puede ocasionar hiperparatiroidismo secundario.

En el caso que no haya suficiente calcio en la dieta, la PTH actua sobre el hueso, para
obtener el calcio que se necesita y corregir los niveles en la circulacion a partir de la
desmineralizacion del hueso. Cuando los niveles se normalizan, el calcio y la 1,25D
suprimen la secrecion de PTH y la proliferacion de las células de la GPT. Por lo tanto los
efectos de la PTH directos en los rifiones y el hueso, junto con las acciones de la 1,25D

restauran los niveles de calcio normal.

El segundo eje, P/1,25D/FGF23 tiene la funcion de evitar que los mecanismos usados
para la correccién de calcio no resulten en elevaciones de fosforo en sangre que puedan
causar calcificaciones en tejidos blandos como arterias o el mismo rifidn. Por esto, la
1,25D o los aumentos de fésforo son los que hacen aumentar la produccién de FGF23 en
el hueso. Este actua en el riidn aumentando la eliminacion urinaria de fosforo y

suprimiendo la produccidén de 1,25D para evitar que el intestino absorba mas calcio y
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fosforo y se comprometa el equilibrio. De esta forma se normalizan los niveles de fosforo.

FGF23 también podria directamente influir en la GPT para reducir la excrecion de PTH®.
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Figura 4. Esquema de la regulacion del metabolismo mineral. A) eje calcio/1,25D/PTH y B) eje fésforo/1,25D/FGF23
Fuente: Quarles LD 2008°.

1.1.6 Metabolismo mineral en la ERC

En los enfermos renales encontramos distintas alteraciones en este sistema:

En las primeras etapas de la ERC, los niveles de FGF23 son los primeros que aumentan
como adaptacion fisiolégica para mantener los niveles de fosfato séricos y evitar la
hiperfosfatemia, y esto conducira a una fosfaturia y disminuciéon de la produccion de
vitamina D'. La pérdida progresiva de nefronas hara que las acciones de FGF23
juntamente con la secrecion PTH no sean suficientes y que las concentraciones de
fosforo sérico aumenten, por lo que resulta con una hiperfosfatemia'’.

Ademas, hay una serie de eventos como: a) formacion de sales de calcio-fosfato que
conlleva una reduccién del calcio sérico y reduccion de la absorcion de calcio debido a la
disminucién de la funcion renal (hipocalcemia); b) el efecto inhibitorio del Pi sobre la
enzima 1a-hidroxilasa en el rindn que provoca también una disminucion de 1,25D vy, c)
disminucién de la masa renal viable con la disminucion de la actividad 1a-hidroxilasa y por
tanto una disminucion de la sintesis de vitamina D, favoreciendo mas unos niveles bajos

en suero. Todos ellos resultan en una hipocalcemia e inician una cascada de eventos que
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lleva a una desregulacion de la hormona paratiroidea y consecuentemente un
hiperparatiroidismo secundario (HPT2)"2.

También podemos detectar alteraciones morfolégicas en el hueso debido a esta
desregulacion en la homeostasis mineral y podemos encontrar calcificaciones
extraesqueléticas como resultado del metabolismo mineral y éseo descarrilado, pero
también, por las terapias usadas para corregir las anomalias’.

En estos pacientes, para tratar el hiperparatiroidismo secundario se administran
suplementos de calcio, vitamina D y quelantes de fosfatos. La administracion de vitamina
D se ha visto que funciona incrementando los niveles de calcio sérico y también por
medio de su accion directa en la GPT suprimiendo los niveles de PTH"'. Aun asi, el efecto
de la vitamina D en la absorcién de calcio y fosforo del intestino y la resorcion del hueso
puede provocar complicaciones como hipercalcemias y hiperfosfatemias, con sus efectos
secundarios como calcificaciones extraesqueléticas.

Por esto, se usan analogos de la vitamina D, como el paricalcitol, que tiene también el
efecto en la GPT para disminuir las concentraciones séricas de PTH pero no provoca
hipercalcemia y hiperfosfatemia’™. El tratamiento con paricalcitol se ha asociado con una

mejor supervivencia'®.
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1.2 Calcificacion vascular

La principal causa de morbilidad y mortalidad en pacientes con enfermedad renal crénica
es la enfermedad cardiovascular, en especial la calcificacion vascular. Esta complicacion
tiene un papel importante en los pacientes con ERC incluso en las primeras etapas de la
enfermedad, provocando un incremento de la rigidez vascular y una disminucion de la
funcidn de los vasos. Eso se asocia con un aumento de la velocidad de onda pulso y
presidn, con el consecuente deterioro de la distensibilidad arterial, aumento de postcarga

que favorecen la hipertrofia ventricular izquierda y la perfusion coronaria comprometida®.
1.21 Estructura vascular

Podemos encontrar distintos tipos de calcificacion arterial. Para ello es importante primero
tener en cuenta la estructura de las capas de los vasos sanguineos:

- Tunica adventicia: constituida por tejido conjuntivo laxo (fibroblastos y colageno).
Sirve como anclaje del vaso a los tejidos que lo rodean.

- Tunica media: formada por células musculares lisas (CMLV), fibras elasticas y la
lamina elastica externa (fibras elasticas y colagenas en proporcién variable) que la
separa de la adventicia. Es la principal responsable de las propiedades mecanicas
de la pared arterial.

- Tunica intima: formada por el endotelio (células endoteliales que tapizan la luz del
vaso y actuan como barrera), el subendotelio, que esta constituido por tejido
conjuntivo y por ultimo, la /ldamina elastica interna, que es una membrana que

contiene una red de fibras elasticas y la separa de la capa media'""®.
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Subendotelio (tejido conectivo)
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Lamina elastica interna

Células de musculo liso vascular

Fibras elasticas

Lamina elastica externa

TUNICA
ADVENTICIA

Tejido conectivo

Figura 5. Estructura de la pared arterial. Adaptado de Encyclopaedia Britannica, Inc.

1.2.2 Tipos de calcificacion vascular

Se pueden distinguir cuatro tipos de calcificacion vascular basandonos en su localizacion,

la asociacion con placa de ateroma o el modo de formacion:

- Calcificacion pasiva: calcificacion de tejidos blandos u 6rganos como resultado

del producto anormal de Ca/P.
- Calcificacion activa, la podemos dividir en tres tipos:

o Calcificacion de las valvulas cardiacas,

o Calcificacion de la capa intima: asociada a la placa de ateroma y la

secuencia de eventos relacionados como disfuncién endotelial, un aumento
de la deposicién de lipidos y el infiltrado de células inflamatorias,

Calcificacion de la capa media: conocida como esclerosis de Mdnckeberg
(descrita en 1903). Como resultado de la mineralizacion de las fibras
elasticas, degeneracion de CMLV, y un incremento de la expresion de genes
osteogénicos se produce un cambio de fenotipo en las células de musculo
liso vascular hacia células parecidas a osteoblastos. Es independiente de la
aterosclerosis pero pueden coexistir. Se observa frecuentemente en
pacientes con anomalias metabdlicas como hipervitaminosis D, ERC y

diabetes. %201
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1.2.21 Calcificacion de la capa media: esclerosis de Mdnckeberg

En el proceso de calcificacion vascular intervienen diferentes mecanismos:

En primer lugar, en el mecanismo pasivo, los niveles altos de Ca y P aumentaran la
formacién y precipitacion de cristales de bioapatita en la matriz extracelular®’. Estos
cristales de fosfato calcico pueden interactuar y activar monocitos y macrofagos que

después produciran citoquinas que promueven ain mas la calcificacion'®.

Sin embargo, la calcificacion no es solo este proceso pasivo, sino que es un proceso
activo extremadamente regulado de una forma parecida a la mineralizacion y
metabolismo del hueso, y que incluye un cambio fenotipico de las CMLV a células éseas,
la activacion de genes asociados a la diferenciacion 6sea, apoptosis, liberacion de

vesiculas extracelulares y senescencia celular®® .

Un factor importante es la hiperfosfatemia, que afectara a las CMLV, estimulando la
entrada y acumulacion de fosforo dentro de la célula a través del cotransportador de
fosfato dependiente de sodio (Pit-1). Este proceso sera una sefal para la expresion de
genes osteogénicos (fosfatasa alcalina, BMP-2 Runx2, osteocalcina, osteopontina) y
disminucién de los inhibidores de calcificacion. Estas CMLV padecen una
desdiferenciacion fenotipica, pasando de un fenotipo contractil a uno de sintético y que
lleva a una formacion de matriz mineralizada, cartilago y hueso. A continuacion, estas
CMLV-osteoblastos secretaran moléculas minerales (vesiculas de matriz, proteinas
ligadoras de calcio, fosfatasa alcalina y matriz extracelular rica en colageno), lo que crea
un ambiente permisivo para la deposicién de minerales como Ca y P'. Todos estos
factores llevan a la transformacién de la célula para ser susceptible de calcificacion
(Figura 6).
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%[ et oo |

Mineralizacion
de la matriz

Figura 6. Modelo de los efectos del calcio y fosforo elevados en la mineralitzacion de las CMLV. Adaptado de
Giachelli C.M. et al."®

Ademas, estas células padecen procesos de inflamacién y estrés oxidativo que
provocaran apoptosis celular y formacion de vesiculas con contenido citoplasmatico y
membrana celular®®. Este proceso estd contrarrestado por inhibidores locales o
circulantes de la calcificacion como fetuina A o la proteina de matriz-Gla, cuyas
concentraciones y funciones disminuyen en la ERC vy, por esto, la pérdida de estas

moléculas influye en la calcificacion'®®.

Recientemente, también se ha visto que los microRNAs pueden regular muchos procesos
celulares como la calcificacion vascular. Se han descrito varios microRNAs candidatos en

regular este proceso, los cuales se detallaran mas adelante.

19



K
8
B
.
.
“

\ X
CALCIFICACION
VASCULAR

Figura 7. Mecanismos involucrados en el proceso de calcificacion vascular. Fuente: Elaboracién propia.

1.2.3 Activadores de la calcificacion

Tal y como hemos mencionado anteriormente, en la calcificacién vascular se produce un
gran aumento de expresion de marcadores de diferenciacion osteoblastica debido a la
hiperfosfatemia, pero ademas, se han identificado un amplio nimero de factores
relacionados con la uremia que también tienen la capacidad de inducir genes
osteogénicos, de transformacion osteoblastica y de secrecién de algunas proteinas de
matriz dsea en la pared de los vasos y tejidos blandos®. Algunas de las moléculas que

favorecen la calcificacion vascular son:

1) Fosfatasa alcalina (ALP): es uno de los marcadores fenotipicos de los osteoblastos y
se ha descrito como esencial en el proceso de calcificacion vascular. Puede actuar sobre

t?°. Se ha descrito

los liberadores de fosfato provocando la secrecién de fosfato inorganico
que tanto las citoquinas inflamatorias®* como la vitamina D® inducen su activacion,

influyendo en la mineralizacion.

2) Core binding factor alpha 1 (Cba1) o Runx2: es un factor de transcripcion esencial

en la diferenciacion osteoblastica, expresion de genes de matriz dsea vy

20



1. Introduccion

consecuentemente mineralizacion 6sea. Runx2 induce la expresidén de importantes genes
de la linea osteoblastica como la osteocalcina, osteopontina o ALP. Durante la
mineralizacién de las CMLV se ha demostrado que hay un aumento de Runx2 en cultivos
con medio con B-glicerofosfato (comparable con la situacién al final de la ERC)®. El

fosfato® y las toxinas urémicas®’ incrementan su expresion.

3) RANKL: es una proteina producida por la linea osteoblastica y células T activas y
promueve la formacion, diferenciacion y activacion de osteoclastos permitiendo el
aumento de la resorcion y pérdida de hueso mediante la estimulacién de su receptor
especifico RANK que se expresa en un numero de células mas reducido como los
progenitores y osteoclastos maduros, las células T activas y las células dendriticas. La
activacion de RANK inicia la cascada de sefializacién intracelular de NF-kB, un complejo
proteico que funciona como factor de transcripcion que finalmente modula la expresion de
diferentes genes como, por ejemplo BMP4?°. Su expresion estd modulada por varias

citoquinas, glucocorticoides y PTH?,

4) Bone morphogenic proteins: las BMPs son un grupo de proteinas que forman parte
de la superfamilia del factor de crecimiento transformante beta (TGF-). Mediante la union
a un heterodimero de receptores transmembrana, actuan y provocan la translocacion
nuclear de factores de transcripcion Smad modificando la transcripcion de los genes diana
que finalmente inducen la formacién ectépica de hueso. BMP2 y BMP4 se han descrito
como mediadores de la calcificacion vascular porque estan implicados en la
mineralizacidén y en la induccién de la inflamacion local. La proteina de matriz Gla (MGP)

inhibe el efecto de BMP2 en la calcificacion vascular?.

5) Osteocalcina: La osteocalcina es un polipéptido proteico de 49 aminoacidos producido
principalmente en los ultimos estadios de la diferenciacion osteoblastica y liberado a la
circulacion cuando el hueso nuevo se forma, por esto se considera un marcador de
recambio 6seo®®. Se ha demostrado que sus niveles aumentan en la diferenciacion
osteogénica de CMLV y que tiene funciones de estimulador y diferenciador de la
mineralizacidén activando Runx2, Sox9, ALP y el contenido mineral. Se ha mostrado una
correlacion entre la calcificacion arterial y la elevacion de osteocalcina en ratas tratadas

con vitamina D%.
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6) Lamin A: las proteinas Lamin A/C, codificadas por el gen Lmna; son las mayores
componentes de la capa nuclear y se expresan principalmente en células de origen
mesenquimal como tejido adiposo, hueso y cardiovascular. Tanto la Lamin A como la C
estan involucradas en la organizacion de la cromatina, regulacion del ciclo celular,
transcripcion génica y sefalizacion celular. La forma inmadura de Lamin A, la prelamin A,
se puede acumular debido al envejecimiento, y, como los pacientes de ERC tienen
muchas caracteristicas del sindrome de envejecimiento acelerado, estudiar la expresion
de lamin A/C podria ser util para explicar, por ejemplo, la calcificaciéon vascular. Algunos
estudios apuntan la prelamin A y lamin A/C como factores importantes de la diferenciacion
osteoblastica y se cree que también podrian estar promoviendo la diferenciacion de las
CMLV a células osteoblasticas. También se ha descrito que Lamin A/C pueden ser

necesarias para una eficaz unién nuclear y actividad transcripcional de Runx2>".

7) Osterix (Osx): es un factor de transcripcion que pertenece a la familia de las proteinas
de especificidad (Sp) y dentro de estas se conoce como Sp7. Tiene la funcion esencial de
diferenciar osteoblastos para que se produzca la mineralizacion 6sea®. Los ratones con
deficiencia de Osx acumulan preosteoblastos detenidos en su diferenciacion®. Se ha

identificado como diana de Runx2%*.

8) Osteopontina (OPN): es miembro de la familia de proteinas SIBLING (small integrin-
binding ligand, N-linked glycoprotein) reguladoras de la mineralizacion del hueso y
dientes. Sus mecanismos en la regulacion de la calcificacion vascular aun no estan
completamente resueltos®. Por un lado en algunos estudios, como el de Giachelli et al,
vieron que ratones OPN-/- no mostraban calcificaciones, pero si los cruzaban con ratones
MGP-/- (OPN-/-, MGP-/-) estos mostraron una calcificacion mas elevada que los ratones
solo MGP-/-, indicando que OPN es un inhibidor inducible de la calcificacion vascular in
vivo®®. Pero en otros estudios, OPN se incluye como gen osteoblastico, cuya expresion
aumenta en cultivos de CMLV tratados con medios calcificantes®'. Se ha relacionado esta
funcidon dual con las modificaciones post transcripcionales: OPN incrementa la
mineralizaciéon vascular de las CMLV, mientras que OPN fosforilado es un potente

inhibidor de la calcificacion vascular®’.
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1.24 Inhibidores de la calcificacion

En condiciones normales las células de los vasos expresan inhibidores de calcificacion vy,
si hay una pérdida de estos como en el caso de la ERC, puede producirse una

calcificaciéon espontanea. Algunos de los inhibidores que se han descrito son?:

1) Matrix Gla Protein (MGP): se expresa constitutivamente en las CMLV y en células
endoteliales pero en arterias calcificadas disminuye su expresion y los niveles séricos son
menores?’. MGP es una proteina que depende de vitamina K y pertenece a una familia de
proteinas extracelulares de union a minerales llamada Gla. Estos residuos Gla tienen alta
afinidad para iones calcio, fosfato, y cristales de hidroxiapatita. Aun asi, el mecanismo
exacto de inhibicién de la CV se desconoce, aunque se sabe que es sintetizada por varios
tejidos incluido las CMLV?8.

Se ha descrito que la MGP protege de la calcificacion arterial a través de varios
mecanismos: a) tiene una alta afinidad para cristales de hidroxiapatita formados de nuevo
y anula su acumulacioén en la pared arterial; b) después de unirse a estos cristales, activa
los macréfagos arteriales y promueve la fagocitosis y apoptosis del complejo MGP-
hidroxiapatita y, por ultimo, c) MGP directamente inhibe la unién de bone morphogenetic
protein-2 (BMP-2) a su receptor y consecuentemente disminuye su funciéon®®. Para ser
activa, la MGP tiene que ser fosforilada y carboxilada; la carboxilacién es dependiente de

vitamina Ky la fosforilacion es necesaria para su secrecion®.

2) Fetuin A: También se conoce como glicoproteina alfa2-Heremans-Schmid y es la
proteina sérica mas potente como inhibidor de la calcificacién. Cuando esta expuesta a
altas concentraciones de calcio y fosfato forma las particulas primarias calciproteinas
(CPP) que contienen fosfato calcico y lo mantienen en solucion para prevenir que

precipite. En pacientes con ERC se han encontrado bajas concentraciones de fetuin A%,

3) Klotho: es una proteina transmembrana que actua como co-receptor (juntamente con
el receptor de FGF) del factor de crecimiento fibroblastico 23 (FGF23) y tiene un papel
importante en el equilibrio del calcio-fosfato. La sefalizacién a través de FGF23 y Klotho
reduce la reabsorcién de fosforo disminuyendo los co-transportadores de sodio fosfato
tipo-2 en el tubulo proximal y también la sintesis de la vitamina D. Ademas, la forma de

Klotho soluble, actua como factor endocrino ejerciendo sus funciones mediante su
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actividad glicosilasa y se ha visto implicado en la inhibicidon de la sefalizacion por Wnt asi

como también el mantenimiento de la integridad endotelial®.

4) Osteoprotegerin (OPG): es una proteina que se expresa de forma enddégena en las
CMLYV y actua neutralizando el receptor de RANKL y TRAIL para regular la diferenciacion
osteoblastica. RANKL es producido por las células T activadas y estimula a RANK, lo cual
permite la diferenciacion y activacion de los osteoclastos que aumentan la resorcidn 6sea
y perdida de hueso. Ademas OPG es receptor de TRAIL, factor de necrosis tumoral, el
cual se ha encontrado en areas calcificadas y es un potente inductor de apoptosis*'.
Como se ha visto incrementado en pacientes con calcificaciones vasculares no esta muy
claro su significado como biomarcador y si su elevacioén refleja, quiza, un incremento para

combatir la calcificacion®.

5) Esclerostina (SOST): Se ha descrito como un inhibidor de la sefializacién por la via
canoénica Wnt/B-catenina en el proceso de formacion de hueso*?**. En general el papel de
SOST en la transdiferenciacién de las CMLV y en el desarrollo de la calcificacion vascular
no es muy conocido, pero su funcion mas descrita es su mecanismo de feedback negativo
para prevenir la calcificacion excesiva®. La reduccion de SOST incrementa la expresion
de marcadores osteoblasticos y promueve la formacion de hueso****. En un estudio de
calcificacion con células de musculo liso vascular humanas mostraron que SOST era
capaz de disminuir la expresion de Runx2 y restaurar la actividad de la a-actina de

musculo liso**.
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1.3 Vitamina D

La vitamina D es una hormona esteroidea que, tal y como hemos descrito anteriormente,
tiene una funcidon importante en el metabolismo mineral y, en la enfermedad renal, sus

niveles disminuyen debido a la disminucion de la funcion renal.
1.3.1 Sintesis de la vitamina D

La vitamina D se sintetiza a través de distintos pasos (Figura 8). En primer lugar la
vitamina D3 se forma en la piel a través de la bioactivacion del 7,8-dehidrocolesterol o se
ingiere a través de la dieta y se transporta al higado para sufrir un primer paso en su
activacion®®. En la piel, la vitamina D3 se produce por una conversion fotolitica del 7,8-
dehidrocolesterol inducida por la luz UV a previtamina D3, seguido de una isomerizacion
térmica a vitamina Ds3*. Para terminar con la activacién, la vitamina Ds; sufre una
hidroxilacién del carbono 25, principalmente el higado. Sin embargo hay otros tejidos
como piel, intestino y rindn que también tienen esta funcidn. Tras esta hidroxilacién se
formara 25(0OH)Ds (calcidiol), que es el metabolito principal que se encuentra en sangre y
que se usa para determinar el estado de vitaminosis D en una poblacién®. El dltimo paso
para la activacion, en el cual se forma calcitriol a partir de calcidiol, se da principalmente
en el rindn a través de la enzima 25(OH)D-1a-hidroxilasa (CYP27B1), localizada en la
membrana mitocondrial interna*’. Después de este paso, la vitamina D ya esta activa. El
rindbn no es el unico tejido que puede convertir calcidiol en calcitriol, tanto las células
endoteliales como las CMLV tienen actividad CYP27B1, juntamente con la expresion del

)48

receptor de la vitamina D (VDR)™. Por lo tanto, existe una produccién local para que el

calcitriol actue como regulador paracrino de ciertas funciones, aunque esta normalmente

no contribuira a los niveles circulantes de calcitriol*°.
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Figura 8. Sintesis de la vitamina D a partir del 7,8-dehidrocolesterol. Adaptado de Dusso 2005%°

Los niveles de la vitamina D activa, se regulan por la sintesis (mediante 1a-hidroxilasa
que es estimulada por la PTH) pero también por la degradacion, mediante la enzima 24-
hidroxilasa, que es la responsable de la hidroxilacion de la 25(OH)D3 y de la 1,25(OH)2D3
para formar 24,25(0OH);D3; y 1,24,25(0OH),D3, respectivamente. La enzima 24-hidroxilasa
(CYP24) es una enzima mitocondrial que catalizara la adicion de un grupo hidroxil en el
carbono 24 de la vitamina D. Se ha detectado expresion de la 24-hidroxilasa en riidn,
intestino, hueso, placenta, piel y macréfagos. En el rifidn, la PTH inhibe la expresion de
24-hidroxilasa®".

Los metabolitos de la vitamina D son moléculas lipofilicas que deben transportarse en la
circulacion unidas a proteinas plasmaticas. La proteina de union a vitamina D (DBP) es la
mas importante de ellas, con una alta afinidad con el orden 25(0OH)D3 = 24,25(0OH),D3 >
1,25(OH),D3 > vitamina D32,

Se ha sugerido que solo una pequefa parte de los metabolitos que no estan unidos a
proteinas son los que entran de forma pasiva en las células diana para ser metabolizados
o para hacer su actividad biolégica. Como la mayoria estan unidos a DBP, esto hace que
tengan un acceso limitado a las células diana®. Los niveles de DBP no estan regulados
por vitamina D pero estan reducidos en enfermedad hepatica, sindrome nefrético y

malnutricién y incrementan durante el embarazo y terapia con estrogenos. Aun asi, la
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1. Introduccidn

concentracion de 1,25(0OH);D; libre permanece constante cuando los niveles de DBP

varian.

La 25(0OH)Ds se filtra libremente por el glomérulo y para que entre en las células de tubulo
proximal es necesario el receptor megalina, que facilita la entrada de vitamina D unida a
DBP. Una vez dentro de las células de tubulo proximal, la 25(OH)D3; se puede liberar para
que la 1a-hidroxilasa la convierta en 1,25(OH),D3, ya sea para mantener la produccion de
1,25(OH),D3 o, para reciclarla de nuevo a la sangre para mantener los niveles de
25(0OH)D; y que las 1a-hidroxilasas extrarenales la puedan convertir también en
1,25(0OH).D3 ** (Figura 9).

Torrente sanguineo Filtrado glomerular

1-hidfoxilasa e .
: € ¢ 25D/DBP
= 25D/DBP }
.. '. DBP

1,25D/RVD @
J_ 1-hidgoxilasa )
nflamacién & _ LIQUIdO
o intersticial

Monocito-macréfago

Figura 9. Mecanismo de entrada de la 25D en la célula del tiubulo renal para su activacién. Fuente: Bover 2015%

1.3.2 Receptor de la vitamina D (VDR)

La mayoria de las acciones bioldgicas del calcitriol se dan a través de la unién al receptor
de alta afinidad, VDR, miembro de la superfamilia de receptores nucleares para hormonas
esteroideas, que actua como un factor de transcripcion activado por Iigandoso. Cuando la
vitamina D se une al receptor, se produce una heterodimerizacion con el receptor del
acido retinoico (RXR) y, posteriormente, este heterodimero se une a los elementos de
respuesta a vitamina D (VDREs) en los promotores de los genes diana y recluta otras

proteinas nucleares en el complejo transcripcional (coreguladores). Este complejo,

27



modula la transcripcion de los genes diana, ya sea aumentando o disminuyendo su

expresion (Figura 10). Entre estos genes podemos encontrar osteopontina, CYP27B1,
PTH,etc.*

25-hidroxivitamina D5 1,25-hidroxivitamina D,

0"".‘\0

— G
o 27
‘L Activacion VDR K

1,24,25D
Heterodimerizacion 4 ’

Unién a DNA

AUTOCRINA ENDOCRINA/

PARACRINA

Control
transcripcional

Figura 10. Heterodimerizacién del receptor de la Vitamina D y unién a los VDREs. Adaptado de Dusso 2005,

La estructura del gen de VDR consta de distintas regiones (Figura 11), con funciones
determinadas cada una:

N

115 159 202

- /
LY_I '

Dominio de unién
aDNA

1 21 89

Dominio de union a ligando AF-2
Figura 11. Dominios del gen VDR. Adaptado de Dusso 2005%.
- El dominio de unién a ligando (LBD): es el responsable de la unién de alta afinidad de la

1,25(OH).D3. En el extremo c-terminal de este, encontramos el AF-2, conocido como

dominio de activaciéon de la funcidon 2 dependiente de ligando. Este produce el mayor
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cambio conformacional de la estructura de VDR cuando se une el ligando para reclutar las
proteinas responsables de su translocacion del citoplasma al nucleo, como el complejo de
iniciacion de la transcripcion (RNA polimerasa IlI) y coactivadores transcripcionales

nucleares que promueven una remodelacion de la cromatina y transcripcion de genes.

-El dominio de union a DNA (DBD): en la parte N-terminal, estda muy conservado entre los
receptores esteroideos nucleares. Formado por dos dedos de zinc, responsables de la
interaccién de alta afinidad con secuencias especificas de DNA en la region promotora de
los genes diana para 1,25(0OH).,D3s, nombrados vitamin D-response elements (VDRES).
Mutaciones en la region de los dedos de zinc resultan en una unidn defectuosa,
asociadas con los fenotipos clinicos mas severos de la resistencia a vitamina D*°. En el
LBD hay un cluster de cinco aminoacidos basicos entre los dos dedos de zinc, cuatro de
ellos cargados positivamente. Se hipotetiza que éstos son los que hacen el contacto con
el DNA, siendo ademas esta region, crucial para la localizacion nuclear del receptor.
También se ha demostrado que las superficies de dimerizacion de VDR con RXR se
encuentran en uno de los dedos de zinc®’. Algunos de los genes que se ha identificado

que son activados por vitamina D son osteocalcina, osteopontina, B3 integrina, p21, etc.
1.3.3 Acciones de la vitamina D
1.3.31 Acciones clasicas

La vitamina D es esencial para mantener normales los niveles de calcio extracelulares
juntamente con el rindn, el hueso, la glandula paratiroidea y el intestino, donde sus

acciones son:

-Intestino: la vitamina D es necesaria para que el intestino absorba de la dieta calcio y
fosfato ya que estimula los canales de calcio apicales (TRPV6 o TRPVS) para que el
calcio entre en la célula; también la proteina de union a calcio citosdlico (CaBP;
calbindina) que facilita los movimientos de calcio a través de la célula, y, finalmente, la
ATPasa de calcio (PMCA1) presente en la membrana basolateral y el intercambiador

NA+/CA+ (NCXI) que bombean calcio de la célula hacia el torrente sanguineo®.
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-Hueso: La vitamina D es esencial para el desarrollo y mantenimiento del esqueleto y su
deficiencia produce raquitismo en animales jovenes y osteomalacia en animales adultos.
Juntamente con el VDR son necesarios tanto para la formacion de hueso osteoblastico
como para la resorcion Osea osteoclastica. En el caso de la osteoclastogenesis, la
vitamina D, regula el receptor RANK incrementando su expresion e inhibe la expresion de
OPG. La interacciéon de RANKL con su receptor RANK promueve la maduracion de las
células progenitoras de osteoblastos a osteoclastos maduros. Todo esto se traduce en un

aumento de la osteoclastogenesis y la actividad osteoclastica®®.

-Glandula paratoidea: Se sabe que el sistema endocrino de la vitamina D es un potente
modulador de la funcion paratiroidea. Una deficiencia de vitamina D resulta en hiperplasia
tiroidea y una incrementada sintesis y secrecion de PTH, mientras que la administracion
de 1,25(0OH);Ds3 inhibe la sintesis de PTH y el crecimiento de la glandula. Asi, la terapia
con vitamina D se ha demostrado efectiva para tratar el hiperparatiroidismo secundario de
la enfermedad renal crénica®. Sin embargo, estudios posteriores son mas criticos en el
papel de 1,25(OH).,D3 en el control del crecimiento celular de la glandula paratiroidea ya
qgue en estudios con ratones deficientes para 1a-hidroxilasa a los que se les normalizaron
de los niveles de calcio en suero, mostraron normalizacion de los niveles de PTH aunque

no de hiperplasia®'.

-Rifion: en el rindn el efecto de la vitamina D es controlar su propia homeostasis
inhibiendo la 1a-hidroxilasa, estimulando la 24-hidroxilasa y induciendo la expresion de

1°°. Aln asi la

megalina en el tubulo proximal, para mejorar la reabsorcién de calcio rena
implicacion de la vitamina D en el manejo renal de calcio y fosfato continua siendo
controvertido debido al efecto simultaneo de la vitamina D en la PTH sérica y en la
absorcion de calcio y fosfato intestinal, los cuales afectan la tasa de filtrado de los dos

iones®?.
1.3.3.2 Acciones no clasicas
Se ha demostrado que aparte de estas funciones clasicas, la vitamina D también tiene

acciones no clasicas en otros érganos, debido a la presencia de VDR en muchos tipos

celulares. Algunas de estas acciones son:
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- La regulacion de la proliferacion y la diferenciacion celular. en estudios de cancer de
pecho y colon se le asocia un papel protector, igual que en leucemias, donde es capaz de

inhibir la proliferacion de la células cancerigenas y estimular la diferenciacion celular®®®*,

-La regulacion de la apoptosis: puede tener efectos tanto proapoptoticos como
antiapoptoticos, importantes en el desarrollo y funcién normal del tejido y también en la

inhibicion del crecimiento en distintos canceres®.

- Capacidad de modular la respuesta inmune: controlando infecciones, enfermedades
autoinmunes y una mejor tolerancia al trasplante, que se atribuye a los efectos
prodiferenciadores de los monocitos-macrofagos, células presentadoras de antigeno,

células dendriticas y linfocitos®.

- Potencial terapéutico en la piel: en lesiones psoriasicas se ha visto una mejora con
tratamientos con vitamina D. El complejo vitamina D-VDR es esencial para el desarrollo

normal de la piel y el pelo®®.

- Inhibe el sistema renina-angiotensina: se ha encontrado una asociacion entre los niveles
de vitamina D, la presion arterial y la actividad de la renina en plasma. Ratones sin VDR
tienen incrementos en la expresion de renina y angiotensina Il plasmatica que causan

hipertensién e hipertrofia cardiaca®®.

1.3.3.2.1 Vitamina D y calcificaciéon vascular

Algunas de estas funciones no clasicas de la vitamina D se han estudiado en el sistema
cardiovascular y, especificamente en las CMLV, células de principal interés en este
trabajo, ya que se ha demostrado que la vitamina D estda muy implicada en la salud
cardiovascular en los enfermos renales.

Algunos enfermos, se caracterizan por presentar disfuncion arterial que implica una
disminucién de la distensibilidad arterial, la cual se puede atribuir tanto a una disfuncién
de las células endoteliales como de las CMLV. Ambos tipos celulares tienen capacidad de
respuesta a vitamina D y ademas pueden sintetizar vitamina D a nivel local. Esto nos

hace pensar que la vitamina D puede tener un papel importante en la funcion arterial.

31



En las CMLV se ha descrito que los niveles de VDR estan sobre regulados por 1,25D, ya
que la 1,25D aumenta los niveles de mRNA y proteina, indicando que la via de VDR es
totalmente funcional en estas células®’. Sus acciones en las CMLV son promover una
proliferacion excesiva y calcificacion, cosa que provoca rigidez en la arteria®®. Sin
embargo, el papel de la vitamina D en la proliferacion de las CMLV es un tema de debate
constante, ya que muchos estudios muestran como la vitamina D aumenta la proliferacion
de las CMLV®"% mientras que otros que afirman lo contrario®.

Igual pasa en su papel en la calcificacion vascular, el cual ha estado ampliamente
estudiado. En los primeros trabajos se demostré que altas dosis de vitamina D
incrementaban la calcificacion de la tinica media de las arterias'*?*. Jono et al. ya
postularon que la vitamina D podria tener un efecto directo en las CMLV, estimulando el
flujo de calcio al interior. Comprobaron que excesos de vitamina D inducian calcificacion
vascular tanto en animales de experimentacion como en células humanas. Ademas,
apuntaron que las CMLYV tienen un sistema autocrino/paracrino que regula el metabolismo
del calcio y que la vitamina D afecta a este sistema local para estimular su accion en la
calcificacién vascular®®. A pesar de eso, hay otros estudios que muestran una relacién

inversa entre los niveles de calcitriol y la calcificacion vascular'.

En la primera situacion, en casos de altos niveles de vitamina D, esta promueve la
calcificacion a través del aumento de los niveles de calcio y fosforo libres, y un aumento
del producto CaxP. Por otro lado, en CMLV bovinas in vitro se ha descrito que la vitamina
D induce directamente la mineralizacion via VDR de una forma dosis-dependiente. Asi,
altos niveles de vitamina D inducen el cambio fenotipico de las CMLV, ya que empiezan a
expresar marcadores osteoblasticos, (Runx2, osterix, Ocn, BMP2 y OPN) e incrementan
la actividad fosfatasa alcalina®'*"®. Ademas, otros estudios sugieren, que aumentos de
vitamina D estimulan la expresion de metaloproteasas (MMPs), conocidas promotoras de
la calcificacion”".

En el estudio de Jono et al. en CMLV bovinas, se demostr6 que la vitamina D
incrementaba de forma dramatica la expresion de OPN (que presenta un elemento de
respuesta a vitamina D) solo en las CMLV calcificadas. Este estudio concluye que las
dosis farmacologicas de vitamina D estimulan la calcificacion vascular con un efecto
directo en las CMLV?.

Han et al., posteriormente, demostraron que hay una cooperacion funcional entre VDR y

Runx2, en la regulacion mutua de sus expresiones, de la expresibn de genes
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osteogénicos y en la deposicion mineral en calcificacion vascular. Describen que en
modelos de raton KO para VDR o Runx2 la calcificacion vascular esta disminuida sin
incrementos en la expresidn de marcadores osteoblasticos en las arterias’®.

Ademas, Runx2 se ha encontrado que también regula la transcripcién de OPN en algunos
tipos celulares mediante la interaccion sinérgica con VDR'2.

Por todo esto, el modelo de raton con calcificacion vascular inducida por vitamina D es
considerado uno de los modelos mas robustos de calcificacion. Asi, dosis de 500.000
IU/kg/dia pueden producir calcificacion severa de la tunica media de la aorta tras 7 dias

de tratamiento’®.

Por otro lado, se ha comprobado que la deficiencia de vitamina D también es un estimulo
deletéreo para eventos de calcificacion vascular. En modelos de rata urémica se ha
detectado calcificacion en la tunica media de las arterias aun con bajos niveles de calcio y
vitamina D™*. Los mecanismos por los cuales la deficiencia de vitamina D promueve
también el desarrollo de la calcificacion vascular no estan claros, pero se han descrito
unos niveles incrementados de los factores pro-inflamatorios como el factor de necrosis
tumoral (TNF-a), interleukina-1 beta (IL-1p), interleukina-6 (IL-6) y la via de sefalizacion
Msx2-Wnt, que contribuyen a la mineralizacién vascular y la resorcion ésea’ %"’
Ademas se pierde la inhibicion del proceso de diferenciacion osteogénica ya que, por
ejemplo, niveles normales de vitamina D reducen la expresién de Runx2”.

Los resultados clinicos refuerzan la idea que los niveles de vitamina D fisiologicos son
necesarios para prevenir la activacion de mecanismos procalcificantes, y su perturbacién
con un exceso de suplementacion o disminucion llevan a la patogénesis, indicando el
doble impacto de la vitamina D en la vasculatura’®.

También es importante destacar que los niveles de vitamina D plasmatica pueden no
reflejar los niveles vasculares, dado que los dos tipos de células de las arterias tienen
capacidad de sintetizarlo. Asi, los niveles de vitamina D arterial pueden ser mas altos que

los circulantes, debido a una activacion de la sintesis local®.
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Figura 12. Efectos del aumento o disminucion de los niveles de la vitamina D en la calcificacion vascular.
Fuente: Elaboracion propia.
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1. Introduccion

1.4 MicroRNAs

Los microRNAs son pequeias moléculas de RNA procesados a partir de regiones de
RNA mas largas que son capaces de regular el procesamiento postranscripcional del
RNA, gracias al apareamiento de bases con el mMRNA complementario. Aproximadamente
el 30% de los genes humanos estan regulados por mecanismos que dependen de
microRNAs’®. Un solo microRNA puede regular unos 200 mRNA involucrados en distintas
vias de la célula y, ademas, un transcrito de mRNA puede ser regulado por varios
microRNAs"®.

Los microRNAs pueden controlar muchos procesos celulares, intervienen en procesos de
tumorogénesis como inflamacion, regulacion del ciclo celular, diferenciacion, respuesta a
estrés, invasion y apoptosis. Ademas también pueden regular la hematopoyesis,

cardiogénesis, diferenciacion osteogénica, etc.®
1.4.1 Sintesis y procesamiento

En la biogénesis y procesamiento de los microRNAs (Figura 13) podemos diferenciar la
via candnica de generacion de microRNAs, pero también se han descrito otras vias
alternativas, llamadas no canodnicas, aunque el producto de estas ultimas no cumplirian la
definicion de microRNAs.

Si nos fijamos en la via canodnica, el proceso para la formacién de los microRNAs, se
inicia con la transcripcién del DNA gendmico. La RNA polimerasa-Il es la responsable de
la transcripcion de los miRNAs primarios o pri-miRNAs, los cuales tienen una estructura
en forma de bucle que sera reconocida por el complejo microprocesador formado por una

molécula de RNase Il Drosha y el cofactor DGCRS, y este generara el pre-miRNA®".
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Figura 13. Sintesi y procesamiento de los miRNAs. Adaptado de Ryan 2015

Estos pre-miRNAs pasan del nucleo al citoplasma a través de la exportina-5 y una vez en
el citoplasma son reconocidos por el complejo de procesamiento formado por Dicer y
TRBP (TAR RNA-binding protein) y la proteina quinasa activadora dependiente de ARN
de cadena doble inducible por interferon PRKRA (protein kinase interferon-inducible
double stranded RNA dependent activator). Este complejo eliminara el loop caracteristico
del pre-miRNA generando un duplex de microRNA maduro de unos 21-26 nucledtidos,
formado por una cadena madura de microRNA y su cadena complementaria®®.
Posteriormente, este duplex interacciona con la proteina Argonauta (AGO) 2 y formaran
el complejo RISC (RNA-induced silencing complex). Una cadena del duplex sera
eliminada de AGO, mientras que la otra sera la cadena madura o guia, responsable de
dirigir el silenciamiento, uniéndose a la region 3'UTR del mRNA diana®’.

En funcion de la complementariedad perfecta o incompleta de la cadena del miRNA con
su mRNA, inducira la degradacion del mRNA (cuando es perfecto) o reprimira la
traduccion si es parcial®*. Ademas también se ha visto recientemente que también pueden

aumentar la activacion de estos mRNAs®°.
La complementariedad de bases entre el miRNA y su diana ocurre principalmente a

través de la region de siembra del miRNA, que va del segundo al octavo (2-8) nucleétido
del extremo 5’ del miRNA y la secuencia complementaria del extremo 3'UTR del mRNA®®.
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1. Introduccion

A parte de esta region, se ha visto que los 6-mers de las posiciones 4-9 a 5-10 fueron
también de los mas enriquecidos en un estudio de complementariedad, aunque se
encuentran fuera de la region de siembra canodnica, por esto los nucledtidos del 4-10 de
los miRNAs se han considerado como la regién de siembra extendida, ya que se unen
con los sitios diana de los genes con ratios similares a los de las regiones de siembra

canonicas®’.

Hay evidencias que los miRNAs pueden mantenerse de forma estable en fluidos del
cuerpo, incluida la saliva, orina, leche materna y sangre. Pueden estar empaquetados en
exosomas o microvesiculas, también mediante lipoproteinas de alta densidad (HDL) o
unidas a AGO2. De las tres formas se protegen de la degradacion y se garantiza su
estabilidad. Pueden reflejar el tejido o célula de origen mediante ciertas proteinas de
superficie especificas. Por esto, los miRNAs exosomales muestran un buen potencial

como biomarcadores no invasivos de enfermedades®.
1.4.2 miRNAs y calcificacion vascular

En los ultimos afios, ha sido ampliamente estudiado el papel de los microRNAs en la
disfuncion cardiovascular para identificar dianas terapéuticas, asi como prevenir o tratar
las enfermedades vasculares®. Parece que los miRNAs juegan un papel importante en la
rigidez arterial y la calcificacion a través de la modulacién de vias criticas y moléculas
como TGF-$1, BMP, Ang Il, MMP, Runx2, entre otras.

Algunos microRNAs que se ha descrito que promueven la calcificacion vascular son, por
ejemplo, el mir-21, que esta regulado positivamente por OPN y provoca un incremento de
fibrosis, mediante la disminucion de PTEN y SMAD7, mientras que incrementa las vias de
sefalizacion de ERK y AKT®. Mackenzie et al. también postularon que el mir-221 y mir-
222 promueven la calcificacion y la diferenciacion osteoblastica mediante la regulacién de
Pit1%! y descensos del mir-297a, segtin Zheng et al. provocan un aumento de FGF-23, lo
cual también favorece la calcificacion®. En CMLV de rata, una sobreexpresiéon del mir-
29b resulté en una disminucion de los niveles de la proteina MMP2 y esto llevd a una
disminucion de la calcificacion vascular®%. Aunque, contrariamente, también se ha
descrito que, mir-29b se encuentra sobreexpresado durante la diferenciacion

osteoblastica, promoviendo la osteogénesis mediante la regulacién negativa directa de
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varios inhibidores de la diferenciacion osteoblastica (ACVR2A, CTNNBIP1 y HDAC4)®.
Se han detectado niveles circulantes incrementados en ERC del mir-146a,%” y se lo ha
relacionado con la aterosclerosis y osteoclasteogenesis®. Liu et a®® demostraron que el
mir-32 incrementa la calcificacién en CMLV de ratdén induciendo la expresion de BMP2,
Runx2, OPN, MGP y ALP mediante la inhibicion de Ila actividad PTEN v,
consecuentemente activando PI3K-Akt. Finalmente, el mir-3960 y mir-2861, se ha
confirmado que directamente inhiben HDACS (histone deacetylase) y Hoxa2 (Homeobox
A2), respectivamente, para incrementar los niveles de Runx2 en las CMLV. Tanto HDAC5

como Hoxa2 reprimen la expresion de Runx2 en condiciones normales'®,

Por otro lado, también hay microRNAs que influiran positivamente para prevenir la
calcificacion vascular. En primer lugar el mir-145 y miR-143 estan considerados de los
miRNAs mas importantes que afectan el cambio de fenotipo de las CMLV regulando
factores de transcripcion cruciales, incluyendo KLF4 y Myocd. Su deficiencia regula
negativamente el tono vascular y promueve un cambio de las CMLV a un fenotipo
desdiferenciado’’. Se ha descrito que el mir-145 promueve el fenotipo diferenciado de las
CMLV, la expresion de genes contractiles como a-SMA y disminuye la rigidez arterial
inhibiendo la sefializacién por TGF-p'%. La exposicién de CMLV humanas a niveles
patofisioldgicos de fosfato inorganico (Pi) disminuye la expresién de mir-143 y mir-145%.
De forma parecida, el miR-135a, es un potencial supresor de la diferenciacion
osteogénica ya que también reprime KLF4'®. Por otro lado, el miR-125b modula la
calcificacion arterial regulando el factor de transcripcion sp7 (osterix) ya que se ha
comprobado que la inhibicion de éste incrementa Runx2 y promueve la
transdiferenciacion osteoblastica'®'%. De la misma forma, el mir-133a, mir-204 y mir-20
son también reguladores negativos de la diferenciacion osteogénica de las CMLV ya que

2196197 3] 'igual que mir-30b-c'%. Por

también impiden la calcificacion inhibiendo Runx
otro lado, el mir-155 promueve un fenotipo proliferativo de las CMLV regulando
negativamente la expresion de eNOS'® y ademas inhibe la via de sefializacion por BMP y
el sistema renina-angiotensina®. Este microRNA se encuentra disminuido en aortas
toracicas de ratas con ERC comparadas con ratas normales''®. EI mir-18a promueve el
fenotipo contractil e incrementa las proteinas a-SMA y SM22a inhibiendo el gen diana
syndecan4’"’. Finalmente el mir-29a/b también disminuye la calcificacion de las CMLV

reprimiendo ADAMTS-7""2,
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1. Introduccion
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Figura 14. microRNAs involucrados en el proceso de calcificaciéon vascular. Fuente: Elaboracién prépia

143 miRNAs regulados por VDR

Des del descubrimiento de los microRNAs, se ha considerado VDR como un potente
regulador de estos non-coding RNA, aunque los sitios diana de union de VDR difieren
significativamente en funcion de los tipos celulares’'®. Hay varios mecanismos por el cual
VDR puede regular los miRNAs, ya sea mediante la regulacién de la maquinaria de
procesamiento de miRNAs por los agonistas de VDR (VDRAs), como se ha demostrado
entre calcitriol y Dicer''®, o mediante el control transcripcional directo por la unién del
heterodimero VDR/RXR a secuencias especificas del DNA en el promotor del gen, que se
llaman vitamin D response elements (VDREs), regulando asi, la maduracion de los
miRNAs115'116'117.

Un 3-5% de los genes humanos estan regulados por la vitamina D directa o
indirectamente, y esto incluye los miRNAs, que tienen un papel muy importante en las
enfermedades, sobretodo en el desarrollo de canceres''®, dado que la regulacion de los
microRNAs por VDR es importante para el control del crecimiento celular. En varios tipos
de canceres como préstata, colon, pulmoén, ovario, pecho, melanoma y leucemia se ha
confirmado que los miRNAs estan regulados por 1,25D''®. Se han descrito muchos

efectos antitumorales, por ejemplo en las células del estroma de prostata, donde han
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identificado que los mir-126, miR-154 y miR-21 contribuyen en la actividad anti-tumoral
de la vitamina D regulando directa o indirectamente genes involucrados en la
carcinogénesis''®. Huang et al. confirmaron que el miR-145 estaba inducido por vitamina
D en células de cancer gastrico y mediaba los efectos antiproliferativos y de regulacion de
genes por vitamina D, en estas células. Por lo cual, el miR-145 puede ser una diana
terapéutica para el tratamiento de este cancer''®. Por otro lado, Diaz et al, también en
cancer gastrico, describieron como dianas de la vitamina D el mir-146a, miR-22, miR-222
y miR-203 ya que detectaron variaciones en estos como consecuencia de la accion de la
vitamina D '%°.

En la colangitis biliar primaria, Milkiewicz et al, postularon que como resultado de una
reduccion de la expresion de VDR, no hay un feedback de inhibicion negativo y se inicia
una respuesta inflamatoria. Esta esta causada por un aumento en la expresion del miR-
155 que lleva a una supresién excesiva de SOCS1 (supresor de la sefalizacion de
citoquinas)'?".

Panizo et al. analizaron algunos miRNAs relacionados con el proceso fibrético, para
estudiar cdmo podian estar implicados en la prevencién de la fibrosis de miocardio
mediada por VDR. Demostraron que el mantenimiento de los niveles de expresion
cardiacos de miR-29b y mir-30c con tratamiento con VDRAs puede contribuir a los
efectos antifibréticos de estos activadores en la fibrosis cardiaca inducida por uremia.
Ademas, detectaron una expresion reducida del miR-29b y miR-30c en corazones de
ratas con fallo renal crénico. Algunos de los genes diana para mir-29b son colageno tipo |
y IV y MMP-2, entre otros. Por lo tanto los agonistas de VDR pueden regular la
transcripcion de miRNAs, convirtiéndolos en unos potenciales agentes terapéuticos'?.

Se conoce poco de la interaccidon entre 1,25D y miRNAs en las células del hueso. Lisse et
al. en su estudio identificaron el miR-637 capaz de mediar una respuesta regulatoria de la
vitamina D en osteoblastos, ya que a través de este, VDR es capaz de controlar los
niveles de osterix'?®. In vitro, el miR-542 suprime la diferenciaciéon osteogénica vy
promueve la apoptosis de los osteoblastos via BMP7/PI3K; in vivo, este inhibe la
formacion del hueso'®. También se ha visto que el miR-335 modula la via de
sefalizacion Wnt y promueve la osteogénesis actuando sobre el inhibidor de Wnt
directamente, DKK1'?°.

Aunque hay numerosos estudios, los miRNAs no estan bien caracterizados en células
0seas y los mecanismos de las interacciones con VDR durante el desarrollo del hueso no

estan del todo descritos. Ademas, Zhao et al. también encontraron que tres microRNAs
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1. Introduccion

(miR-146b, miR-140 y miR-322) respondian a la estimulacion con vitamina D. El mir-146b
esta involucrado en desordenes relacionados con el hueso, el mir-322 tiene un papel vital
en la diferenciacion osteoblastica y el mir-140 se expresa en células involucradas en el

115

desarrollo del hueso' °. No hay estudios que relacionen la modulacion de microRNAs por

VDR en CMLYV en el proceso de calcificacion vascular.
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2. Hipotesis y objetivos

La calcificacién vascular es una complicacién importante en pacientes con enfermedad
renal cronica. Las CMLYV tienen un papel fundamental en este proceso ya que supone la
transdiferenciacion de estas a un fenotipo con caracteristicas osteogénicas. La vitamina D
u otros componentes que se unen y activan el VDR son comunmente usados para
prevenir el hiperparatiroidismo secundario que ocurren en la ERC. Debido a la presencia
de VDR en las CMLV, la vitamina D juntamente con su receptor, se han postulado como
una de las mayores causas que pueden promover la calcificaciéon vascular. Nuestra
hipdtesis se basa en que la eliminacion del VDR en las CMLV protege en frente la

calcificacion vascular (CV) en ERC. Por lo que definimos los siguientes objetivos:

1. Investigar la expresion de VDR en arterias calcificadas de humanos y ratones

afectados con ERC.

2. Generacion del ratéon knock out condicional para VDR en CMLV e investigacion del

papel de VDR en el desarrollo de calcificacion vascular en ERC in vivo.

3. Analizar el efecto de la ausencia del VDR en CMLV en la calcificacion vascular in vitro.

4. Investigar la implicacion de ciertos microRNAs en la calcificacion vascular mediada por

VDR in vivo e in vitro.
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3.Materiales y métodos

3.1 Estudio In Vivo

Todos los experimentos con animales fueron previamente aprobados por el Comité de
Etica Animal de la Universidad de Lleida acorde con la guia del Consejo Europeo de
Investigacion para el cuidado y uso de animales de laboratorio y siguiendo las directrices
legales estatales y autondmicas:

- Real Decreto 53/2013, 1 de febrero, de normas basicas aplicables para la proteccion de
animales utilizados en experimentacion y otros fines cientificos, incluyendo la docencia.

- Ley 6/2013, de 11 de junio, es la modificacion de la ley 32/2007 de 7 de noviembre, para
el cuidado de los animales, en su explotacién, transporte, experimentacion y sacrificio.

- Ley 5/1995, 21 de junio de la Generalitat de Catalunya para la proteccion de animales
usados en experimentacion y otras finalidades cientificas.

- Decret 214/1997, 30 julio, que desarrolla la ley anterior, modificado mediante dos
decretos posteriores 286/1997 y 164/1998.

Los estudios con muestras humanas se han realizado de acuerdo con la Declaracion de
Helsinki y las leyes nacionales y locales (Ley 14/2007 y Real Decreto 1716/2011). El
procedimiento del estudio fue aprobado por el comité de ética del Hospital Universitario
Central de Asturias y todos los participantes firmaron el consentimiento informado antes
de su inclusion en el estudio, dando asi permiso para el uso de forma anénima de sus

datos médicos para investigacion.

3.1.1 Muestras de arterias epigastricas humanas

El estudio incluye muestras de arterias de ocho pacientes con ERC y nueve donantes con
funcidn renal normal, no fumadores y sin diabetes ni enfermedad vascular. Las muestras
de arterias se obtuvieron durante el procedimiento de trasplante (en el caso de los
pacientes con ERC) o durante la extraccion del 6rgano en el caso de los donantes,

después de firmar el consentimiento informado.
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3.1.2 Mantenimiento y cria de los ratones

Los ratones se estabularon en el area convencional del animalario de roedores de la
Universitat de Lleida. Disponian de comida y agua ad libitum y estaban sometidos a un
ciclo de 12 horas de luz/oscuridad a 20°C y humedad del 50%. Durante los primeros
meses la dieta era la estandar para roedores (0,6% calcio, 0,8% fosforo y 0,6 Ul/g
vitamina D3 con 2,9 kcal/g) de Harlan Teklad.

En el caso de los ratones VDRko, usados en los experimentos in vitro, con un fondo
genético B6CBA fueron cruzados mas de 8 veces con ratones C57BL/6J y desde
entonces se ha mantenido la colonia por mas de 12 afos. Los VDRko fueron alimentados
con una dieta de rescate con alto calcio y fosforo (TD-96348, 20% lactosa, 2% Ca, 1,25%
P; Harlan Teklad, Madison, WI; USA) para prevenir la hipocalcemia. Se usaron ratones
machos de dos meses y sus correspondientes controles VDRwt, como grupo control en

los experimentos in vitro.
3.1.3 Generacion del modelo murino KO condicional de VDR en CMLV

El modelo usado en la parte in vivo de este estudio fue un ratdn knock out (KO)
condicional de VDR, especifico para células de musculo liso vascular (Mhy11-
CreVDR"™*¥). Se obtuvo cruzando hembras con un fondo genético Swiss129 y el gen de
VDR floxeado (VDR“/°*) (generados por Geert Carmeliet et al.; Universidad de
Leuven'?®) con machos Myh11-CreER"™ con fondo genético C57BL/6J proporcionados por
el Departamento de Biologia Vascular e Inflamacién del CNIC.

La Cre-recombinasa (CreER™) en estos ratones (solo machos) se encuentra debajo el
control del promotor de la cadena pesada 11 de la miosina de musculo liso (Myh11-
CreER™) y, por esto, solo estara activa en las células de musculo liso vascular'?’. En
estas, detectara las secuencias LoxP que se han introducido en el genoma de los ratones,
concretamente en el gen de VDR y se producira la recombinacién para finalmente
eliminar el exén 2 del gen de VDR. Por lo tanto, solo habra eliminacion de la parte del gen
localizada entre dos sitios loxP, en este caso VDR, en el tejido donde se expresa la

enzima Cre-recombinasa que se induce al inyectar Tamoxifen en el animal (Figura 15).
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3.Materiales y métodos
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Figura 15. Inactivacion especifica del gen VDR en las CMLV. a) representacion esquematica de los exones 1-3 e
intrones del alelo VDR con el exén 2 floxeado, b) construccién diana en el promotor de la cadena pesada de la miosina
(Myh11-promoter), c) Alelo VDR después de la escision del exén 2. Adaptado de Tomer Meir et al, 2009.

De esta forma, podemos controlar el tejido y el tiempo en el que se produce la eliminacién
del gen diana y, al eliminar VDR en edad adulta, evitamos que la falta de este gen durante
el desarrollo celular pueda ocasionar otros problemas y alteraciones en otras vias
metabdlicas. En este caso solo los machos son portadores de la Myh11—Cre—ERT2, por

esto, los ratones usados en el experimento son solamente machos.

Realizando los cruces necesarios entre heterocigotos, obtuvimos los ratones machos con

los genotipos necesarios para el estudio Cre+ VDR""*'y Cre+ VDR">/"°*,

VDR fue eliminado de las CMLV usando el sistema CRE-loxP recombinasa inducido por
Tamoxifen (1,5 mg/dia durante 5 dias), en ratones de dos meses de edad. Los dos
genotipos usados para el experimento (Cre+ VDR""™'y Cre+ VDR'*°%) fueron inyectados

con Tamoxifen y, los controles fueron grupos de cada genotipo sin Tamoxifen.
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3.1.4 Generacion del ratén reportero Myh11-creER™ mT/mG

Para confirmar la actividad Cre-recombinasa especifica de tejido se us6é un ratén
reportero, obtenido mediante el cruce del ratén con la Cre recombinasa especifica de
tejido (Myh11-creER™) con el raton reportero mT/mG (Gt(ROSA)26Sortm4ACTe"
tdTomato,EGFP)LuoM)y hroporcionado por el laboratorio de Patologia Oncologica del IRBLIeida.
La caracteristica del raton doble-fluorescente mT/mG (Muzumdar et al., 2007) es que
contiene un casete de expresion en el cual se insertd la proteina de membrana tdTomato
(mT) y una cola de poliadenilacié (pA) flanqueadas por secuencias LoxP. El resultado son
animales que expresan mT en todas sus células de forma constitutiva pero cuando se
activa la Cre recombinasa este casete sera eliminado y permitira la expresion de la
proteina de membrana verde EGFP (mG). Asi, en los tejidos donde tiene accion la Cre-
recombinasa (activada por Tamoxifen) podemos detectar una fluorescencia verde y en los

que no actua continua siendo roja después de inyectar Tamoxifen (Figura 16).

Corn oil

+ Tamoxifen

Cre | mER | meR | -: Cre | mER | mER

nuclear cytoplasmic

CAG prom RED

Figura 16. Representaciéon esquematica del raton reportero mTmG. Adaptado de Stefen Offermans 2014.

Para activar la Cre recombinasa, los ratones se trataron con Tamoxifen durante cinco dias
(1,5 mg/dia)'® y un mes y medio después de las inyecciones los animales fueron

sacrificados.
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3.Materiales y métodos
3.1.5 Genotipado de ratones

A los veintiun dias de edad, ya podemos determinar el sexo de los ratones y genotiparlos.
Para genotiparlos es necesario aislar el DNA gendmico de las colas de los ratones. Se
cortd un trozo pequefio de la cola de cada ratdon y los ratones se marcaron mediante
cortes en las orejas, siguiendo siempre el mismo patron de marcaje para poderlos
identificar posteriormente.

Las colas se digirieron con una mezcla de proteinasa K (Sigma-Aldrich) a 1 mg/ml y Buffer
de genotipado (700 mM Tris pH 8,5, 200 mM NaCl, 5 mM EDTA, 0,2%SDS) a 45°C
durante toda la noche. El dia siguiente se centrifugaron las muestras a maxima velocidad
y 4°C durante 10 minutos y seguidamente se recupero el sobrenadante. A continuacion,
se precipitd el DNA con 500 ul de etanol 100% frio, se invirtié el eppendorf una docena de
veces hasta observar los hilos de DNA y seguidamente se centrifugo durante 10 minutos
a maxima velocidad a 4°C. Finalmente, se elimin6 el sobrenadante por decantacién, se
dejé secar el pellet durante 15 minutos y seguidamente se resuspendio con 500 ul de
agua MQ.

Una vez finalizada la extraccién de DNA de cada ratén, se determina el genotipo de cada

uno para VDR mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Sabemos que todos los ratones machos seran positivos para el gen de Myh11-CreERT2,
pero para confirmar que son transgénicos para el gen de la Cre inducible especifica de
musculo liso vascular, realizamos la PCR correspondiente. En la cual podremos detectar

dos bandas (de 200 y 300 bp) en el caso que sea positiva 0 solo una si es negativa (200
bp).

En el caso del gen VDR podemos encontrar distintos genotipos y por ello hay que realizar
las distintas PCRs de VDR. Es necesario tener en cuenta la construccion del gen con las
dianas de restriccion (Figura 17). Al generar el alelo VDR lox un pequeio fragmento de
DNA fue eliminado por la existencia de dos sitios de restriccion NCOI, cercanos uno del
otro (fueron usados para insertar los sitios loxP)'®. Este fragmento (X) es suprimido en el

alelo VDR lox pero continua presente en el alelo VDR wit.
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Xhol Ex 2 NCOI NCOI X Deleted sequence
VDR 3F
AY4
7N VDR 4fIF
«—
VDR 4WiR

<— VDR3fR

Figura 17. Construccioén del exon 2 del gen VDR con los sitios LoxP introducidos y ubicacién de los cebadores
utilizados. Adaptado de Tomer Meir et al, 2009.

Para la deteccion de cada banda tenemos que tener en cuenta:

- Deteccion banda wild type: se basa en la presencia de los fragmentos flanqueados por

NCOI en el alelo WT. VDRA4fIF y VDR4wtR son los cebadores necesarios para amplificar
esta banda wild type. En los ratones floxeados esta no se detecta porque ha
desaparecido. Obtenemos un producto de PCR de 368 bp.

- Deteccion de la banda lox: La ausencia del fragmento flanqueado por NCOI en el alelo

lox es el que se usa para detectar la banda lox en la PCR. Los cebadores que se usan
son nombrados VDRA4fIF y VDR3fIR. El producto de PCR sera de 250 bp.
- Deteccién de |la banda escindida: para comprobar la eliminacion de VDR en las arterias

es necesario detectar la banda Cre-excised, que se basa en la deteccion de la secuencia
entre los loxP. Los cebadores usados son VDR3F y VDR3fIR. Encontraremos esta banda
en los ratones dénde VDR estaba floxeado por loxP y que ha sido eliminado por la Cre-
recombinasa después de su activacion con Tamoxifen. El producto de PCR sera de 300
bp.

Realizamos las distintas PCRs mezclando la mix que contenia Buffer 10X (sin magnesio),

MgCl (50 mM), dNTPs (10 mM), cebadores (10 uM) y Taq polimerasa (Biotools) y el DNA
de cada raton.
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Las secuencias de los cebadores usados son:

Nombre cebador Secuencia (5’ a 3’)

3.Materiales y métodos

Gen VDR

3fIR AGC GAC ACT CTT GGT CTG GTT CC
4fIF TTT GGC CTT TCT GCT TGC CTC TTC
4wtR TCA GTT GAT ATC CCT GGG AGG C

Gen Myh11-CreERT2

Cre 1 TGA CCC CATCTC TTC ACT CC
Cre 2 AAC TCC ACGACCACCTCATC
Cre 3 AGT CCC TCA CAT CCT CAG GTT

Tabla 7. Secuencias de los cebadores usadas para el genotipado de los ratones

Los programas de PCR son los siguientes:

Banda VDR wt Banda VDR lox
95°C 5 min 95°C 5 min
95°C 30 sec 95°C 30 sec
65°C 1 min x40 T600c 1 min
ciclos

72°C 1 min 72°C 1 min
72°C 7 min 72°C 1 min
4°C 4°C o0

x 40

ciclos

Myh11-CreERT2

94°C 3 min
94°C 30 sec
58°C 45sec x 32
ciclos
74°C 1min 30
sec
70°C 10 min
4°C c0

Tabla 8. Programas de PCR para detectar VDRwt, VDRIox y Myh11-CreERT2.

Los productos obtenidos en las PCRs y el marcador de peso molecular (Biotools 100 bp

DNA ladder) junto con el tampon de carga Orange G, se analizaron mediante separacion

electroforética en gel de agarosa al 1,5% y las bandas se visualizaron por tincién con

SYBR® SAFE (/nvitrogen).
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3.1.6 Administracion de Tamoxifen

Una vez tuvimos los ratones genotipados, los ratones machos con el genotipo Cre+
VDR""™!'y CRE+ VDR fueron los seleccionados para inyectarles Tamoxifen, a los dos
meses de edad para posteriormente empezar el estudio. Para preparar el Tamoxifen
(Sigma-Aldrich) este se disolvid, en primer lugar con etanol al 100% y seguidamente con
Corn oil (Sigma-Aldrich) hasta tener una concentracion final de 15 mg/ml. Finalmente se
vorted y calenté a 37°C para terminar de disolverlo y posteriormente administrarlo en los
ratones, mediante una inyeccion intraperitoneal diaria de 1,5 mg por ratén durante 5 dias.
En cuanto a la dosis de Tamoxifen, en la mayoria de estudios habiamos comprobado que
usaban una dosis unica de 0,5 mg/dia, pero tal como describe C. Marchesi et al. (2013)
para que este sea efectivo en la eliminacion de genes en CMLV, es mejor usar la dosis de
1,5 mg/dia durante 5 dias. Por esto, en base a la bibliografia publicada, esta ultima fue la
elegida para usar en nuestro estudio.

El numero de ratones totales usados en el experimento se indica en la figura 18. Es
importante destacar no hay muestras de todos los ratones, ya que la arteria es una

muestra muy limitante y se han dividido las muestras en los distintos experimentos.

CRE+ VDR WT/WT CRE+ VDR LOX/LOX

CONTROL

N=22

Sham Nefrectomia 5/6 Sham Nefrectomia 5/6
Administracién calcitriol Administracién calcitriol

Figura 18. Grupos de ratones: los ratones se distribuyeron en cuatro grupos, dos grupos control y dos grupos
experimentales con los dos genotipos respectivamente.
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3.Materiales y métodos

3.1.7 Modelo de enfermedad renal crénica y calcificacion vascular en ratones

La semana siguiente a la administracion de Tamoxifen, los ratones de los dos genotipos
fueron sometidos a una nefrectomia subtotal, que consiste en la eliminacion del 75% de la
masa renal. Para realizar la operacion, los animales previamente fueron anestesiados con
isofluorano (mediante vaporizador, al 3% para la induccién y mantenimiento al 2% junto
con flujo de oxigeno de 0,5-1 I/min), ademas se les administro analgésico intraperitoneal
inmediatamente (Buprenorfina hidrocloruro 0,06 mg/kg) y también después de 24 horas
de la nefrectomia. La intervencidn consiste, en primer lugar, en la extirpacion equivalente
a 2/3 partes del rifidn izquierdo mediante la electrocauterizacion del polo superior e
inferior del rindn. Para realizarlo se hizo un pequefo corte al raton, se localizo, separo y
descapsulo el rifidn y finalmente se cauterizo la correspondiente masa renal. Una semana
después, se realizd la extirpacion total del rifdn derecho, descapsulandolo, haciendo un
clamp para ligar la arteria y asi, finalmente, poder extraer todo el riidn.

Los ratones controles de cada genotipo se sometieron a una cirugia sham, que consistio
en una simulacion de la misma cirugia practicada a los ratones del grupo experimental
pero sin extirparles el rindn, solo haciéndoles un corte y cosiendo posteriormente, para asi

igualar el estrés quirurgico entre los distintos grupos.

Una semana después de la ultima nefrectomia, los ratones empezaron una dieta alta en
fésforo durante dos meses (0,6% Ca y 0,9% P, C1031 modificada, Altromin). Es necesario
conservar la comida a 4°C y administrarla a los ratones en pequefas dosis porque se
oxida facilmente. Se pesaron el dia del inicio de la dieta y ademas, también se les
administré Calcitriol (Kern pharma) durante estos dos meses, 3 veces por semana a una
dosis de 500 ng/kg/dia, se determind esta concentracién después de estudios previos del
grupo para inducir calcificacién. La administracién de Calcitriol fue necesaria porque los

ratones no desarrollan calcificacion vascular solo con dieta alta en fésforo.
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INICIO FINAL

A 1semana .)(' 1semana .’ 1semana

2 meses

2 MESES EDAD Primera Segunda Inicio dieta alta Recogida 6rganos
Administracion nefrectomia nefrectomia fosforoy
Tamoxifen administracion de

calcitriol

Figura 19. Cronologia del disefio experimental In vivo.

3.1.8 Recogida de 6rganos, sangre y orina

Después de los dos meses con dieta alta en fosforo e inyecciones de calcitriol, los
animales se sacrificaron, se recogi6 la sangre mediante puncién cardiaca, el corazon y se
extrajo la arteria toracica desde la valvula cardiaca hasta la bifurcacion iliaca. Esta se
dividié en cinco partes iguales para el posterior estudio de DNA, calcio, RNA, proteinas
(que se congelaron en nitrogeno liquido) e immunohistoquimica. Para procesar en
parafina o criopreservacion se fijo en PFA 4%.

Durante las 24 horas antes de sacrificarlos, se recogié la orina de todos los ratones
mediante jaulas metabdlicas (Tecniplast) del animalario de roedores de la Universidad de
Lleida. Asi como también se midio la cantidad de comida y agua que ingirieron durante
estas 24 horas y el peso al final del experimento.

3.1.9 Extraccién de DNA de la arteria y verificacion del genotipo

Una vez extraidas las arterias, el primer paso fue verificar de nuevo el genotipo para
proseguir con el estudio. Para sacar el DNA de la arteria, seguimos el mismo
procedimiento explicado anteriormente con el genotipado mediante trozos de cola de los
ratones. Una vez tuvimos el DNA purificado, se realizaron las PCRs correspondientes,
dos de las cuales son las misma que las usadas para genotipar las colas (Lox y Wt) v,
ademas, se afiadio también la PCR para la banda escindida ya que en este caso el
estudio es de la arteria y en las células de musculo liso vascular son el unico sitio donde
la Cre-recombinasa se activa para eliminar el gen VDR. El programa de PCR de la banda

escindida es el siguiente:
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3.Materiales y métodos

CRE-excised band

95°C 5 min

95°C 30 sec

65°C 1 min x 40 ciclos
72°C 1 min

72°C 7 min

4°C o0

Tabla 9. Programa de PCR cre-excised.

Las secuencias de los cebadores usados son:

Nombre cebador Secuencia

3fIR AGC GAC ACT CTT GGT CTG GTT CC
3F CAC AAC AGT CAG AGG CAG TAA GCA
AAG C

Tabla 10. Secuencias de los cebadores usados en la PCR cre-excised.

3.1.10 Analisis bioquimicos: BUN, calcio y fésforo en suero y orina

Para medir la urea y BUN en suero se us6 el kit Urea 37 (Spinreact). A partir de la medida
de urea en suero se obtuvieron los niveles de BUN (mg/dl). El fosforo (P) y calcio (Ca) en
orina y suero, se analizaron en el servicio de analisis clinicos de I'Hospital Arnau de
Vilanova mediante el método de molibdato para fosforo y o-cresolftaleina complexona

para calcio (Roche/Hitachi modular analytics).

3.1.11 Histologia e inmunohistoquimica

Los cortes en parafina de las arterias humanas y de raton se procesaron para tincidon
inmunohistoquimica con anti-VDR, anti-OPN, anti-SOST y anti-Runx2 después de la
desparafinacion y rehidratacion, antigen retrival y bloqueo con BSA 3%. Se incubaron con
los anticuerpos correspondientes toda la noche a 4°C. Después de lavar con PBS, las

muestras se trataron con el correspondiente anticuerpo secundario biotinilado (30 min,
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RT) (kit Vector Vectastain Universal ABC PK-6200) seguido del complejo avidina-biotina-
peroxidadsa (30 min, RT) y DAB como cromdgeno (10 min, RT) (Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA). Los cortes fueron tefiidos con Hematoxilina de Mayer para
visualizar los nucleos. Finalmente, las muestras fueron deshidratadas y montadas con
medio DPX (VITROCLUD®). Muestras sin incubacion con el anticuerpo primario se
usaron como control negativo de la inmunohistoquimica para tener en cuenta la union no

especifica del anticuerpo secundario.

Proteina Origen Dilucion Almacenaje Compaiia Referencia
VDR Conejo 1/100 4°C Santa Cruz Sc-1008
OPN Cabra 1/50 -20°C R&D Systems AF-808

(bio-techne)
Runx2 Conejo 1/50 -20°C Novus Biological NBP1-01004

SOST Cabra 1/50 -20°C R&D Systems AF-1589

(bio-techne)

Anti-goat IgG 1/25 4°C Vector PK-4005
biotinylated antibody Laboratories
Biotinylated universal 1/50 4°C Vector PK-6200
antibody Laboratories

Tabla 11. Anticuerpos primarios y secundarios usados en inmunohistoquimica de tejido.

Las arterias de los ratones reporteros también fueron fijadas en PFA 4%, dehidratadas
mediante la incubacion overnight con sacarosa 30% a 4°C y después congeladas en
medio de congelacion OCT. Se usaron criosecciones de 8 ym de tejido de arteria y rifion
para determinar el cambio de expresion de fluorescencia mT/mG. La fluorescencia se
visualiz6 mediante microscopio confocal (Olympus Fluoview FV1000) y los nucleos se

marcaron con Hoechst.

3.1.12 Cuantificacion de calcio arterial

3.1.12.1 Cuantificacién del calcio por método o-cresolftaleina

El tejido arterial fue decalcificado con HCI (1 N), usando el TissuelLyser LT (Quiagen,
Hilden, Germany), y posteriormente incubado con agitacién a 4°C toda la noche. El

contenido de calcio del sobrenadante fue cuantificado colorimétricamente usando el
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3.Materiales y métodos

meétodo o-cresolftaleina complexona, mientras que el contenido de proteinas del pellet fue
determinado mediante el DC protein assay kit (bio-RAD, Hercules, CA, USA). El contenido
de calcio arterial fue normalizado por la cantidad de proteina y expresado en nanogramos

de calcio por miligramos de proteina (ng Ca/mg proteina).

3.1.12.2 Deteccion de calcificacion en secciones de parafina de tejido

Los depdsitos de calcio en secciones de aorta en parafina fueron tefiidos con la solucion
Rojo de Alizarina (Sigma). Primero, las muestras fueron desparafinadas, rehidratadas y
tefiidas con Rojo de Alizarina 2 % durante 5 minutos. Después de la tincion, las muestras
se deshidrataron con acetona, acetona-xileno (1:1) y montadas con medio de montaje
(VITROCLUD®).

3.1.13 Analisis de expresion génica de miRNAs y mRNAs

3.1.13.1 Extraccion de RNA total en tejido

El RNA total fue extraido de las arterias mediante el RNA isolation kit (Macherey-Nagel).
En primer lugar se disgregd el tejido usando el TissueLyser LT (Quiagen, Hilden,
Germany), se enfriaron los eppendorf con las beads en hielo seco 15 minutos y después
se anadid el tejido congelado. Seguidamente se afadieron 350 pl del buffer RA1
suplementado con 1% de Triton-X-100 y 1% de B-mercaptoetanol, se hicieron 5 ciclos de
1 minuto a 50 Hz en el TissueLyser LT y entre medio de cada minuto se mantuvieron un
minuto en hielo. El liquido con el tejido disgregado se traspasé en un nuevo eppendorf
(tratado con agua DEP) y se le anadié 590 pl de agua libre de RNAsas, 10 ul de
proteinasa K y se mezcld pipeteando. A continuacion se incubaron 10 minutos a
temperatura ambiente y 10 minutos a 55°C. Después se centrifugaron 3 minutos a 10.000
g y el sobrenadante se traspasé en un nuevo eppendorf. En el siguiente paso se afiadio
0,5 volumenes de etanol para homogeneizar el lisado y se mezclé vorteando. 700 ul de la
mezcla se afiadieron en la columna de RNA NucleSpin® y se centrifugd 30 s a 8.000 g
para que el RNA quedara retenido en la columna. Se repitié el paso poniendo el resto de
mezcla que faltaba y volviendo a centrifugar. Por ultimo se siguieron los pasos marcados
en el protocolo, afadir 350 ul de buffer MDB y centrifugar a 11.000 g 1 minuto; anadir 95
Ml de la mezcla de Reaction Buffer for rDNase y rDNase reconstituida e incubar 15
minutos a temperatura ambiente; afiadir 200 ul de Buffer RAW2 en la columna, centrifugar
30 s a 11.000 g; afnadir 600 pl de buffer RA3 en la columna y centrifugar 30 s a 11.000 g;
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anadir 250 pl de buffer RA3 y centrifugar 2 minutos a 11.000 g y finalmente, eluir el RNA
en 20 yl de agua libre de RNAsas. La concentracién final de RNA fue determinada

mediante el espectrofotometro Nanodrop (ND-100).

3.1.13.2 Sintesis de cDNA (RT-PCR)

La transcripcidn reversa (RT) del mRNA total para obtener cDNA, se realizé mediante el
“Ist strand DNA synthesis kit for RT-PC (AMV)” de Roche Diagnostics cat N°
11483188001. 1 pug de RNA se usé para la reaccion juntamente con la mix y se puso en
el termociclador siguiendo el protocolo establecido (10 minutos a 25°C, 1 hora a 42°C y 5
minutos a 99°C para activar la enzima). El cDNA sintetizado se uso6 en el paso siguiente,

la PCR a tiempo real.

En los estudios de microRNAs, la transcripcion reversa es especifica para los microRNAs
que queremos analizar y se hizo mediante el TagMan® MicroRNA Reverse Transcription
kit (Applied Biosystems, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante y juntamente con
el pool de los cebadores especificos que se habia preparado previamente (RT Primer
Pool) para cada microRNA (Tabla 14).

A continuacion se puso en el termociclador siguiendo el protocolo establecido (Tabla 12):

Paso Tiempo Temperatura
Hold 30min 16°C

Hold 30 min 42°C

Hold 5 min 85°C

Hold 4°C

Tabla 12. Programa de PCR para obtencién del cDNA especifico de miRNAs.

En el caso del tejido arterial, como tiene concentraciones bajas de miRNAs una vez
teniamos el producto de la RT se realizé una preamplificacién de este.

Para esta usamos la TagMan PreAmp Master Mix (Applied Biosistems), agua, el pool de
las sondas (PreAmp Primer Pool) junto con el producto de la RT y se realiza la reaccién

de preamplificacion en el termociclador con los siguientes ciclos:
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Paso Tiempo  Temperatura
Hold 10 min 95°C

Hold 2 min 55°C

Hold 2 min 72°C

Cycle 15 sec 95°C

(12 cycles) 4 min 60°C

Hold 10 min 99.9°C

Hold o0 4°C

Tabla 13. Programa de PCR para la preamplificacion del producto de RT-PCR.

3.1.13.3 PCR atiempo real (qPCR)

La expresion relativa de distintos genes se analizé6 mediante la metodologia Tagman.
Para la reaccion usamos las sondas especificas Tagman de los genes que queriamos
analizar, juntamente con agua y la Tagman® Universal PCR Master Mix No AmpErase
UNG (Applied Biosystems) y las muestras de cDNA obtenidas en los pasos anteriores.
Las sondas usadas se especifican en la Tabla 14. Como gen control se uso la proteina
tata box (TBP), en el caso de estudios de mRNA y U6 para estudios de miRNAs, dado

que la expresion de estos no se ve alterada por la vitamina D ni enfermedad renal.

En los estudios de microRNAs, se usaron las sondas especificas TagMan® miRNA
assays junto con la TagMan® Universal PCR Master Mix Il (Applied Biosystems), agua y
el cDNA preamplificado obtenido en el paso anterior.

Las PCRs a tiempo real se realizaron mediante el equipo QuantStudio™ 7 Flex System
(Applied Biosystems). La expresion de los genes fue calculada usando el método AACt de

cuantificacion relativa.
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Sondas de expresion génica TaqgMan (Tagman Gene expresién assays)

Referencia
Mm.PT.58.8581722
Mm00446971_m1
Mm00436767_m1
Mm00501584_m1
Mm04208528_m1
Mm.PT.58.32674923
Mm.PT.58.5329269
Mm.PT.58.10419414
Mm.PT.58.12742897
Mm00434228_m1
Mm00446190_m1
Mm00441724_m1
Mm00521722_m1

MmO01310009_m1

Gen

Vitamin D receptor (VDR)

TBP

Osteopontin (Spp1 o OPN)

Runx2 / Cbf
Sclerostin (SOST)
MGP

SM22a

BMP2

LaminA (Lmna)
I-1B

IL-6

Tgf31

DICER 1

DROSHA

Especie

Ratén

Ratén

Ratén

Ratén

Ratén

Ratén

Ratén

Ratén

Ratén

Ratén

Ratén

Ratén

Ratén

Ratén

Compaiiia

Integrated DNA Technologies (IDT)
Applied biosystems

Applied biosystems

Applied biosystems

Applied biosystems

Integrated DNA Technologies (IDT)
Integrated DNA Technologies (IDT)
Integrated DNA Technologies (IDT)
Integrated DNA Technologies (IDT)
Applied biosystems

Applied biosystems

Applied biosystems

Applied biosystems

Applied biosystems

Sondas Tagman miRNAs (classic TagMan™ microRNA assays)

ID sonda Nombre sonda
(assay ID) (Assay name)
002278 Mir-145a-5p
000419 Mir-30c-5p
000413 Mir-29b-3p
002571 Mir-155-5p
000468 Mir-146a-5p
000200 Cel-mir-39
001973 U6 snRNA

Compaiiia

Applied biosystems
Applied biosystems
Applied biosystems
Applied biosystems
Applied biosystems

Applied biosystems

Applied biosystems

Secuencia miRNA maduro

GUCCAGUUUUCCCAGGAAUCCCU
UGUAAACAUCCUACACUCUCAGC

UAGCACCAUUUGAAAUCAGUGUU

UUAAUGCUAAUUGUGAUAGGGGU
UGAGAACUGAAUUCCAUGGGUU

UCACCGGGUGUAAAUCAGCUUG

GTGCTCGCTTCGGCAGCACATATACTAAAATT
GGAACGATACAGAGAAGATTAGCATGGCCCC
TGCGCAAGGATGACACGCAAATTCGTGAAGC
GTTCCATATTTT

Tabla 14. Sondas usadas en las QPCR. *Los classic TagManTM Micro RNA Assays estan formados por un cebador para usar
en la reaccion de transcripcion reversa (RT Primer Pool) y una sonda que se usa tanto en el PreAmp primer pool (en el paso de
preamplificacién) como en la gqPCR. Tenemos que tener en cuenta que con el mismo ID del assay podemos encontrar las sondas
TagMan miRNA clésicas y las sondas para TagMan advanced miRNA y en nuestro caso usamos las clasicas, que tendras los

cebadores especificos de los microRNAs para la retrotranscripcion.
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3.1.13.4 Prediccion de genes diana para miRNAs

Los posibles sitios de unién en la region 3'UTR del mRNA de genes diana fueron
identificados usando las secuencias de nucleétidos de los miRNAs y mRNAs extraidas de
mirBASE y UCSC Genome Browser respectivamente. La union entre los miRNAs vy el
mMmRNA diana se puede dar mediante la region de siembra candnica del miRNA
(interaccion mediante algunos nucleoétidos de la posicion 1-8 del extremo 5’ del miRNA) o
la regién de siembra extendida, que se diferencia de la region candnica, no es tan

frecuente y comprende los nucleotidos del 4 al 10.

3.1.14 Analisis de proteinas

3.1.14.1 Soluciones

- Buffer de lisis NP-40: 20 mM Tris, pH 7,4, 140 mM NaCl, 10% Glicerol, 1% Ca-630.

- Buffer de lisis SDS: 50 mM Tris-HCI, pH 7,5; 150 mM NaCl; 1% Triton X-100; 2% SDS;
1% Na-deoxycholate; 1% Igepal; 0,5 uM EDTA.

- Tampoén de carga LB2X: 50mM Tris 1M pH 6,8, 4% SDS, 0,2% Bromophenol blue, b-
mercaptoethanol 144 mM, 20% glicerol.

- TRIS-HCI: 0,12 g Tris se diluyeron en 20 ml de 0,9% NaCl y el pH se ajusté a 8,8 0 6,8
con 5% de HCI.

-Tampon de electroforesis: 1,92 M glicina, 250 mM Tris, 10% Lauryl Sulfate (SDS1%);
pH 8.3.

- Tampoén de transferéncia 10X: 1,92 M Glicina; 250 mM Tris; pH 8,3. En el momento de
su uso, se usa 1X con un 10% de metanol.

- TBS 20X: 146,1 g NaCl, 48,44 g Tris y H20 hasta 1L, pH 7,4. En el momento de su uso

se prepara 1L de solucién 1X de TBS y afiadimos 1ml de Tween para obtener TBST1X.

3.1.14.2 Extraccion de proteinas

El tejido adrtico fue disgregado y homogeneizado mediante el TissueLyser LT (Quiagen,
Hilden, Germany). Previamente las stainless steel beads se colocaron en los eppendofs
para que se enfriaran y a continuacién se transfirié el tejido congelado y 100 ul de buffer
NP-40 suplementado con 2mM PMSF, 1mM Na3zVO, y coctel inhibidor de proteasas. Se
hicieron cuatro ciclos para homogeneizar (50 Hz, 1 minuto) y entre medio de los ciclos 1

minuto en hielo, seguido de tres ciclos en nitrégeno liquido y al bafio a 37°C y entre medio
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se vortearon las muestras. El sobrenadante fue recogido después de centrifugar 10
minutos a 11.000 g y 4°C. La concentracién de proteinas fue determinada mediante el DC
protein assay kit (Bio-Rad, Manassas, VA, USA).

3.1.14.3 Western Blot

Para analizar las proteinas mediante western blot, se usaron 20 ug de proteina de cada
muestra. En primer lugar se hirvieron las muestras a 95°C durante 5 minutos juntamente
con el tampodn de carga (LB 2X) y a continuacion las proteinas se separaron mediante un
gel de electroforesis al 8% o0 10% de acrilamida (SDS-PAGE) en condiciones reductoras,
durante dos horas a 80V.

Gel separador Gel concentrador

(1,5mm) (1,5mm)
8% 10% 4%

dH,0 3,75ml 3,28ml 1,525ml

30% AA 2,15ml 2,64ml 0,325ml

1.5M Tris-HCI, pH 8.8 2,02ml 2ml 0,625ml
10% SDS 81ul 80ul 254l
10% APS 81yl 80l 25l
TEMED 4,850l 8ul 5ul

Tabla 15. Geles usados para Western Blot.

A continuacién, las proteinas fueron transferidas a una membrana PVDF (Immobilon-P;
Milipore, Billerica, MA, USA) durante 1 h a 70V. Posteriormente se realizo el bloqueo de
las membranas para evitar las uniones inespecificas, para ello las membranas se
incubaron durante 1 hora en leche en polvo al 5% diluida en tampodn salino TRIS con
Tween 20 (TBST).

Las membranas se incubaron con el correspondiente anticuerpo primario toda la noche a
4°C y al dia siguiente, después de lavados con TBST, se incub6 con el anticuerpo
secundario conjugado con peroxidasa durante 1 hora a temperatura ambiente. La union
fue detectada usando el kit de deteccion quimioluminiscente HRP ECL Advanced
(Amersham Biosciences, Little Chalfont, UK) o el EZ ECL (Biological Industries, Kibbutz
Beit Haemek, Israel). Las membranas fueron observadas mediante el sistema de imagen

QuemiDoc (BioRad) y el programa Quantity One (BioRad). Finalmente, las bandas con
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inmunoreactividad positiva fueron cuantificadas por densitometria y comparadas con la

expresion del control de carga adecuado usando el software ImageJ.

Proteina Origen Dilucién Almacenaje kDa Compaiiia

VDR Conejo 1:1000 4°C 48-53 Santa Cruz (sc-1008)

OPN Goat 1:1000 -20°C 44 R&D Systems, bio-
techne

RunX2 Rabbit 1:1000 -20°C 50 Novus biological

GAPDH Mouse 1:10.000 -20°C 37 Abcam

Anti-rabbit Cabra 1:10.000 -20°C Cell Signaling

IgG-HRP

Anti-mouse Cabra 1:10.000 -20°C Jackson Immuno

IgG-HRP Research

Tabla 16. Anticuerpos primarios y secundarios usados en analisis de Western blot.
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3.2 Estudio In Vitro

3.2.1 Cultivo de CMLYV de raton

Las células de musculo liso vascular de ratones (CMLV) fueron aisladas de ratones
deficientes para VDR (VDRko) y los correspondientes wild-type (VDRwt), de dos meses
de edad. Los ratones fueron anestesiados con isoflurano juntamente con oxigeno y
seguidamente se les extrajo la arteria aortica y se guardé en PBS (tampdn fosfato salino
estéril) complementado con penicilina (200U/ml), estreptomicina (200 pg/ml) y
amfotericina en hielo (4.000 pg/ml). Después, en la campana de flujo laminar, en
condiciones estériles, las arterias se lavaron con PBS, se limpiaron, se cortaron en
pequefios anillos y se pusieron en una placa de 6 pocillos que previamente habiamos
cubierto con fibronectina (100 ug/ml; Sigma). Los explantes se mantuvieron con medio
DMEM (GIBCO, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) suplementado con un 20%
de FBS (suero fetal bovino inactivado), penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 ug/ml en
una atmosfera humeda a 37°C y 5% de CO,y 98% de humedad. Después de dos
semanas las células ya habian migrado desde los explantes y cuando la placa ya estaba
confluente se tripsinizd para plantar las células en una placa mas grande y poder empezar

con los experimentos.

3.2.2 Mantenimiento del cultivo primario de CMLV

Para los experimentos se usaron CMLV desde el segundo pase al séptimo. Cuando
estaban confluentes, se lavaron con PBS y después se dividieron con tripsina/EDTA 5
minutos al incubador a 37°C para que se despegaran de la superficie de la placa.
Después se recogieron con medio y se plantaron de nuevo en placas, haciendo una
dilucion 1:3. Previamente a dividirlas, las placas se habian cubierto con gelatina 0,2%

(Sigma).
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3.2.3 Congelacion, almacenaje y descongelacién de CMLV

Para congelar las CMLV se tripsinizaron, se centrifugaron y después se resuspendieron
en medio frio que contenia 90% de FBS y 10% de DMSO por vial. Los criotubos se
mantuvieron durante 48h a -80°C y después se trasladaron a nitrégeno liquido (-196°C)
para almacenaje prolongado.

Para descongelarlas, los criotubos se calentaron a 37°C y inmediatamente se diluyeron en
medio de cultivo ya caliente. Después de la centrifugarlas, el pellet de las células se

resuspendio en medio de cultivo y las células se plantaron en placas correspondientes.

3.2.4 Inmunohistoquimica de fluorescencia para a-actina de musculo liso

Para asegurarnos que las células que han migrado de los explantes son CMLV, antes de
realizar los experimentos, confirmamos que expresaban a-actina de musculo liso
mediante fluorescencia y que tenian una morfologia propia de células de musculo liso.
Para ello plantamos en placas de 24 pocillos (previamente cubiertas con gelatina) las
células de los dos genotipos. Cuando las células estaban casi confluentes, dos dias
después de plantarlas, se lavaron dos veces con PBS, se fijaron con metanol 100% frio
durante 15 min a -20°C y posteriormente se lavaron con PBS frio. A continuacion las
células fijadas se incubaron con la solucién de bloqueo (1% BSA/PBS) durante 30
minutos a temperatura ambiente para bloquear las uniones no especificas. Después se
afadio el anticuerpo primario para a-actina de musculo liso, conjugado con fosfatasa
alcalina (santa cruz, sc-53142) diluido 1:100 en la solucion de bloqueo 1% BSA/PBS toda
la noche. Como control negativo se dejaron algunos pocillos sin anticuerpo primario, solo
con solucion de bloqueo. El dia siguiente, se hicieron dos lavados de 5 min con PBS a
temperatura ambiente y seguidamente se incubaron durante 1 hora con el anticuerpo
secundario fluorescente Alexa Fluor 546 (Invitrogen, A11003, goat anti-mouse IgG) en
solucion de bloqueo (dilucion 1/200), a temperatura ambiente juntamente con el colorante
para nucleos Hoechst (1/150) y posteriormente se visualizd en el microscopio de

fluorescencia.
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3.2.5 Experimentos de calcificacién en CMLV

Para los experimentos de calcificacion, las células se plantaron en placas de 6 pocillos
(40.000 ceélulas/pocillo) y fueron tratadas durante 6 dias con medio calcificante (MC),
DMEM con piruvato sédico (10 mM), 10 mM B-glicerofosfato (Sigma Aldrich), 6 mM de
cloruro calcico y 5% de suero de rata normal (NRS). Cada 2-3 dias se cambid el medio
con los distintos agentes afnadidos. Como control, se usé el medio de mantenimiento
DMEM con 5% FBS (MN) en los dos tipos celulares (VDRwt y VDRko).

3.2.6 Determinacion del contenido de calcio

Los niveles de calcio fueron medidos 6 dias después del inicio de los tratamientos. El
contenido de calcio total se midid6 mediante el método o-cresolftaleina complexona tal y
como se ha descrito en el apartado in vivo. Brevemente, las células se recogieron con
PBS y se centrifugaron. El pellet se incubé con 25 ul de HCI 0,6N y vorteando a 4°C toda
la noche. El dia siguiente, después de centrifugar, el sobrenadante se recogi6é para
cuantificar el calcio mediante el método o-cresolftaleina complexona y el pellet se uso6
para cuantificar el contenido de proteina.

Para visualizar los depésitos de calcio, las CMLV se lavaron dos veces con PBS y se
fijaron con formaldehido 10% durante 15 minutos a temperatura ambiente. Después de la
fijacion, las células se lavaron dos veces con agua y a continuacion se tifieron con la
solucion rojo de Alizarina 40mM (Sigma A3757) ajustando el pH, entre 4,1-4,3, durante 20
minutos, después se lavo con agua dos veces y se visualizaron mediante el microscopio
Olympus BX50 y el sistema de camara automatico Olympus.

Para cuantificar los depoésitos se extrajo el calcio a pH bajo con acido acético, se
neutralizé con hidroxido de amonio y se detectd colorimétricamente a 405 nm mediante

espectrofotometro en placas de 96 pocillos.

3.2.7 Extraccion de RNA de CMLYV y sintesis de cDNA

En los cultivos celulares primarios, el RNA total de las CMLV fue extraido mediante el
reactivo TRIzol (Molecular Research Center, Inc, USA) siguiendo las indicaciones del
fabricante. En las placas de 6 pocillos en hielo, anadimos 500 pl de TRIzol y rascamos

para recoger todas las células en un eppendorf. A continuacion afadimos 100 ul de
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cloroformo, mezclamos y lo dejamos 3 minutos a temperatura ambiente para
posteriormente centrifugarlo 15 minutos a 14.000 rpm y 4°C. El sobrenadante se traspaso6
en un nuevo eppendorf (tratado con agua DEP) y se afiadieron 250 ul de isopropanol, se
invirtieron los eppendorfs y se dejaron 10 minutos a temperatura ambiente. A continuacion
se centrifugaron 10 minutos a 14.000 rpm y 4°C. Después se decantaron las muestras y al
pellet se afiadio 500 pl de etanol 75%, se vorted y se centrifugo 5 minutos a 4°C y 12.000
rom. Este ultimo paso se repitid otra vez y se decant6 el sobrenadante para quedarnos
con el pellet que se dejo secar al aire 15 minutos y finalmente se diluyé el RNA en 20 pl
de agua libre de RNAsas.

La concentracion final de RNA fue determinada mediante el espectrofotometro Nanodrop
(ND-100).

Para sintetizar el cDNA a partir del RNA obtenido en la extraccion se siguié el mismo
procedimiento ya explicado anteriormente en la parte de métodos in vivo (punto 3.1.13.2)
e igualmente en el caso del analisis por gqPCR, se siguieron los mismos pasos que en las

muestras in vivo.

3.2.8 Analisis de proteinas

In vitro, los lisados celulares se obtuvieron lavando la monocapa de células con PBS frio,
encima de hielo y posteriormente, rascandolas y recogiéndolas en bufer SDS. Las células
fueron sonicadas y el sobrenadante se recogié y centrifugé 10 minutos a 11.000 g, 4°C.
La concentracién de proteinas fue determinada mediante el DC protein assay kit (Bio-
Rad, Manassas, VA, USA). A continuacion se realizo el analisis de las proteinas mediante

western blot tal y como se ha detallado en el apartado in vivo (punto 3.1.14.3).

3.2.9 Transfeccion de mimics de miRNAs en CMLV

Las CMLV VDRwt y Vdrko en suspensidn fueron transfectadas con el mimic del miRNA
correspondiente, en este caso el mir-145a-5p (Quiagen) y con un control negativo de la
transfeccion, Allstars negative control siRNA (Quiagen), ambos a una concentracion final
de 50 nM y usando el reactivo HiPerfFect Transfection Reagen (Quiagen) (1 nM) en placas
de 6 pocillos. 24 horas después, el medio fue reemplazado con las distintas condiciones

experimentales: Medio normal (5% FBS) y medio calcificante (5% NRS) durante 6 dias.
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3.2.10 Prediccion de dianas de miRNAs

Para comprobar las posibles interacciones entre microRNAs y mRNAs de genes usamos
distintas herramientas. Nos fijamos en las uniones mediante la region de siembra
canonica o extendida, descritas en interacciones entre miRNAs y genes diana. Para ello,
primero, mediante la base de datos mirbase obtendremos las secuencias de los
microRNAs de interés. En estas, seleccionamos las bases 2-10 del extremo &’, ya que se
ha descrito que, los microRNAs, pueden interaccionar mediante la region de siembra
canodnica en forma de 6-mer (bases 2-8) o 7-mer (bases 1-8) o también mediante la region

de siembra extendida (bases 4-9 o 5-10).

La mayoria de miRNAs se unen al gen diana mediante la region 3’'UTR, region no
traducida del gen. Por esto, a continuacion, mediante la base de datos UCSC Genome
Browser Home obtenemos la secuencia 3’'UTR del posible gen diana que queremos
comprobar. En esta, tenemos que buscar parte de la complementariedad con las bases 2-
10 de la secuencia del microRNA correspondiente. Hay bases de datos, como TargetScan
o Tarbase, donde estan recopiladas muchas de las interacciones descritas o IntaRna que

detecta las posibles interacciones después de introducir la informacién correspondiente
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3.3 Analisis estadistico

La diferencias entre grupos se analizaron mediante el estudio estadistico t-test o ANOVA
de dos factores. Valores p<0,05 fueron considerados estadisticamente significativos y se
representan con * si p<0,05; ** si p<0,01 y *** si p<0,001. Todos los datos analizados se
expresan como promedio + error estandar de la media (EEM o SEM).

La representacion grafica se hizo mediante el software GraphPad Prism version 6
(GraphPad Software, La Jolla California USA).
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4 Resultados

4.1 Evaluacién de la expresion de VDR en arterias calcificadas

4.1.1 La expresion de VDR aumenta en arterias calcificadas de humanos afectados
por ERC

En primer lugar, se analiz6 la expresion de VDR de varias muestras de arterias
epigastricas humanas (9 controles y 8 con enfermedad renal crénica) mediante
inmunohistoquimica y se cuantific6 mediante histoscore (Figura 20b, 20c, 20d).
Disponiamos previamente de los resultados del analisis de niveles de calcificacidon
vascular (Figura 20a), los cuales eran elevados en pacientes con ERC. Las arterias
calcificadas de pacientes con ERC y calcificacion vascular mostraban mas tincion

immunohistoquimica por VDR comparado con las arterias controles.
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Figura 20. Arterias procedentes de enfermos con ERC muestran un aumento de expresion de VDR. a) Contenido
de calcio en las arterias epigastricas de donantes sanos y de pacientes con ERC; inmunohistoquimica para VDR en
arteria de b) donante sano y c¢) enfermo renal; d) cuantificacion mediante histoscore de la tincion inmunohistoquimica
para VDR. * p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001.
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4.1.2 La expresion de VDR aumenta en las arterias calcificadas de ratones con ERC

A continuacién comparamos la expresiéon de VDR en dos grupos de ratones, sanos y con
ERC. Igual que en el caso de arterias humanas, los ratones con ERC presentaban unos
niveles de calcio significativamente superiores a los controles (Figura 21a), asi como un
aumento de expresion de la proteina VDR, analizada por immunohistoquimica y western
blot (Figura 21b, 21c, 21e), y también un aumento de expresiéon del mRNA de VDR
(Figura 21d).
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Figura 21. Incremento de la expresion de VDR en arterias calcificadas de raton con ERC. a) Cuantificacion del
calcio arterial mediante el método o-cresolftaleina complexona en ratones sanos y ratones con ERC (n=19 controles, n=
27 ERC); Immunohistoquimica de VDR en arterias de ratones b) sanos y ¢) con ERC (barra escala: 50um); d) expresion
relativa de mRNA de VDR en arterias mediante qPCR (n=10 controles y n= 22 ERC) y e) imagenes representativas del

western blot para VDR en CMLV en ratones sanos y con ERC.
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4.2 Generacion del raton KO condicional para VDR en CMLYV y papel
de VDR en el desarrollo de CV en ERC in vivo

4.2.1 Delecidén especifica de VDR en las CMLV de los ratones KO condicionales

Una vez finalizado el experimento con los distintos grupos de ratones (sanos y con ERC)
con los respectivos genotipos (Cre+ VDR"' 'y Cre+ VDR se sacrificaron y
recogimos los organos.

En primer lugar, verificamos la eliminacion especifica de VDR en las CMLV de las arterias
de los ratones KO condicionales, inducida por Tamoxifen.

Se analiz6 el DNA, RNA y proteina de las arterias. Observamos que en los ratones con
genotipo Cre+ VDR"°* se habia activado correctamente la Cre-recombinasa y que la
expresion de VDR en CMLV estaba disminuida. Por PCR, observamos la aparicién de la
banda escindida en las muestras de arterias de Cre+ VDR* que nos confirma que ha
habido eliminacion del exon 2 de VDR, flanqueado por los dos LoxP (Figura 22a). En los
ratones con genotipo Cre+ VDR""™ no podemos detectar esta banda, confirmandonos el
genotipo (Figura 22a). Hemos detectado disminucion de la expresion de VDR tanto a nivel
de RNA, analizado mediante qPCR (Figura 22b) como a nivel de proteina, mediante

western blot (Figura 23a) y inmunohistoquimica (Figura 23b y 23c).
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Figura 22. Comprobacién de la eliminaciéon de VDR en CMLV en ratones CRE+ VDR"°* con Tamoxifen mediante a)
analisis del DNA por PCR y b) analisis del RNA por qPCR. n= 7 (controles) o n=17-18 (ERC) ratones/grupo. *p<0,05; **

p<0,01; ***p<0,001.
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F:gura 23. Reduccién de la expresion de la proteina VDR en arteria de ratén Cre+ VDR respecto a Cre+
VDR"™ a) Western blot de VDR; b,c) mmunoh:stoqu:m/ca de VDR en cortes de parafina arteriales correspondiente a
un ratén con genotipo b) Cre+ VDR y ¢) CRE+ VDR, ambos con administracion de Tamoxifen.

Para confirmar la actividad especifica de la Cre recombinasa, se analizaron las arterias y
rifiones de los ratones reporteros Myh11-creER™ mT/mG. Estos fueron tratados con la
misma dosis de Tamoxifen que los ratones experimentales (1,5mg ratén/dia durante 5
dias) y después se analizé el cambio de color de fluorescencia en las células donde la
proteina Cre-recombinasa esta activada, en nuestro caso las CMLV. En éstas se produce
la recombinacion de la secuencia que se encuentra entre los dos LoxP reconocidos por la
Cre-recombinasa y hay un cambio de expresion de fluorescencia roja a verde,
confirmandonos que la Myh11-cre solo estaba activa en las CMLV.

Tal y como se indica en la Figura 24, en los ratones Myh11-creER™ mT/mG sin
administrar Tamoxifen se observa fluorescencia roja en todos los tejidos analizados, rifion
y arteria en nuestro caso, indicandonos que la Cre-recombinasa no esta activa. En
cambio, en los ratones Myh11-creER™ mT/mG a los que se les administré Tamoxifen se
observa un cambio de expresion de fluorescencia roja a verde en las células de musculo
liso vascular indicandonos que la Cre-recombinasa esta activa en estas células. Por otro
lado, se mantiene la fluorescencia roja en aquellas células donde la Cre-recombinasa no

tiene efecto, como las células endoteliales de las arterias y también en las células
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tubulares del rindn. En el caso del rindn podemos observar fluorescencia verde solo en

Figura 24. Activacion especifica de la Cre-recombinasa en CMLV. Deteccién de fluorescencia mT en a) arteria y b)
rifidn de ratones Cre+ sin activacion de la Cre recombinasa y deteccién del cambio de fluorescencia mT a mG en c)
arteria y d) rifién de ratones Cre+ tratados con Tamoxifen 1,5 mg/dia durante 5 dias. Flecha: CMLV. Magnificacion 40X.

los capilares.

4.2.2 Generacion del modelo de enfermedad renal créonica

Para generar el modelo de enfermedad renal crénica, los ratones Cre+ VDR"'"!

y Cre+
VDR"°*fyeron sometidos a una nefrectomia subtotal y se alimentaron con una dieta alta
en fosforo acompafada con administracién de calcitriol durante dos meses para inducirles
calcificacion vascular.

Al final del experimento, se recogio la orina de 24 horas mediante jaulas metabdlicas y
suero mediante puncién cardiaca. Se midié el volumen de orina a las 24h, la cantidad de
agua y comida ingeridas, el calcio y fésforo en suero y orina y el BUN en suero.

En cuanto a la ingesta de agua (Figura 25a), no se ven diferencias significativas entre los
grupos con enfermedad renal crénica y los controles, se aprecia una tendencia a

aumentar la ingesta de agua en el caso de los ratones del grupo Cre+ VDR con
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enfermedad renal cronica, aunque no es significativa. Si nos fijamos en el volumen de
orina (Figura 25b), este es superior en los dos grupos de ratones con enfermedad renal
cronica respecto a sus controles.

En cuanto a la ingesta de comida, los ratones de los dos grupos nefrectomizados comen
ligeramente mas que los ratones sanos (Figura 25c¢). Aun asi, los ratones con enfermedad
renal cronica pierden un poco de peso durante los dos meses de dieta y administracién de

calcitriol, comparado con los controles (Figura 25d).
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Figura 25. Ingesta de agua y comida, volumen de orina y variaciones de peso en los distintos grupos
experimentales en el inicio de la dieta y al finalizar el experimento, dos meses después. n= 6-17 (controles) o
n=26-44 (ERC) ratones/grupo.
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A continuacion, para analizar la funcion renal se midio la urea y BUN en suero.

En la Figura 26 observamos que los dos grupos de ratones que fueron sometidos a una
nefrectomia subtotal tienen niveles significativamente mas elevados de urea en sangre
(>130 mg/dl), que los respectivos grupos de ratones sin nefrectomia, con valores
inferiores a 100 mg/dl. La urea se produce por la descomposicion de la proteina y se
excreta en la orina, pero si los rifiones no funcionan bien, esta aumenta en sangre. A
partir de los resultados de urea calculamos la cantidad de nitrégeno en la sangre (BUN)
que proviene de la urea. Estos son también significativamente mayores en los ratones
nefrectomizados (>60 mg/dl) respecto los controles (<40 mg/dl). El aumento de nitrégeno

ureico en sangre se usa como indicador de la enfermedad renal cronica.
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Figura 26. Andlisis de urea y BUN en suero. n= 5-15 (controles) o n= 20-27 (ERC) ratones/grupo.

Se analizaron también los niveles de calcio y fosforo en suero (Tabla 17 y Figura 27a,
27b) y se comprobd que los ratones que padecian enfermedad renal crénica, de ambos
genotipos Cre+ VDR""™!'y Cre+ VDR* tenian aumentos significativos de los niveles
tanto de calcio como fésforo en suero.

Seguidamente, se midieron los niveles de calcio y fosforo en orina (Tabla 17). Los valores
de excrecion de fésforo en orina (Figura 27c) se ven aumentados en los dos grupos de
ratones con enfermedad renal crénica, siendo significativamente superiores a sus
respectivos controles. En el caso de la excrecion de calcio en orina (Figura 27d), en los
ratones Cre+ VDR"™' con ERC, estos si que tienen niveles mas altos respecto sus
controles, en cambio los ratones Cre+ VDR con ERC no presentan niveles

significativamente distintos a sus controles.
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Cre+ VDR"/"t Cre+ VDR'o¥/lox

Control Tx+Nx+1,25D+HPD Control Tx+Nx+1,25D+HPD
Fosforo suero 6,62+0,44 mg/dl 11,57+ 0,81 mg/dl 6,16 + 0,56 mg/dl 10,53 + 0,75 mg/dl
Calcio suero 8,85 + 0,05 mg/dI 9,88 + 0,16 mg/dI 8,47+ 0,23 mg/dl 9,55 + 0,18 mg/dI
Fosforo orina 0,68 £ 0,2 mg/dia 3,9 + 0,42 mg/dia 1,29 + 0,19 mg/dia | 3,16 £ 0,30 mg/dia

Calcio orina 0,056 + 0,016 mg/dia | 0,22 + 0,03 mg/dia | 0,12 + 0,24 mg/dia | 0,14 £ 0,02 mg/dia

Tabla 17. Valores de fosforo y calcio en suero y orina.
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Figura 27. Andlisis bioquimico en suero y orina en el modelo de ratén con ERC (CRre+ VDR""" y Cre+ VDR "”‘)
y sus respectivos controles: a) Niveles de calcio y b) fosforo en suero. Excrecion urinaria de c) fésforo y d) calcio en

ratones controles y ratones con ERC de los distintos genotipos (Cre+ VDR y Cre+ VDR®). Los resultados se
expresan como promedio + SEM. n=6-15 ratones/grupo (controles) y n=19-26 ratones/grupo (ERC). *p<0,05; **p<0,01;

***p<0,001.
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4 Resultados

4.2.3 La ausencia de VDR de CMLV previene la calcificacion vascular en

enfermedad renal crénica

Para ver la importancia de la presencia de VDR en las células de musculo liso vascular en
el proceso de calcificacion vascular durante la enfermedad renal crénica, se midié el
calcio en las arterias de distintos genotipos de ratones Cre+ VDR""™'y Cre+ VDR
controles y con enfermedad renal cronica. En primer lugar, mediante el método o-
cresolftaleina complexona observamos un incremento significativo de calcio en el grupo
de ratones con enfermedad renal cronica y con presencia de VDR en las CMLV (Cre+
VDR""™) en comparacién con los respectivos controles sanos. Ademas, estos niveles
también son significativamente mas elevados que el grupo de ratones con enfermedad
renal crénica pero que tienen VDR eliminado especificamente en las CMLV (CRE+
VDR (Figura 28a). Estos resultados fueron también verificados mediante la tincién
Rojo de Alizarina, la cual tifie los depdsitos de calcio de las secciones de arteria en color
rojo. En la Figura 28b observamos las fotos representativas de cada grupo en los que,
correspondiendo con los resultados de la cuantificacidn por o-cresolftaleina, los ratones
con ERC y genotipo Cre+ VDR""'tienen depdsitos de calcio mucho mas visibles que el

Ron/on

grupo de ratones también enfermos pero con genotipo Cre+ VD , con niveles de

tincion similares a los controles.
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Figura 28. Efecto de la presencia de VDR en la calcificacién vascular en CMLV en ERC. a) Cuantificacién del calcio
arterial mediante el método o-cresolfataleina complexona y b) imagenes representativas de la tincion rojo de alizarina.
Los resultados se expresan como promedio + SEM. n=15-19 ratones/grupo controles y n=26-27 ratones/grupo ERC.
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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4.2.4 Efecto de la ausencia de VDR en CMLYV en la expresidon de marcadores

osteogénicos

Analisis de marcadores osteogénicos a nivel de mRNA

Una vez habiamos comprobado que existian diferencias en cuanto a los niveles de
calcificacién vascular entre ratones de los distintos genotipos (Cre+ VDR""'y Cre+
VDR""**) " ambos con enfermedad renal crénica, seguimos con el estudio de marcadores
de calcificacion para detectar cuales de ellos estaban implicados en este proceso. En
primer lugar hicimos un estudio de los niveles de mRNA en CMLV de distintos
marcadores de calcificacion descritos, como son: Runx2, OPN, osterix, MGP, lamin A,
SOST, BMP2, Alp y SM22actin.

En los marcadores de calcificacion como osterix (Figura 29d), MGP (Figura 29e),
Fosfatasa alcalina (Alpl) (Figura 299), BMP2 (Figura 29b) o SM22actin (Figura 29i) no
observamos diferencias significativas entre los grupos de ratones control y los ratones con
enfermedad renal crénica ni tampoco entre los Cre+ VDR*"'y Cre+ VDR"*°* con ERC.
Solo en el caso de MGP se ve una ligera tendencia a incrementar en ambos grupos con

ERC respecto a los controles.

El factor de transcripcion, Runx2 (Figura 29a) se ve aumentado en las arterias de los dos
grupos de ratones con enfermedad renal créonica comparado con los respectivos
controles, sin diferencias entre los Cre+ VDR""' y Cre+ VDR** con ERC, aunque, de
estos, solo los ratones con genotipo Cre+ VDR habian demostrado una calcificacién

vascular significativa.

Respecto a lamin A se ve un incremento de su expresion en las arterias calcificadas de
ratones Cre+ VDR"" con ERC comparando con los ratones sanos, pero sin significacion
estadistica. También podemos ver una tendencia a disminuir los niveles de lamin A en las

arterias no calcificadas de ratones Cre+ VDR con ERC (Figura 29c).
Ademas, podemos ver diferencias significativas en la expresion de esclerostina (SOST),

inhibidor de la CV, ya que sus niveles disminuyen en arterias calcificadas de ratones Cre+

VDR""™ con ERC comparado con sus controles. Ademas se produce una recuperacion de
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la expresion arterial de SOST en ratones Cre+ VDR* con ERC llegando a unos niveles

de expresidn muy similares a los controles (Figura 29h).

Si nos fijamos en la expresion de Osteopontina (OPN), esta si que sufre un aumento
significativo en las arterias calcificadas de los ratones Cre+ VDR""*! con ERC respecto a

los ratones Cre+ VDR!*ox

con ERC y ausencia de CV (Figura 29f). Este resultado nos
indica que Osteopontina podria tener un papel fundamental en el desarrollo de la
calcificacion vascular mediada por VDR, ya que solo aumenta en el grupo de ratones
donde previamente habiamos detectado calcificacién arterial. Ademas, se confirma una
correlacion (Tabla 18) entre las variables de contenido de calcio arterial y la expresion de

OPN. (r2 = 0,2078; r = 0,455; p = 0,033).

mg calcio / mRNA OPN

Hg proteina expresion
Cre+ VDR"""; control 61,26 1,11
Cre+ VDR"""'; ERC 8.363,05 2,46
Cre+ VDR'”'%; control 32,47 0,92
Cre+ VDR'"¥'*; ERC 25,25 0,27

Tabla 18. Valores promedio de la concentracién de calcio arterial (mg calcio / ug proteina) y de expresién de
mRNA de OPN (expresion relativa a los niveles correspondientes al grupo control).
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Figura 29. Expresion arterial en los distintos grupos de estudio de mRNA de marcadores osteogénicos. a)
Runx2, b) BMP2, c¢) Lamin A, d) osterix, e) MGP, f) OPN, g) Alpl, h) SOST y i) SM22a. Los valores estan calculados en
referencia a los niveles de RNA de TBP y se expresan de forma relativa a los niveles correspondientes al grupo control

Cre+ VDR"™. | os resultados se expresan como promedio + SEM. n=4-15 ratones/grupo controles y n=8-38

ratones/grupo ERC.

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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Analisis de marcadores osteogénicos a nivel de proteina

En aquellos genes que se vieron diferencias significativas en la expresion de mRNA entre
los distintos grupos (OPN, Runx2, SOST), seguidamente, se analizé la expresion de
proteinas mediante western blot y/o inmunohistoquimica para confirmar los resultados de
expresion geénica. En cuanto a la expresion de Runx2, se ve incrementada en los dos
grupos de ratones con ERC comparados con los grupos control, sin diferencias entre
genotipos, confirmando los resultados del analisis de RNA (Figura 30a, 30b y Figura 31).
En el caso de la expresion de OPN, también se confirman los resultados mostrados
anteriormente en las qPCRs, con un aumento de expresion significativa de OPN en arteria

RY™! respeto a sus

solo en el grupo de ratones con ERC y genotipo Cre+ VD
correspondientes controles y también al grupo de ratones con ERC sin VDR en CMLV

(Cre+ VDR (Figura 30c, 30d y Figura 31).
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Figura 30. Andlisis de expresion de la proteina Runx2 y OPN en arterias. Western blot representativo de Runx2 (a)

y OPN (c) y las respectivas cuantificaciones por densitometria de las bandas de Runx2 (b) y OPN (d). Los resultados se

expresan como promedio + SEM. n (Runx2) = 12-13 ratones/grupo controles y n=18-22 ratones/grupo en ERC. n (OPN)
= 9 ratones/grupo. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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4 Resultados

Finalmente, mediante inmunohistoquimica confirmamos la disminucion de expresion de
esclerostina (SOST) arterial en los ratones Cre+ VDR"™ con ERC (Figura 31),
comparando con sus controles, asi como la recuperacién de su expresion en los Cre+
VDR""* con ERC (Figura 31), indicando alguin posible efecto protector de ésta frente la

calcificacion vascular.

Cre+ VDRwtwt Cre+ VDRIox/lox

Control

Control ERC

)

&f; z».;_3
,( %1
:

Runx2
OPN

SOST

Figura 31. La ERC y la calcificacion vascular promueven cambios de expresion en las proteinas Runx2, OPN y
SOST. Inmunohistoquimica representativa de muestras arteriales en parafina de Runx2, OPN y SOST en los distintos
grupos de ratones, controles y con ERC (de ambos genotipos Cre+ VDR*™y Cre+ VDR*”®). Barra de escala = 50uM.

4.2.5 Efecto de la ausencia de VDR en CMLYV en la inflamacion arterial en

enfermedad renal crénica

En algunas muestras se analizaron dos marcadores de inflamacion, IL-6 y IL-1p (Figura
32), ya que se ha relacionado mucho la hiperfosfatemia, VDR y también OPN con
cascadas inflamatorias.

En IL-1B no se detectaron diferencias significativas pero en el caso de IL-6 si que se
observa una tendencia a aumentar en los ratones con ERC, especialmente aquellos con
calcificacion vascular, los del genotipo Cre+ VDR,

Aun asi el tamafno muestral de cada grupo no es suficiente para poder obtener unos

resultados significativos.
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Figura 32. Expresion relativa de a) IL-1B8 y b) IL-6 en CMLYV de los distintos grupos de ratones experimentales.
Los valores estan calculados en referencia a los niveles de TBP y se expresan en forma relativa a los niveles
correspondientes al grupo control Cre+ VDR"™ Los resultados se expresan como promedio + SEM. n= 6 ratones/grupo
controles y 5 ratones/grupo ERC. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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4.3 Analisis del efecto de la ausencia de VDR en CMLV en
calcificacion vascular In vitro

Para verificar In vitro los resultados obtenidos /n vivo, se usaron cultivos primarios de
CMLV de ratones VDRko y sus respectivos controles VDRwt. En primer lugar, cuando
teniamos ya las células, fue necesario comprobar que las células en cultivo eran células
de musculo liso vascular y que no habia contaminacién con otros tipos celulares
presentes en las arterias. Para ello se hizo una inmunofluorescencia de actina de musculo
liso (Figura 33), principal componente del esqueleto de las células de musculo liso

vascular.

Figura 33. Inmunofluorescencia para actina de musculo liso vascular en cultivos primarios de células de
musculo liso vascular de ratén VDRwt y VDRko. Barra de escala=50uM.

4.3.1 Estudio de calcificacion en CMLV VDRwt y VDRko

A continuacion se hicieron los experimentos de calcificacion con las condiciones
determinadas para calcificar y los respectivos controles, después de distintos ensayos
previos. Estas fueron:
- Medio normal (MN): medio DMEM + 5% FBS (suero fetal bovino)
- Medio de calcificacion (MC): medio DMEM + 10mM g-glicerofosfato (fgp) + 6mM
CaCly + 5% NRS (suero rata normal).

Los tratamientos se realizaron durante 6 dias y a los 3 dias se cambiaron los medios.
En primer lugar, mediante la tincion Rojo de Alizarina, que tifie los depdsitos de calcio,
pudimos comprobar una mayor tinciéon en las células VDRwt en comparacioén con las

células VDRko (Figura 34a, 34c).
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Figura 34. Deteccion de depésitos de calcio en CMLV. a) Visualizacién a nivel macroscopico de la tincion Rojo de
Alizarina; b) cuantificacion colorimétrica de la tincion, c¢) visualizacién mediante microscopio de contraste de fases de los
depositos de calcio en CMLV VDRwt y VDRko tratadas con MN y MC (Escala= 100uM) y d) cuantificaciéon quimica del
calcio mediante el método o-cresolftaleina complexona(n=8).
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A continuacion se cuantifico colorimétricamente el rojo de la tincion extraido mediante
acido acético y posteriormente neutralizado con hidroxido de amonio, tal como
comprobamos en las imagenes, las células con genotipo VDRwt presentan mayor
cantidad de calcio (Figura 34b). También se cuantificd por el método de o-cresolftaleina,
en cuatro experimentos independientes con duplicados en cada uno. En los resultados,
igual que mediante alizarina, se detecta una mayor cantidad de calcio en las CMLV
VDRwt que en las CMLV VDRko, ambas con medios calcificantes (Figura 34d), con

diferencias significativas entre los distintos genotipos.

4.3.2 Analisis de genes osteogénicos en experimentos de calcificacion In vitro

Analisis de marcadores osteogénicos a nivel de mRNA

En el analisis de expresion de mRNA in vitro observamos que la expresiéon de Runx2 no
aumenta en las células VDRwt en condiciones de calcificacién (Figura 35a), mientras que
en las VDRKko si que sube en condiciones calcificantes comparado con sus respectivos
controles. (Figura 35a).

En el caso de osteopontina, los medios de calcificacion indujeron un marcado incremento
de la expresion de mRNA en CMLV VDRwt comparadas con sus respectivos controles
(Figura 35b), mientras que la ausencia de VDR redujo el aumento inducido por el medio
calcificante (Figura 35b). Asi, estos resultados demuestran que una ausencia de VDR en
CMLYV protege frente el desarrollo de la calcificacion vascular in vitro, y que este efecto

podria estar mediado por un meno aumento de los niveles de OPN.
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Figura 35. Andlisis de la expresion de mRNA de Runx2 y OPN en CMLV con MN y MC. Los resultados se expresan
como promedio + SEM de 2 o 4 experimentos independientes hechos en duplicado (n= 4-8 grupo) en Runx2 y OPN,
respectivamente . *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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Analisis de marcadores osteogénicos a nivel de proteina

Los resultados de expresion de mRNA de OPN se verificaron mediante el analisis de
expresion de la proteina por western blot. Confirmando los resultados del mRNA,
detectamos un aumento significativo en la expresion de la proteina OPN en las células
VDRwt con MC en comparacion con las VDRwt controles, mientras que la ausencia de
VDR en las CMLV incubadas con MC revierte la expresion de OPN inducida por MC
(Figura 36).

MN MC
VDR VDR VDR VDR
wt ko wt

OPN

ko
‘-

GAPDH --\ 36Kda

Figura 36. Western blot representativo de OPN en células VDRwt y VDRko tratadas con MN y MC. Los resultados
se normalizaron respecto la expresion de GAPDH. n= 4 muestras / grupo.
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4.4 Implicacion de microRNAs en la CV mediada por VDR in vivo e in
vitro

4.4.1 Estudio de microRNAs in vivo

Debido a su importancia actual y su implicacion en muchas funciones celulares, se
estudiaron algunos microRNAs para comprobar si estos podrian estar implicados en la

calcificacion vascular mediada por VDR en ERC.

En primer lugar, se seleccionaron cinco microRNAs en base a la literatura, que se ha
descrito que estan implicados en la calcificacion vascular y que estan regulados por

vitamina D y su receptor VDR. Son los siguientes:

* miR-29b
* miR-30c
* miR-145a
* mir-146a
* miR-155

A continuacion, se analizé la expresion de estos cinco miRNAs en las arterias de los
distintos grupos de ratones mediante qPCR.

La ERC y CV no tuvieron efecto en la expresion del miR-146a (Figura 37b) y miR-30c
(Figura 37e) en ratones Cre+ VDR""™! comparado con sus controles respectivos. Sin
embargo, observamos un incremento en la expresion de dichos miRNAs en ratones Cre+
VDR/°* con ERC y CV comparando con sus controles sanos (Figura 37b y 37e). La
diferencia mencionada era significativa respecto al miR-30c. El miR-155 demostré una
tendencia a incrementar en las arterias tanto de Cre+ VDR""*! como de Cre+ VDR"**con
ERC comparando con los controles correspondientes (Figura 37c¢).

Respecto al miR-145a, observamos una disminucion significativa en su expresion arterial
en los ratones Cre+ VDR""™ con ERC que presentan CV en comparacidon con sus
respectivos controles, y también una recuperacién de su expresion en los ratones Cre+
VDR""** con ERC sin CV (Figura 37d).
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Figura 37. Expresion relativa de los microRNAs en CMLV en los distintos grupos de estudio. a) miR-29b, b) miR-
146, c) miR-155, d) miR-145a y e) miR-30c. Los valores estan calculados en referencia a los niveles de U6 y se
expresan en forma relativa a los niveles correspondientes al grupo control Cre+ VDR"™ Los resultados se expresan
como promedio + SEM. n=4-11 ratones/grupo controles y n=13-17 ratones/grupo ERC.*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Finalmente, se analizé la expresion de Dicer y Drosha, también en las muestras de
arterias, dos enzimas implicadas en el proceso de maduracién de los microRNAs. En el
caso de DICER (Figura 38a) no hay diferencias significativas entre los grupos y en
Drosha, si que hay una tendencia a disminuir en los grupos de ratones con ERC,
concretamente en los ratones con genotipo Cre+ VDR’ hay una disminucion

significativa respecto a sus controles (Figura 38b).
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Figura 38. Expresion relativa de DICER (a) y Drosha (b) en los distintos grupos experimentales. Los valores estan
calculados en referencia a los niveles de U6 y se expresan en forma relativa a los niveles correspondientes al grupo
control Cre+ VDR Los resultados se expresan como promedio + SEM. n=5 ratones/grupo controles y n=10-13
ratones grupo ERC.

4.4.2 Estudio de microRNAs in vitro

En el estudio In vitro, se analizé la expresion del miR-145a (Figura 39a) y el miR-155
(Figura 39b). La expresion del miR-145a disminuyd ligeramente en CMLV VDRwt
incubadas con MC respecto a sus controles con MN (Figura 39a), tal como habiamos
observado in vivo en arterias de ratones Cre+ VDR"""' afectados por ERC. En el caso de
las células VDRko, estas mostraban unos niveles basales superiores a las VDRwt con
MN. Después del tratamiento con MC, en las VDRko, también disminuyé ligeramente la
expresion de mir-145 pero los niveles seguian siendo superiores que las VDRwt con MC,
aunque las diferencias no eran estadisticamente significativo (Figura 39a).

El miR-155 sigui6é el mismo patrén de expresion que in vivo, incrementando en ambas
CMLV VDRwt y VDRko incubadas con MC (Figura 39b), sin significacion estadistica entre
estos dos grupos.
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Figura 39. Expresion relativa de los microRNAs en CMLV VDRwt y VDRko con las distintas condiciones (MN y
MC). a) miR-145a, b) mir-155. Los valores estan calculados en referencia a los niveles de U6 y se expresan en forma
relativa a los niveles correspondientes al grupo control VDRwt MN. Los resultados se expresan como promedio + SEM
de 2 o 4 experimentos independientes con duplicados en miR-155 y miR-145a respectivamente (n=4-8/grupo). *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001.
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4.4.2.1 Analisis de la calcificacion in vitro tras la recuperacién de los niveles de

miR-145a mediante transfeccion

* Puesta a punto modelo transfeccién del mimic miR-145a en CMLV

En los experimentos anteriores, habiamos comprobado que ratones Cre+ VDR con
ERC presentan calcificacion vascular y un aumento de la expresion de OPN junto con un
descenso en la expresion del miR-145a en las arterias. Por otro lado, los ratones Cre+
VDR""* con ERC no presentaban signos de calcificacion vascular ni altos niveles de
OPN, junto con una expresion mas elevada del miR-145a.

En los estudios In vitro con CMLV, se detecta solo un ligero descenso de la expresién del
miR-145a en CMLV VDRwt en condiciones calcificantes. En el caso de las VDRKko,
también hay un descenso respecto a sus controles pero los niveles son mas elevados en

comparacion con las CMLV VDRwt.

In vitro, queriamos comprobar el papel protector del miR-145a en la calcificacion, por esto,
transfectamos los cultivos primarios de CMLV VDRwt con el mimic de miR-145a. En
primer lugar, pusimos a punto la técnica para determinar la concentracion necesaria del
mimic y el tiempo de transfeccion. Mediante la literatura determinamos distintas variables
para testar:

- Concentracion del mimic: 25 nM y 50 nM

- Tiempo de transfeccion: 24 y 48 horas.
Se siguio el protocolo (fast forward protocol) descrito para CMLV por el fabricante del
HiPerfect tranfection Reagent (Quiagen).
En todos los casos vemos (Figura 40) un aumento en la deteccion del miR-145a, tanto en
la transfeccion durante 24h como 48h y con ambas concentraciones (25 nM y 50 nM).
Decidimos establecer como condiciones del experimento la transfeccion durante 24 horas
ya que es mas efectiva, al cabo de 48h se detecta menos mir-145a y como después de la
transfeccion hay que tratar las células con medios calcificantes, se perdera el efecto si
esperamos 48 horas. En cuanto a la concentracién, como vemos que las células tienen
buen aspecto y no es perjudicial, elegimos la mas alta (50 nM) para garantizar una buena

transfeccion.
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4 Resultados
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Figura 40. Expresion relativa del miR-145a en CMLV VDRwt transfectadas con un control negativo de la
transfeccion o mimic del miR-145a a distintas concentraciones (25 y 50nM). a) resultados después de 24h y b) 48h
de transfeccion. Los valores estan calculados en referencia a los niveles de U6 y se expresan en forma relativa a los
niveles correspondientes al grupo control VDRwt mimic c-. Los resultados se expresan como promedio + SEM. n= 2-

3/grupo. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

* El mir-145a disminuye los niveles de calcio y es un posible modulador de la

expresion de OPN en condiciones calcificantes in vitro

Una vez transfectadas las CMLV VDRwt con el mimic de miR-145a, a las 24h, se empez6

el tratamiento con medios calcificantes durante 6 dias. Cada condicion se analizdé por

duplicado y en dos experimentos distintos. Las CMLV tratadas con MC muestran unos

niveles de calcio incrementados en comparacién con sus respectivos controles con MN

(Figura 41), tal como ha habiamos confirmado previamente. En el caso de las CMLV

VDRwt con MC vy transfectadas con el miR-145a, vemos que los niveles de calcio se

reducen significativamente respeto a aquellas que no tienen altos niveles del miR-145a.
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Figura 41. Cuantificacion quimica del calcio mediante el método o-
cresolftaleina complexona en CMLV VDRwt con MN, MC y MC + mimic de
145a. Los resultados se expresan como promedio + SEM. n=4/grupo. *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001
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En las células tratadas con MC se detecté un incremento del mMRNA de OPN, mientras
que las células tratadas con MC + mimic 145a mostraron un ligero descenso en la
expresion del mRNA de OPN, aunque no significativo, indicando que este el miR-145a
podria tener un papel de la regulacion de la expresion de OPN en condiciones

calcificantes (Figura 42).
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Figura 42. Expresion relativa de OPN en CMLV VDRwt con los distintos tratamientos (MN, MC, MC+mimic). Los
valores estan calculados en referencia a los niveles de TBP y se expresan en forma relativa a los niveles

correspndientes al grupo control VDRwt MN. Los resultados se expresan como promedio £+ SEM. n=6 (MN y MC+mimic),
10 (MC). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

4.4.3 OPN como posible diana de miR-145a

Para comprobar la posible interaccion entre el miR-145a y osteopontina, nos fijamos en
las uniones mediante la region de siembra candnica o extendida, descritas en
interacciones entre miRNAs y genes diana.

En primer lugar, mediante la base de datos mirbase, obtuvimos la secuencia del miR-

145a-5p. En esta, seleccionamos las bases 2-10 del extremo 5.

>mmu-miR-145a-5p MIMATO0000157
3'-UCCCUAAGGACCCUUUUGACCUG -5’

A continuacion, mediante la base de datos UCSC Genome Browser Home obtuvimos la
secuencia 3'UTR del gen osteopontina. En esta secuencia del gen OPN, buscamos la
complementariedad con las bases 2-10 de la secuencia del miR-145a-5p que seria la

siguiente secuencia:

AAAACUGGA
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4 Resultados

3’utr Spp1
AGAAGAGGCAAAAACACAGUUCCUUACUUUGCAUUUAGUAAAAACAAGAAAAAGUGUUAGU
GAGGGUUAAGCAGGAAUACUAACUGCUCAUUUCUCAGUUCAGUGGAUAUAUGUAUGUAGA
GAAAGAGAGGUAAUAUUUUGGGCUCUUAGCUUAGUCUGUUGUUUCAUGCAAACACCGUUG
UAACCAAAAGCUUCUGCACUUUGCUUCUGUUCUUCCUGUACAAGAAAUGCAAACGGCCACU
GCAUUUUAAUGAUUGUUAUUCUUUUAUGAAUAAAAUGUAUGUAGAAACAAGCAAAUUUACU
GAAACAAGCAGAAUUAAAAGAGAAACUGUAACAGUCUAUAUCACUAUACCCUUUUAGUUUU
AUAAUUAGCAUAUAUUUUGUUGUGAUUAUUUUUUUUGUUGGUGUGAAUAAAUCUUGUAACG
AAUGUAAGGA

Podemos ver que existe una complementariedad entre las bases 4-9 del miR-145a-5p y bases de
OPN. Este tipo de complementariedad estd descrita como las mas estables entre miRNA y gen
diana, de forma que seguramente miR-145a es un candidato de regular OPN.

Auln asi, la unién no esta descrita en bases de datos como TargetScan o Tarbase.

miR-145a
3% UCCCUAAGGACCCUUUUGACCUG ¥

3’ UTR Spp1 5 —m=mmmmmmm- AAACUG F---—------ 3’

Figura 43. Possible interaccién entre mir-145a y el gen Osteopontina mediante la regiéon de siembra extendida y
la region 3’UTR.

Usando la herramienta para detectar estas interacciones, IntaRna, pudimos confirmar la

interaccion propuesta.

spp1

325 - 331 mmu-miR-145a-5p MIMAT0000157 4-10 -3.41901
Details of Selected Interaction Download Interaction Details

324 332

5'-AGA...AAAGA UAACA...GGA-3'

Energy -3.41901 kcal/mol Position - Target RNA 325 -- 331
Hybridization Energy -6. Position - Query RNA 4--10
Unfolding Energy - Target 2.17525 Position Seed - Target RNA 325 -- 331
Unfolding Energy - Query 0.61550 Position Seed - Query RNA 4--10

Sequence : ARMAGAGAAMACUGUAACA&GUCCAGUUUUCCCAG
Structure : ..... OO annn &e02)))))))eennn
StartIndex : 320&1

Figura 44. Interaccién detectada mediante el software IntaRna del mir-145a y el gen osteopontina.

103



104






106



La enfermedad renal cronica es una de las enfermedades con mayor prevalencia en
nuestro pais y con una serie de complicaciones asociadas. Una de las mas importantes
es la enfermedad cardiovascular, siendo una de las causas mas frecuentes de morbilidad
y mortalidad en estos pacientes. En particular, destacamos la calcificacion vascular, de la
cual aun no se conocen del todo los mecanismos por los que se produce. Sin embargo,
estd muy asociada a las alteraciones en el metabolismo mineral (CKD-MBD), muy
frecuentes en estos pacientes. Estas alteraciones se caracterizan por hiperfosfatemia,
hipocalcemia, disminucidn de la vitamina D y aparicion de hiperparatiroidismo secundario.
Para ello la mayoria de pacientes son tratados con calcitriol o analogos, como el
paricalcitol. Estudios previos de nuestro grupo han demostrado que el calcitriol tiene un
efecto mas perjudicial que el paricalcitol, porque promueve mas la calcificacion vascular,
aunque los dos compuestos activan el VDR™. Esto hace pensar que el VDR de CMLV
tiene un papel muy importante en la calcificacion vascular y que la vitamina D, ademas de
sus acciones clasicas en la regulacion del calcio sistémico, tiene efectos especificos en la
vasculatura. Torremadé et al.,"”*® demostraron que la 1o-hidroxilasa local mediaba el
incremento de la CV en la ERC y la eliminacion de esta enzima inhibia totalmente la CV in
vitro. Ademas, juntamente con el incremento de 1a-hidroxilasa, confirmaron un aumento
en la activacion de VDR en las arterias™°. Esto nos indica que los pacientes renales
tienen una alteracion en el metabolismo de la vitamina D a nivel local en las CMLV,
provocando efectos atribuidos a las funciones no clasicas de la vitamina D.

Para investigar el potencial papel de VDR en la calcificacion vascular en ERC analizamos
la expresion de VDR en arterias calcificadas de pacientes con ERC. En estas vimos que
pacientes con enfermedad renal crénica y calcificacion vascular presentaban una mayor
expresion de VDR en las CMLV comparado con muestras arteriales de personas sanas.
Ademas, ratones sujetos a una nefrectomia 5/6 mostraron también un incremento de la
expresion de VDR en arterias calcificadas; corroborando los resultados del estudio en
muestras humanas vy, verificando estudios anteriores de Torremadé et al., donde se

afirmaba que la uremia incrementaba la expresién de VDR en arteria de rata in vivo'™.

Después de estos estudios previos, nos planteamos como el VDR local de las CMLV
influye directamente en el proceso de calcificacion vascular, y como su eliminacién de
forma especifica en estas células puede condicionar esta calcificacion en enfermos

renales.
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En estudios anteriores, Han et al. ya habian demostrado que en ratones KO totales para
VDR la calcificacién vascular estaba disminuida’®. Aun asi, este estudio no permite
concluir si es una consecuencia de los efectos a nivel sistémico, o si es solo a nivel de las
arterias, ya que se elimina VDR en todos los 6rganos. A nivel sistémico, la vitamina D
promueve la absorcion de calcio y fosforo en el intestino y también la reabsorcion de
calcio en el rindn, lo que conlleva un aumento de los niveles de calcio y fosforo séricos.
Se ha descrito que este incremento en los niveles de calcio circulantes por accion de la
vitamina D promueve las calcificaciones vasculares''. Por esto, nuestro primer objetivo
fue eliminar de forma exclusiva VDR en las CMLV y asi no perder los efectos de la

vitamina D en el resto de 6rganos durante la ERC.

Para ello usamos un modelo de ratéon KO condicional para VDR en las CMLV con sus
respectivos controles, con el objetivo de mantener los efectos sistémicos de la vitamina D,
pero no los locales en las CMLV. Estos fueron sometidos a una nefrectomia subtotal
juntamente con administraciones de calcitriol y dieta alta en fosforo para promover la
calcificacion vascular

Una vez finalizado el experimento, vimos que ambos genotipos, Cre+ VDR""™'y Cre+
VDR"¥°* afectados con ERC presentaban caracteristicas de enfermedad renal, con un
BUN elevado debido a la disfuncion renal, hipercalcemia e hiperfosfatemia por el aumento
de absorcion de calcio y fosforo de la dieta. El rindn de ambos grupos de ratones con
ERC no era capaz de eliminar todo el fosforo y por esto aumentaba en suero. Aun asi,
vimos que los niveles de fosforo en orina también eran elevados en los grupos con ERC,
lo cual nos indica que la parte de rifidn que tenian funcional aun podia excretar parte de
este fosforo. Los niveles de calcio en suero de los dos grupos de ratones con ERC,
también aumentaron debido a la accion de la vitamina D, que hace que se absorba mas
calcio y fosforo en la dieta. Estos resultados confirman los resultados previos de nuestro
grupo donde se describe que el BUN, calcio y fosforo aumenta significativamente en los

|130

ratones nefrectomizados con tratamiento con calcitriol ™", aunque en nuestro caso

ademas tenian una dieta alta en fosforo.

Analizando la calcificacion vascular en nuestros grupos de ratones, demostramos que los
ratones Cre+ VDR""! con ERC presentaban un aumento de la CV comparando con los
ratones CRE+ VDR"** con ERC donde habiamos eliminado de forma especifica el VDR

en las CMLV. Este resultado nos indica que la activacién del receptor de la vitamina D
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localmente en las CMLV promueve la calcificacion vascular en los ratones afectados con
ERC. Posteriormente, confirmamos estos resultados con cultivos celulares, donde el
contenido de calcio aumentaba en condiciones calcificantes en CMLV VDRwt, mientras
que en las CMLV VDRko no lo hacia.

Esta descrito que la calcificacion arterial siempre va acompafiada de un aumento de gran
parte de los marcadores osteoblasticos, como osteopontina, Runx2, ostocalcina, lamin A,
fosfatasa alacalina y BMPs, detectados en las paredes de los vasos calcificados'?. En
nuestro estudio, en primer lugar analizamos Runx2, un factor de transcripcion que tiene
un papel importante en la diferenciacion de los osteoblastos, ya que los ratones Runx2-
KO tienen un déficit de osteoblastos funcionales y también multiples defectos
esqueléticos™?. Se ha descrito que el suero urémico incrementa la mineralizacion de las
CMLV y aumenta la expresion de Runx2?’. En nuestro estudio, Runx2 se encuentra
aumentado en ambos grupos de ratones con ERC, aunque solo los Cre+ VDRWIW!
presentaban calcificaciones vasculares. El grupo Cre+ VDR*/°* con ERC calcificaban
menos, aunque también tenian niveles incrementados de Runx2. Esto nos hace pensar
que la expresion de Runx2 en las CMLV es necesaria pero no suficiente para producir
calcificacion vascular in vivo.

En el estudio in vitro, los resultados no seguian del todo el patrén in vivo, ya que en las
células donde habiamos detectado calcificacion (VDRwt con medios calcifiantes) no
aumentaba la expresion de Runx2. Por otro lado, en las VDRko con medios calcificantes,
aunque no presentaban calcificaciones, si que mostraban un aumento significativo de
Runx2, comparado con VDRko en medio normal. Sin embargo, es importante destacar
que los niveles basales de Runx2 en CMLV VDRko son mas bajos que en las VDRwt, y
que al tratar con MC aumentan para alcanzar los niveles basales de éstas.

Estas diferencias entre los experimentos in vivo e in vitro se podrian atribuir a los distintos
fondos genéticos de los ratones. En el caso del experimento in vivo, eran ratones con un
fondo genético mixto (C57BL/6J y Swiss129) y en los experimentos in vitro se usaron
células provenientes de ratones C57BL/6J puros. Ademas, también podemos relacionar
estas diferencias a otros estimulos que in vivo pueden inducir un aumento de Runx2 y
desaparecen in vitro. Asi, in vitro hemos simulado la situacion de enfermedad renal con
aumentos de calcio y fosforo en el medio pero el modelo animal presenta una situaciéon de
uremia que no teniamos en los cultivos celulares. Estas toxinas urémicas podrian ser las

responsables del aumento de Runx2 in vivo que no detectamos in vitro. Hay varias
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toxinas urémicas descritas que inducen calcificacion como proteinas oxidadas, productos
finales de glicacion avanzada, calcitriol, PTH, especies reactivas de oxigeno (ROS),
indoxil sulfato, entre otros. No obstante, es mas probable que sea una combinacién de
estos factores urémicos del suero y no uno de solo, el responsable del aumento de
expresion de Runx2'**"3°. Destacamos el compuesto indoxyl sulfato, una toxina urémica
bien reconocida, de la cual Chang et al. aportan evidencias en experimentos in vivo e in
vitro sugiriendo que puede tener un impacto directo en el desarrollo de la CV,
desencadenando la produccién de ROS y la expresion de Runx2'°. Por otro lado, Chen
et al. en su estudio describen BMP-2 como potencial toxina urémica, ya que encontraron
unos niveles superiores en suero urémico de pacientes con ERC en dialisis en
comparacion con sueros de personas sanas, y este inducia a Runx2 y sus proteinas
downstream OPN y ALP, en CMLV bovinas'*.

Han et al. demostraron que hay una cooperacion funcional entre VDR y Runx2, ademas
de su interaccion fisica para la regulacion de muchos genes osteogénicos. Este podria ser
el principal motivo por el cual en nuestro estudio en los ratones Cre+ VDR con ERC y
en los cultivos de CMLV VDRko no hay un aumento de calcificacién. Como las CMLV no
tienen VDR este no puede interaccionar con Runx2, y aunque Runx2 esté aumentado, sin
VDR no se estimula la calcificacion vascular.

Se conoce que Runx2 regula la transcripcion de Osteopontina (OPN), ya que en ratones
con falta de Runx2 se ha detectado una expresion baja de OPN'™°. OPN es otro de los
marcadores en el que pudimos detectar diferencias importantes entre los dos grupos de
ratones con ERC. Los ratones Cre+ VDR con ERC presentaban unos niveles de OPN
mas elevados en sus arterias calcificadas que los ratones Cre+ VDR con ERC y sin
calcificacion vascular, en los que eran practicamente iguales a los ratones de los grupos
controles. En el experimento in vitro, también se confirmaron estos resultados, con un
aumento de expresion de OPN en CMLV VDRwt tratadas con medios calcificantes en
comparacion con CMLV VDRwt con medios normales. En el caso de las CMLV VDRko el
aumento inducido por medios calcificantes se inhibe de manera significativa.

En el modelo de Viegas et al. demostraron los mismos resultados en su estudio. Asi la
calcificacion arterial estaba caracterizada principalmente por un incremento de la
expresion de OPN, indicador de la diferenciacion osteogénica de las CMLV junto con una
disminucién de a-SMA'™’. También se han detectado altos niveles de OPN en valvulas
cardiacas calcificadas comparandolas con las valvulas no calcificadas'™®, asi como en

cultivos in vitro, después de 4 dias de exposicién en medios calcificantes.
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Finalmente, se ha descrito que la vitamina D3 estimula la sintesis y secrecion de OPN'°
ya que OPN tiene un elemento de respuesta a vitamina D y, por esto, se afirma que la
vitamina D ejerce un efecto directo en su expresion®. Lau et al. detectaron un incremento
de OPN secretada en VSMC de raton después de cultivarlas 48 horas con Paricalcitol
sugiriendo que el incremento de OPN era estimulado por el tratamiento con el agonista de
VDR, Siguiendo con estos resultados, Jono et al. demostraron que la vitamina D en
CMLYV bovinas calcificadas producia un incremento de expresién de OPN, al contrario de
las que no estaban calcificadas®®. Se confirmé también un aumento de OPN en ratones
con ERC, dieta alta en fosforo y tratados con agonistas de VDR '*°. Podemos relacionar
estos hallazgos con nuestros resultados, donde ratones con presencia del receptor de la
Vitamina D presentan mas expresion de OPN y, como consecuencia, mas calcificacion
vascular, contrariamente a los ratones que no tienen presencia de VDR en CMLV.

Sowa et al, confirmaron también que Runx2 regula la transcripcion de OPN y que esta
estd aun mas incrementada con la interaccion con VDR. Por lo tanto, hay una actividad
sinérgica de Runx2 con VDR en la transcripcién de OPN en el proceso de calcificacion’?.
Si nos fijamos en nuestros resultados, los dos grupos de ratones con ERC, aunque los
dos presentaban niveles mayores de Runx2 en comparacion con los controles, solo los
ratones Cre+ VDR"" tenian altos niveles de OPN comparados con los ratones Cre+
VDR con ERC. Por lo tanto, OPN aumenta en los ratones que tienen VDR en las
CMLYV y este puede interaccionar con Runx2. In vitro, OPN aumenta en las células VDRwt
con niveles de Runx2 normales, indicandonos que a parte de Runx2 puede haber otros
estimulos que inducen OPN, como la inhibicion por SOST o microRNAs, que se.
Contrariamente, en células VDRko, el ligero aumento de Runx2 no se traduce en
incrementos significativos de OPN, probablemente porque este no es suficiente en

ausencia de VDR.

En nuestro estudio in vivo, los animales Cre+ VDR con ERC vy calcificacién vascular
también mostraban unos niveles incrementados de Lamin A respecto sus controles,

R* con ERC no se detectaba este aumento,

mientras que en los ratones Cre+ VD
mostrando valores similares a los controles. Confirmando nuestros resultados, Quirds-
Gonzélez et al., en su estudio, ya describieron tanto in vivo como in vitro que los niveles
de Lamin A incrementaban en CMLYV calcificadas, sugiriendo un papel de esta proteina en
la calcificacién vascular'*'. Silenciando el gen correspondiente, Lmna, vieron que en

condiciones calcificantes no habia un incremento de la calcificacion vascular y que
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tampoco incrementaba la expresion de genes como Runx2, OPN y Oc. En cuanto a la
relacion de VDR con Lamin A, esta no esta descrita en profundidad, pero Almofti et al. en
su estudio detectaron un incremento de Lamin A en aortas de ratas tratadas con vitamina
D'2. Por otro lado, hay resultados contradictorios dependiendo del tejido estudiado, ya
que se ha descrito una disminucion de Lamin A como consecuencia de tratamientos con

vitamina D, en fibroblastos'*®.

Por ultimo, también detectamos diferencias en la expresion del inhibidor de calcificacion
esclerostina (SOST). Los ratones del grupo Cre+ VDR"™ con ERC vy calcificacién
vascular presentaban unos niveles reducidos respecto al grupo de ratones sanos. En
cambio en el grupo de ratones Cre+ VDR* con ERC, los niveles de SOST eran
superiores, parecidos a los niveles en ratones sanos. Este resultado nos indica que SOST
puede estar mediando algun efecto protector contra la CV en las arterias de Cre+
VDR con ERC de acuerdo a los resultados previos publicados por LaShan Simpson et
al. Estos autores fueron los primeros en atribuir a esclerostina el papel de reguladora de
la calcificacion de CMLV, mostrando como esta puede actuar como diana terapéutica
para tratar la CV debido a su capacidad de reducir el contenido de calcio in vitro™*.
Siguiendo en esta linea, Goltzman et al., afirmaban que niveles bajos de esclerostina
aceleraban la transdiferenciacion de las CMLV a células osteoblasticas con la
consecuente calcificacion**. SOST es un inhibidor de la via de sefializacién Wnt, via que
se ha descrito que tiene un papel importante en la diferenciacion osteogénica’® dado que
controla la expresion de osteoprotegerina (OPG), osteopontina (OPN), y metaloproteasas

de matriz (MMP), que estan implicadas en enfermedad adrtica’®

. Golledge et al.,
demostraron que un incremento de SOST disminuye OPN en arterias de raton'’. Si
analizamos como VDR podria regular la expresion de SOST, St. John et al. sugieren que
SOST disminuye por la accion de la vitamina D en osteoblastos de raton'*?. Aun asi, hay
también opiniones contrarias donde relacionan la produccion local de vitamina D con un
aumento de SOST, para mitigar la transdiferenciacion osteoblastica y la mineralizacion
como defensa primaria en ERC*. Ademas, también se han descrito aumentos de
esclerostina en suero en pacientes con ERC tratados con agonistas de VDR."®. Estas
diferencias podrian atribuirse a una accion selectiva de VDR dependiendo del tipo celular,

ya que se inducen distintos patrones de reclutamiento de cofactores en cada uno'.
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Recientemente se ha demostrado que los miRNAs pueden regular varios procesos
biolégicos y patologicos, modulando la expresion de varios genes diana. Casi el 90% de
genes estan regulados por miRNAs y pueden mediar varias funciones celulares,
incluyendo proliferacion, apoptosis y diferenciacion. Hay muchas evidencias en estudios
de calcificacion vascular que sugieren que los microRNAs tienen un papel clave en la
modulacién de este proceso, regulando la transdiferenciacion de las CMVL a células
parecidas a osteoblastos. En nuestro estudio hemos seleccionado cinco de ellos para
analizar, los cuales se han descrito previamente que estan implicados en calcificacion
vascular y ademas se ha visto que estan regulados por VDR.

Vimos diferencias interesantes en dos de ellos. En primer lugar el miR-155, que aunque
no presenta diferencias estadisticamente significativas, se observa una tendencia a
incrementar en ambos grupos de ratones con ERC, tanto en Cre+ VDR como en Cre+
VDR"¥"°* 'en comparacién con sus respectivos controles. Se ha descrito la expresién del
miR-155 aumenta cuando el sistema inmune esta activado'®. Paralelamente, uno de los
efectos inducidos por las toxinas urémicas presentes en el plasma de enfermos renales

es la inflamacion vascular'’' con una alteracion del sistema inmune'®?.

En el microRNA que detectamos mas diferencias in vivo, fue el miR-145a. Observamos
una disminucién significativa en su expresion arterial en los ratones Cre+ VDR con
ERC que presentaban CV en comparacion con sus respectivos controles, y una
recuperacion de su expresion en los ratones Cre+ VDR con ERC y sin CV.

De acuerdo con resultados previos se demostrd que el mir-145a tiene un papel importante
en el cambio fenotipico de las CMLV'®. Niveles bajos niveles de este miRNA se asocian
con la enfermedad arterial coronaria’*. Siguiendo en esta linea, Cheng et al. confirmaron
que una sobreexpresidon de miR-145 incrementaba la expresidn de genes de
diferenciacion de CMLV, como a-actina de musculo liso, y que los niveles de estos
marcadores disminuian en CMLV tratadas con un inhibidor de miR-145 en cultivos in vitro
de CMLV'™®°. También se ha detectado una disminucién de la expresion de este microRNA
tanto en CMLV cultivadas con medios con alto fosforo como en ratones con
calcificaciones vasculares y se ha demostrado que regula de forma negativa la expresion
de genes especificos del cambio de fenotipo de las CMLV'®®.

Por otro lado, y aunque no hay muchas evidencias de esto en la bibliografia, hay datos
que sugieren que VDR puede regular el miR-145a. Solo Huang et al. han descrito en

células de cancer gastrico una relacion entre ellos. En este estudio se demostré que los
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tratamientos con vitamina D en células de cancer gastrico producen un incremento de la
expresion de miR-145a. Mediante bioinformatica predijeron un VDRE candidato en el
locus del cromosoma humano de miR-145a y concluyeron que el miR-145a es inducido a
través de VDR''®. Nuestros resultados son opuestos a estos, ya que en arterias con
presencia de VDR la expresidn de miR-145a disminuye. Estas diferencias las podriamos

49 Aun asi, el hecho de

atribuir a los distintos efectos de VDR en funcion del tipo celular
que VDR sea un candidato a regular nuestro microRNA de interés, es importante.

Una posible diana del miR-145a podria ser osteopontina, por la complementariedad de
bases que tienen. Probablemente, cuando los niveles de este microRNA son superiores
es capaz de unirse a OPN y promover una degradacion de esta, como podria pasar en el
grupo con ERC y Cre+ VDR/°* pero cuando los niveles de miR-145a disminuyen, no
pueden regular OPN, esta aumenta y promueve la calcificacion vascular como en el grupo
de ratones con ERC y Cre+ VDR"™. En linea con nuestros resultados, Cai et al. ya
habian postulado que una sobreexpresion del miR-145 inhibe la transformacion fenotipica
en células de musculo liso vascular humanas (HVSMC) y disminuye la expresiéon de OPN.
Asi, estos autores encontraron wuna disminucion en miR-145 en CMLV

desdiferenciadas'’.

En cuanto a los resultados In vitro, el miR-155 presenta una tendencia igual a la de los
resultados in vivo, aunque sin alcanzar la significacion estadistica. Asi, tanto en las
células VDRwt como VDRko con MC se observa un incremento en la expresion de miR-
155 respecto a sus controles con MN.

En el caso del miR-145a, in vitro, hay un ligero descenso en las CMLV VDRwt que
presentaban calcificaciones, comparado con sus respectivos controles. Este patron se
repite en las células VDRko, aunque no presentan calcificaciones. Fijandonos en los
resultados obtenidos in vivo, esperdbamos que en las células VDRko
(independientemente del tratamiento), los niveles de miR-145a estuviesen casi igual que
en los controles pero no es del todo asi. Igual que en el caso de Runx2, estas diferencias
entre los resultados in vivo e in vitro podrian ser consecuencia de la combinacion de
toxinas urémicas presentes en los ratones con ERC y que no tenemos en los cultivos in
vitro, que pueden mediar el aumento del miR-145a en ratones Cre+ VDR°* con ERC.
Esto también nos indicaria que el aumento de OPN no esta solo regulado por este
miRNA, ya que en las VDRko, aun teniendo niveles mas bajos de miR-145a, no aumenta

de forma tan drastica OPN en comparacién con las CMLV VDRwit.
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Como el miR-145a era nuestro candidato y los resultados in vivo eran esperanzadores,
nos propusimos revertir la situacién de la disminucion de este mediante la transfeccion in
vitro del mimic del miR-145a en células VDRwt y condiciones calcificantes. Con el objetivo
de comprobar si las células con niveles altos de miR-145a no calcificaban y no mostraban
incrementos de OPN. Una vez analizados los resultados, pudimos observar en las CMLV
VDRwt que con niveles altos de miR-145a y condiciones calcificantes, los niveles de
calcio eran significativamente menores que en las células con niveles inferiores de miR-
145a. La células transfectadas también presentaban unos niveles ligeramente
disminuidos del mRNA de OPN respecto a las CMLV VDRwt con bajos niveles de miR-
145a (ambas con medios calcificantes), aunque estos no eran significativos. Podriamos
postular que probablemente miR-145a puede tener un papel en la calcificacion,
posiblemente regulando OPN, pero que no es suficiente su sobreexpresion para frenar la

calcificacion vascular y hay otros implicados.

Después del analisis de todos los resultados podemos concluir que el receptor de la
vitamina D de las CMLV podria ser el responsable de la calcificacion vascular en la
enfermedad renal crénica y que su eliminacion previene la CV en ERC. El posible papel
de miR-145a en la calcificacion vascular mediada por VDR requiere estudios adicionales,

aunque parece ser un buen candidato en la regulacion de la CV mediada por VDR y OPN.
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6. Conclusiones

1. La expresion de VDR aumenta en arterias calcificadas de humanos y ratones afectados

por enfermedad renal crénica.

2. La eliminacion de VDR exclusivamente en CMLV protege frente la calcificacion

vascular en ERC in vivo.

3. La eliminacion de VDR en CMLV disminuye la calcificacion vascular en condiciones

calcificantes in vitro.

4. El miR-145 podria estar implicado en la calcificacién vascular mediada por VDR in vivo,

con una posible regulacion de la expresion de OPN y eventos subsecuentes.
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La eliminacién del receptor de la vitamina D en las células de musculo liso vascular
disminuye la calcificacién vascular. Caus M, Bozic M, Valdivielso JM, Fernandez E.

Burgos 2017 (poster).

La falta de VDR en las células de musculo liso vascular contrarresta la calcificacion
vascular in vivo e in vitro. Caus M, Bozic M, Fernandez E, Valdivielso JM. XLVIII
Congreso de la sociedad espafiola de nefrologia y IX congreso iberoamericano de

nefrologia. Madrid 2018 (comunicacion oral).

Deletion of vitamin D receptor exclusively in vascular smooth muscle cells prevents
vascular calcification. Caus M, Bozic M, Fernandez E, Valdivielso JM. 55th
ERA-EDTA Congress. Copenhagen 2018 (poster).

Absence of VDR solely in VSMCs impedes arterial calcification in CKD through
targeting miR-145a and mir-155. Caus M, Bozic M, Fernandez E, Valdivielso JM. 56th
ERA-EDTA Congress. Budapest 2019 (poéster).

Alpha-synuclein maintains the epitelial phenotype and protects from renal fibrosis.
Bozic M, Caus M, Rodrigues-Diez RR, Ruiz-Ortega M, Martinez A, Blasco A, Gallel P,
Fernandez E, Valdivielso JM. Budapest 2019 (poster).

Alfa-sinucleina mantiene el fenotipo epitelial y protege de la fibrosis renal. Bozic

M, Caus M, Eritja A, Rodrigues-Diez RR, Ruiz-Ortega M, Garcia A, Gallel P, Fernandez E,
Valdivielso JM. XLIX Congreso nacional de la SEN. La Coruia 2019 (e-péster)
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