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1. INTRODUCCION







1. Introduccién

Las calcificaciones vasculares (CV) son procesos patolégicos de alta prevalencia
en la enfermedad renal crénica (ERC). La mineralizacion de los tejidos vasculares
tiene naturaleza progresiva y esta asociada con un aumento de la mortalidad en los
pacientes con ERC.**8 |os mecanismos implicados en el desarrollo de CV son
de dos tipos: pasivos, precipitacion de fosfato célcico; y activos,
transdiferenciacion de células de musculo liso vascular (CMLV) a células con
fenotipo osteogenico. Estos cambios incluyen apoptosis y expresion de proteinas
asociadas a hueso y reguladoras de la mineralizacion.®®*"® En la ERC,
desequilibrios en el metabolismo del calcio y del fosforo, sobre todo la
hiperfosfatemia, constituyen la principal causa de C\.33% 333334484

Actualmente la obesidad es uno de los principales problemas de salud a nivel
mundial, cobrando especial relevancia en los paises desarrollados, donde llega a
alcanzar proporciones epidémicas. Los trastornos metabdlicos que acomparian a la
obesidad se agrupan dentro del sindrome metabdlico (SM). Este sindrome se
caracteriza por obesidad, dislipemia, hipertension, resistencia a la insulina, estrés
oxidativo e inflamacion sistémica. Muchas de estas alteraciones del SM también
estan presentes en la ERC y, por lo tanto, podrian darse efectos sinérgicos en el
deterioro de funcién renal y en la progresion de CV.*®" Sin embargo, hasta ahora
no existen estudios experimentales en modelos animales que evallen el efecto de

ambas patologias sobre el desarrollo de calcificaciones extraesqueléticas.

Las terapias orientadas a corregir los trastornos minerales y prevenir o reducir el
desarrollo de CV en enfermos con ERC incluyen el uso de quelantes de fosforo,
analogos de la vitamina D, calcimiméticos y paratiroidectomia. Los resultados de

estudios in vitro, estudios en modelos animales y ensayos clinicos sugieren que el
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estrés oxidativo podria participar en los mecanismos implicados en el desarrollo
de C\/ 175300366, 385, 578 Eq necesario ampliar la informacion sobre este tema y, mas
aun, evaluar la eficacia de agentes antioxidantes, como por ejemplo la vitamina E,

en la prevencion y el tratamiento de CV.>®°°°78

Aungue se han realizado diversos estudios en animales de experimentacion y en
pacientes humanos para valorar el efecto de las modificaciones del pH del medio
interno sobre el desarrollo y progresién de calcificaciones vasculares,*621>280.3%5
los cambios que la CV produce sobre el estado &cido-base no se conocen con
exactitud. Obviamente, aclarar este punto es esencial para abordar cualquier

modificacion del estado acido-base con fines terapéuticos en procesos de CV.

Como se ha citado anteriormente, la hiperfosfatemia es uno de los principales
factores asociados a CV en la ERC. Por ello, el tratamiento con quelantes de
fosforo constituye una de las medidas mas importantes para frenar el desarrollo de
CV. En los ultimos afios se ha extendido el uso de quelantes de fosforo que
contienen magnesio (Mg), los cuales han demostrado gran efectividad para
controlar los niveles plasmaticos de fésforo en modelos animales y en pacientes
con ERC.™® Sin embargo, las implicaciones del Mg tanto en el control del
hiperparatiroidismo secundario como en el desarrollo de CV no se conocen con

exactitud.

Este trabajo de Tesis Doctoral se ha disefiado para profundizar en el conocimiento
de la CV asociada a la ERC, evaluando distintos factores etiopatogénicos
(obesidad, estrés oxidativo, alteraciones acido-base) y terapeuticos (vitamina E y

magnesio).
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2. Revisién Bibliografica

2.1. METABOLISMO MINERAL

2.1.1. HOMEOSTASIS DEL CALCIO, FOSFORO Y MAGNESIO

Calcio, fosforo y magnesio son minerales necesarios para funciones vitales de las

células y el organismo en los mamiferos. La regulacién de su metabolismo se

lleva a cabo por una interaccion compleja entre factores hormonales y dérganos

diana que mantienen las concentraciones séricas de estos minerales dentro de unos

limites muy estrechos.

De manera general, el sistema esta conformado por:

Los iones calcio, magnesio y fosfato.

Un componente sensor: Su funcion es detectar las pequefias variaciones que
se producen en las concentraciones iénicas de calcio y desencadenar
respuestas adecuadas. Dentro del componente sensor se encuentran las células
paratiroideas, las células de los tdbulos renales proximales y las células C del
tiroides. 2> °2 %68

Tejidos de absorcidn, reabsorcion y almacenamiento, principalmente: rifion,
intestino y esqueleto.

Hormonas que modulan el transporte y la movilizacion de los minerales.
Estas hormonas son: la parathormona, secretada por las glandulas

paratiroides; la 1,25 -dihidroxivitamina D3 o calcitriol, sintetizada por el

riidn; la fosfatonina factor de crecimiento de fibroblastos-23 (FGF23)

producido en el hueso por osteocitos y osteoblastos; y, finalmente, la
calcitonina, hormona secretada por las células C del tiroides.
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» Componentes Del Sistema Homeostatico

e Calcio

El calcio (Ca) es uno de los elementos mas abundantes en la naturaleza. En los
vertebrados es importante para funciones diversas entre las que se incluyen:
participacion en la contraccion muscular, secrecion de hormonas, activacion
enzimatica, division celular, estabilidad de membrana celular, excitabilidad
neuromuscular y coagulacién sanguinea.*”® El calcio también es responsable de
regular procesos que conllevan dafio y muerte celular como la produccion de
radicales libres, liberacion de citoguinas, activacion de proteasas, vasoconstriccion

y apoptosis.

El 99% del calcio de todo el cuerpo se encuentra en el esqueleto en forma de
cristales amorfos de fosfato de calcio e hidroxidos de calcio y fosfato
(hidroxiapatita). Estas reservas de calcio pueden intercambiarse entre el hueso y el
liquido extracelular gracias a la accion de osteoblastos y osteoclastos. El proceso
de intercambio, denominado remodelado 06seo, ocurre por coordinacion de
funciones entre ambos grupos celulares, de tal manera que continuamente se
moviliza calcio hacia y desde el hueso mediante mecanismos de formacion y

resorcion 6sea.l”

El calcio restante se encuentra en membranas celulares, mitocondrias, reticulo
endoplasmatico (0,9 %) y en el fluido extracelular (0,1%). En el plasma
sanguineo, dentro del calcio total se diferencian 3 fracciones: a) libre o ionizada
(Ca®) (50% a 55%) que es el calcio bioldgicamente activo, b) unido a proteinas
(40% a 45 %) y c) formando complejos con aniones como el citrato, bicarbonato,
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fosfato y lactato (5% a 10%). La afinidad del Ca por sitios anidnicos para formar

complejos es dependiente del pH.*% 454

La unica manera por la que los iones de Ca pueden ingresar al cuerpo es por
ingestion y absorcion a partir de la dieta. EI Ca se absorbe en el intestino delgado
por mecanismos de difusion pasiva y por transporte activo. El transporte activo
sucede en el duodeno y estd coordinado por la accion de canales de potencial
transitorio vaniloide tipo 6 (TRPVG6), calbindina- D y por la bomba de Ca-
ATPasa, PMCAL1b.

A nivel renal, el 98% del Ca filtrado es reabsorbido por procesos paracelulares y
por transporte activo a través de canales TRPV5, calbindina-D e intercambiadores
de Na-Ca, NCX1y PMCA1b.*?

e Fosforo

El fosforo, principalmente en la forma de fdsforo inorganico (P), es un
componente importante de la homeostasis celular y sistémica. Es necesario para la
generacion de ATP, para la sefializacion intracelular y para la regulacion del pH,
ademas de formar parte del tejido 6seo, fosfolipidos y acidos nucléicos. El 85% se
encuentra en hueso, mientras que el 14% se encuentra intracelular y solo el 1% se

localiza en el fluido extracelular.®®*

La mayoria del P ingerido es absorbido en el tracto gastrointestinal por vias

paracelulares o por cotransportadores de P dependientes de sodio, NaPi-11b.**

En condiciones normales, el 80-90% del P filtrado por el rifion se reabsorbe en el

tubulo proximal principalmente por via activa del NaPi-lla. Ademas, el hueso



2. Revisién Bibliografica

sirve también como una reserva de P que puede contribuir a la regulacién sérica a

través de la formacion o resorcion 6sea.”*

e Magnesio

El magnesio (Mg) participa como cofactor en diversas reacciones que incluyen la
sintesis de proteinas, la estabilidad de &cidos nucleicos, la excitabilidad
neuromuscular y la fosforilacion oxidativa; es necesario para la secrecion de
hormona paratiroidea, actia como vasodilatador e influye en la presion sanguinea,

en parte, por regular la resistencia y reactividad periférica vascular.>**

Los niveles plasmaticos de Mg se regulan por el intestino, el cual determina el
ingreso del Mg, por el hueso, que lo almacena, y por el rifién, que regula su
excrecion. Al igual que el Ca y el P, el Mg se almacena en el hueso.
Aproximadamente el 50% del Mg corporal se almacena en este tejido.** Este Mg
almacenado en el hueso se moviliza de una manera similar al Ca y la deplecion
cronica de Mg puede afectar la resorcion y formacion dsea. La reduccion de Mg
en la dieta disminuye el contenido 6seo de Mg en ratas.® En el liquido
extracelular, el contenido de Mg apenas representa el 1%. En el plasma, el Mg se
encuentra en forma ionizada, Mg**, (55%), formando complejos (13%) o unido a
proteinas (32%).

El Mg puede ser absorbido a nivel intestinal mediante transporte pasivo y activo.
La mayor parte se absorbe en el intestino delgado y en menor medida en el
colon.™® En condiciones de ingesta de dieta altas en Mg predomina la ruta
paracelular, mientras que la ruta transcelular predomina cuando las
concentraciones de Mg en el intestino son bajas.*® La absorcién activa de Mg

ocurre principalmente en el colon, pero puede darse en el intestino delgado.?®® El

10
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flujo transcelular de Mg estd mediado por TRPMS6, el canal de Mg localizado en
la membrana apical del enterocito. EI mecanismo que regula la concentracion
intracelular de Mg en el enterocito y la secrecion de este ion en la membrana

basolateral es desconocido.?®

A nivel renal, la reabsorcion de Mg depende, principalmente, de mecanismos de
transporte pasivo paracelulares en el tabulo proximal y en el segmento grueso del
asa de Henle. Ademas, una pequefia porcion se reabsorbe por mecanismos activos

en el tGbulo contorneado distal.>*®

e Receptor Sensor de calcio

El receptor sensor de Ca** (RSCa) es el (inico mecanismo sensor que se conoce
involucrado en la respuesta a fluctuaciones sistémicas y locales de las
concentraciones de Ca?* y Mg*". Diversas investigaciones han puesto de
manifiesto que el RSCa desempefia un rol central en la homeostasis de iones
divalentes (Ca** y Mg*), en el metabolismo del fésforo y en la reabsorcion
tubular de agua. La estrecha relacion entre la homeostasis del Mg?* y Ca** ha sido
reportada en humanos y en diversos modelos animales. Ademas, enfermedades
genéticas del RSCa sugieren que el Ca** y Mg®" son agonistas fisiolégicos de

RSCa in vivo.

El RSCa pertenece a la familia C de la superfamilia de los receptores acoplados a
proteina G en los que se incluyen los receptores para los neurotransmisores
glutamato y acido y-aminobutirico. EI RSCa estad formado por un dominio
extracelular de 612 aminoacidos, un dominio transmembrana de 250 aminoacidos
de 7 hélices y una cola C-carboxiterminal. En la membrana plasmatica, el RSCa

se ubica como un dimero de puentes de disulfato. La presencia de dos 0 mas sitios

11
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de unién para el Ca?* en cada monémero resulta en un cooperacion positiva que
permite al receptor responder a un rango limitado de concentraciones del ligando.
Los iones Mg®*, Sr**, La**, Gd*, y compuestos organicos con elevada carga
positiva, como: poliaminas, antibidticos aminoglucésidos, protamina vy
poliarginina también tienen capacidad para activar al receptor aun en ausencia de
Ca®*. Estos agonistas policatiénicos son denominados agonistas Tipo 1. Por el
contrario, los agonistas Tipo 2, también Ilamados calcimiméticos, requieren de la
presencia de Ca®" para activar al RSCa e incluyen a los 4cidos L-amino y otros

compuestos que actlian como activadores alostéricos del receptor.'>

Tras la union del agonista, los cambios conformacionales en los dominios
transmembrana e intracelular desencadenan una serie de rutas de sefializacion.
Una caracteristica particular de la activacién de RSCa es la movilizacién de Ca**
intracelular por via de la activacion de la fosfolipasa C. Esto conduce a la
modulacion de la actividad por muchos canales y receptores, secrecion de
hormonas (ej., PTH, calcitonina, hormona del crecimiento, hormona
adrenocorticotropa, gastrina e insulina), y a la regulacion de actividades
intracelulares tales como: proliferacion, diferenciacion, apoptosis, y expresion de

genes 356,406

Se ha planteado la existencia de otras variantes funcionales de RSCa o

mecanismos alternativos sensores de Ca*.?*

e Hormona paratiroidea
La parathormona u hormona paratiroidea (PTH) es una proteina monocatenaria
compuesta por 84 aminoacidos, cuyo peso molecular es de 9.600 Daltons, que se

sintetiza en las glandulas paratiroides. Posee dos fragmentos: un fragmento 1-34 o
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N-terminal y otro 53-84 o C-terminal. Ambos fragmentos poseen estructura
helicoidal y se encuentran unidos por la region intermedia, comprendida entre los
residuos 35-52. Este segmento esta enrollado al azar y es susceptible a la escision

proteolitica en tejidos periféricos cuando la molécula se administra a animales.*?®

Para que el efecto biologico de la PTH tenga lugar, la hormona interacciona con el
receptor PTH/PTHrP tipo 1 (PTH-R1) que se encuentra en la superficie celular
acoplado a una proteina G. Este receptor reconoce el dominio N-terminal de la
proteina. Ademas del receptor PTH-R1, estudios realizados en ratas sugieren la
existencia de un receptor especifico que reconoce fragmentos C-terminales (PTH-

403

R2) que se expresa en células de hueso y cartilago.” Al parecer el fragmento C-

terminal ejerce efectos bioldgicos opuestos al N-terminal.**

Los elementos reguladores fundamentales de la funcién paratiroidea son el Ca®",
el calcitriol y el P. Aunque también existen otros factores implicados en esta
regulacion, como el Mg?*, el pH, las catecolaminas y la histamina.*****%3* De
todos ellos el principal estimulo para la secrecion de PTH es un descenso en los

niveles extracelulares de Ca?".

La PTH secretada actla a varios niveles: al ser detectada por los receptores de
PTH localizados en el tejido 6seo desencadena un incremento en la salida de Ca 'y
P desde el hueso al medio extracelular. A nivel renal, la accion de la PTH supone
un incremento en la reabsorcién de Ca y en la eliminacién de P.'*? Ademas, la
PTH estimula a la enzima la-hidroxilasa, responsable de la conversion del 25-
hidroxicolecalciferol en 1,25-dihidroxicolecalciferol o calcitriol. Todas estas

acciones van encauzadas a incrementar la calcemia y mantener la fosfatemia.®
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El calcitriol promueve la absorcion de Ca dietético en el intestino delgado y la
liberacion de Ca mineralizado en los huesos. Como mecanismo de

retroalimentacion, el calcitriol suprime la transcripcién de PTH “°

y puede tener
un efecto indirecto sobre la liberacion de PTH a través del incremento en la

expresion del RSCa."

Ademas del Ca?* y el calcitriol, el P tiene efectos sobre la funcién paratiroidea a
través de mecanismos directos e indirectos. El incremento en los niveles
plasmaticos de P conlleva a una reduccion de la sintesis de calcitriol por
inhibicién de la enzima la-hidroxilasa renal. La hiperfosfatemia también induce
un descenso en la calcemia, por precipitacion del Ca, y reduce la respuesta 6sea a
la PTH.*****%7 Estudios realizados in vitro e in vivo han permitido demostrar que
el P elevado ejerce una accion directa a nivel paratiroideo estimulando la

secrecion de PTH,2141:404,500

e Vitamina D

A nivel cutdneo, y tras la exposicion a radiacion ultravioleta, el 7-
dehidrocolesterol es transformado a colecalciferol o vitamina Ds. El colecalciferol
también puede ser absorbido a partir de la dieta a nivel intestinal. Después de la
ingestion o sintesis, la vitamina D es hidroxilada en el higado a la forma 25
hidroxivitamina D (25 (OH) D3) siendo esta la forma circulante que predomina
pero con poca actividad bioldgica. Posteriormente, la 25 hidroxivitamina D es
nuevamente hidroxilada en el rifién por la enzima 1a hidroxilasa, para formar 1,25
dihidroxivitamina D o calcitriol. El calcitriol es el metabolito de vitamina D que
posee mayor actividad bioldgica y ejerce su accion a través del receptor nuclear de
vitamina D (VDR).??®

14
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El calcitriol incrementa el Ca sérico al favorecer la absorcion intestinal y
disminuir la excrecién renal de Ca, ademas incrementa la resorcion 6sea al

promover la funcion de los osteoclastos.

Debido a que diversos tejidos expresan el receptor de vitamina D y 1o hidroxilasa,
se ha sugerido la produccion local y efectos paracrinos de la vitamina D.**® Entre
los tejidos en los cuales existe produccién local de calcitriol, destaca las glandulas
paratiroides, en las cuales calcitriol suprime la secrecién de PTH e inhibe la

proliferacion celular.

e Factor de crecimiento fibroblastico 23

El factor de crecimiento fibroblastico FGF23 es una proteina de 32-kDa (251
aminoéacidos) producida por osteocitos y osteoblastos que se secreta en respuesta a
la vitamina D y a incrementos en el P extracelular.>***?® FGF23 actta sobre el
receptor, Klotho/FGFR1 en el rifién produciendo fosfaturia. Ademas, FGF23
disminuye la sintesis e incrementa la degradacién de calcitriol.*?®4% EI P
circulante, la PTH y el calcitriol regulan positivamente la liberacion de FGF23

285336417 mientras que niveles bajos Ca** en plasma reducen las

desde el hueso,
concentraciones circulantes de FGF23. Por su parte, FGF23 suprime al calcitriol y

la PTH.*®

e Kilotho

Klotho es una proteina producida por el rifidn que acta como cofactor de FGF23
y contribuye al mantenimiento de los niveles de Ca sérico por estimulacion de la
reabsorcién de calcio mediada por TRPV5 a nivel renal.®* Klotho, que fue

identificado primeramente como un supresor del envejecimiento,”* se expresa
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principalmente en rifidén y paratiroides, como una proteina simple transmembrana,

pero también es secretado a sangre y orina.

e Calcitonina

La calcitonina es una hormona producida por las células C de la glandula tiroides.
Los osteoclastos son las células diana primarias de la calcitonina, sin embargo su
receptor también ha sido descrito en rifion, osteocitos, cerebro, testiculos, placenta

y pulmones.*®

Las células C expresan RSCa en su membrana y por tanto son sensibles a
pequefios cambios en las concentraciones de calcio del liquido extracelular, de tal
manera que los incrementos de la concentracién de calcio extracelular inducen la
secrecion de calcitonina. El efecto de la calcitonina es la disminucion del Ca

sérico por disminucion de la resorcién 6sea.’™
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» Respuestas del sistema homeostético a las variaciones de calcio, fosforo y

magnesio

El mantenimiento de las concentraciones de Ca**, P y Mg*" en un rango muy
estrecho requiere la accién coordinada de rifion, intestino y hueso, y el control

hormonal.

e Respuestas a las variaciones de calcio y magnesio

El RSCa paratiroideo controla la homeostasis periférica de Ca”* en el rifion, hueso
e intestino por modulacion de la secrecion de hormona paratiroidea (PTH) en
respuesta a niveles bajos de Ca®* en plasma. En otros tejidos la activacion local de
RSCa desencadena respuestas adaptativas frente a variaciones microambientales
de los niveles de Ca i6nico.’® En respuesta a la hipocalcemia, la unién reducida
de Ca** a RSCa induce una rapida liberacion de PTH desde los granulos
secretores, retarda la degradacion de PTH y eventualmente conllevara a la

hiperplasia glandular.

El incremento en los niveles circulantes de PTH, en condiciones normales,

restaura los valores plasmaticos normales de Ca** a través de:

= Aumento de resorcion Osea.

= Incremento en la reabsorcién de Ca** en el segmento distal de
la nefrona por via de los canales del receptor de potencial
transitorio vanilloide 5 (TRPV5).

= Estimulo de la sintesis de calcitriol en las células del tabulo

proximal en el rifidn.

17
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El RSCa renal es un componente de los mecanismos que regulan localmente la
reabsorcion de agua y minerales dependiente de PTH. En el rifion, el RSCa se
expresa a lo largo de toda la nefrona y presenta polarizacién celular en segmentos
especificos. EI RSCa afecta muchas moléculas involucradas en la reabsorcion

paracelular y transcelular de Ca?* y Mg** en el rifion.**’

En el tdbulo proximal, el RSCa se localiza apicalmente y su expresion esta

1,>"2y por el fésforo en la dieta.**® En este segmento, el

modulada por calcitrio
RSCa controla la excrecion de P dependiente de PTH y puede afectar la sintesis
de calcitriol mediante la 1o-hidroxilasa renal.**** La mayor reabsorcién de Ca*" y
de Mg?* ocurre en el tabulo proximal y en la rama ascendente gruesa del asa de
Henle mediante transporte paracelular pasivo mediado por claudina-16 y claudina-
19. Ambas proteinas forman canales permeables a cationes y cuando estan
mutadas son causa de hipomagnesemia familiar con hipercalciuria vy
nefrocalcinosis. Agonistas de RSCa (tales como Ca** y Mg?") pueden inducir
degradacion lisosomal de claudina-16 in vitro. En el rifién, esto podria conducir a

pérdida de Ca?* y Mg** en la orina.?*

En el segmento grueso ascendente del asa de Henle, el cotransportador apical de
Na’-K*-2CI" (NKCC2) y el canal de potasio medular externo renal (ROMK)
generan un gradiente de potencial transepitelial positivo en el lumen, el cual
conduce a la reabsorcion de cationes (principalmente Ca?* y Mg?®*, pero también
Na") a través de una ruta paracelular.®® Durante la hipercalcemia la activacion
basolateral de RSCa inhibe ROMK y NKCC2, lo cual provoca la disipacién de las
fuerzas necesarias para el transporte paracelular, resultando en la pérdida de Na",
catt y Mgz+.237
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En el tabulo contorneado distal, la reabsorcién de Ca®* y Mg?* requiere procesos
activos transcelulares. EI primer segmento del tubulo contorneado distal
determina la concentracién final de Mg®* en la orina mediante reabsorcion del 5-
10% del Mg?* filtrado por via del receptor de potencial transitorio melastatina 6
(TRPM®6).*>%3 A este nivel, la actividad de RSCa reduce la expresion en la

1.3 Este canal provee iones K*

superficie celular del canal basolateral de K*, Kir4.
para la NaK-ATPasa, la cual mantiene un potencial de membrana local negativo
necesario para la reabsorcion transcelular de Mg?* en el tibulo contorneado distal.
En el segmento terminal del tubulo contorneado distal y en los tubulos colectores,
el RSCa es necesario para controlar la reabsorcién de Ca** modulando la entrada
apical de Ca®* a través de TRPV5 y/o flujo basolateral de Ca** mediados por el
intercambiador de Na'-Ca** (NCX1) y la Ca?*- ATPasa (PMCA1B).?*** En
condiciones de hipocalcemia, las hormonas calciotropas, incluyendo calcitriol y
PTH, incrementan la expresion y/o permiten la apertura de canales de
TRPV5.1322 En modelos animales de hipercalciuria (ratones con deleccion
TRPV5™) se ha observado que el incremento del Ca®* activa el RSCa,
promoviendo la actividad de la bomba de protones H*-ATPasa y la regulacion a la
baja de los canales de aquaporina 2. El descenso en el pH y la poliuria resultante
se consideran mecanismos de proteccion contra el riesgo de desarrollar depdsitos

minerales.***

En el hueso, el RSCa se transcribe en preosteoblastos, osteoblastos, en células
precursoras de osteoclastos y en osteoclastos maduros. Las fluctuaciones en las
concentraciones de Ca?* extracelular in vitro controlan el destino de las células

precursoras a través de vias que involucran la activacion de RSCa.®#3*®
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En el transporte de Ca®* en el hueso estan involucrados los canales TRP: TRPV4,
TRPV5 y TRPV6.2263%8547 En e| limite rugoso de la membrana de osteoclastos,
los canales TRPV5 altamente selectivos a Ca®* participan en la remocién del

mineral de la matriz 6sea mineralizada,®?*°*

mientras que TRPV4 regula las
concentraciones intracelulares de Ca®*, tanto en osteoblastos como en
osteoclastos.>*® TRPV6 también se expresa en el hueso, principalmente en la
region luminal de los osteoblastos y osteoclastos, aunque van der Eerden et al.,

2011 reportan que, al menos en el ratén, no es necesario para la mineralizacion. >*’

Aungue el Mg que se almacena en hueso es el mejor indicador del Mg?* total del
cuerpo, el rol del Mg* en la fisiopatologia de la movilizacién mineral no se
comprende en su totalidad. La hipomagnesemia generalmente se asocia con
densidad mineral 6sea reducida, tanto en ratas como en humanos,* mientras que
la hipermagnesemia es un factor de riesgo para desarrollar enfermedad Osea
adindmica, una condicién caracterizada por un bajo remodelado 6se0.**® En
personas con funcién renal no comprometida, las dietas deficientes en Mg?* se

han relacionado con osteoporosis;**®

y podrian ser importantes en el desarrollo
de osteoporosis postmenopausica.'®®> Ademas, el uso de farmacos inhibidores de
bombas de protones (PPIs) esta asociado con hipomagnesemia e incremento en el

riesgo de fracturas.'9>%*

A nivel intestinal, el RSCa se expresa tanto en el lumen como en la membrana
basolateral de las células epiteliales en el intestino delgado y grueso. Aqui, el
receptor desempefia un papel en el crecimiento celular y en la diferenciacion, en el
transporte de fluidos y en sensar nutrientes.*”® La absorcién de Ca** y Mg®* en el
intestino se realiza mediante vias para- y transcelulares, siendo el transporte

paracelular la ruta predominante en condiciones de elevado Ca?** y Mg* en la
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dieta.>* EIl transporte paracelular ocurre en varios segmentos del intestino
delgado, mientras que la absorcién transcelular activa de Ca®* tiene lugar
principalmente en el duodeno, por via del TRPV6. La mayor parte del Mg se
absorbe en el intestino delgado por ruta paracelular y en menor medida en el colon

por transporte transcelular **® por via del TRPM®6.*"

Enfermedades genéticas del RSCa sugieren que el Ca** y Mg*" son agonistas
fisioldgicos de RSCa in vivo.**#?! El Mg®* puede modular la secrecién de PTH de
manera similar al Ca**; ®3%°% 2% ya que incrementos en los niveles séricos de Mg**
inhiben la liberacion de reducen la acumulacion de ¢ estimulado
hiben la lib de PTH 2*® y reducen | | de AMPc estimulad

por agonistas en las paratiroides.*

Se ha propuesto que en las paratiroides los efectos de niveles elevados de Mg?*
sobre RSCa mimetizan los del Ca®*, de tal manera que el Mg?* puede modular la
secrecion de PTH. Ademas, diversos estudios en pacientes en hemodialisis o en
didlisis peritoneal han reportado una relacion inversa entre los niveles plasmaticos
de PTH y el contenido de Mg?* en el liquido dializado.****% Sin embargo el Ca**

es el estimulador més potente para la secrecion de PTH.331%3:206

La reduccién en la secrecién de PTH inducida por el Mg?* ocurre, principalmente,
a concentraciones moderadamente bajas de Ca**. Ademas, el Mg* también
modula la funcion de las glandulas paratiroides a través de la regulacion al alza de

receptores celulares claves como RSCa, VRD vy el sistema FGF23/Klotho.***

El factor de crecimiento epidérmico *** y los estrégenos *** son hormonas que

afectan directamente el metabolismo del Mg**.
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Las deficiencias de Mg** alteran el metabolismo del Ca** significativamente, tanto
en animales como en humanos.®>#"°***® Particularmente, en pacientes con

hipomagnesemia es comun observar hipocalcemia secundaria.

En las glandulas paratiroides, la hipomagnesemia incrementa la secrecion de
PTH.*31%32% gjn embargo, la deficiencia cronica de Mg®* puede causar supresion
en la liberacién de PTH.*'®%> probablemente, la prolongada hipomagnesemia
cause deplecion intracelular de Mg®* que es responsable de: activacion
constitutiva de la sefializacion de RSCa, blogueo de la secrecion de PTH, y
finalmente, hipocalcemia secundaria, debida a disminucién en la reabsorcion de

Ca”" por el rifion.**

e Respuestas a las variaciones de fosforo
El P tiene un efecto directo sobre la sintesis y secrecion de PTH, aunque no se ha

identificado, todavia, en un sensor celular especifico de P.

Tanto la PTH como el FGF23 promueven la pérdida de P por estimulacion de la
internalizacion e inactivacion del transportador NaPi-lla a nivel renal. Por su
parte, la PTH también promueve el remodelado 6seo, por tanto, moviliza P desde
el hueso.” Por su parte, Klotho es un cofactor necesario para las acciones de
FGF23 pero también promueve fosfaturia de manera independiente por
inactivacion de los cotransportadores NaPi-11a.2*>?*® El calcitriol promueve la
absorcion intestinal de P por incremento de los cotransportadores NaPi-l1lb.
Normalmente, este sistema actla para mantener los niveles de P séricos en un

rango normal.?’

22



2. Revisién Bibliografica

La unién del FGF23 secretado al complejo Klotho/FGFR1 (Receptor 1 de FGF)
suprime la reabsorcion renal de P v la sintesis de calcitriol en el rifién,*** a la vez
que disminuye la secrecion de PTH en las paratiroides.?®” La fosfaturia inducida
por FGF23 se debe a que éste provoca supresion de la expresion de los
cotransportadores NaPi, Ila y llc en los tubulos renales proximales. FGF23
disminuye la sintesis de calcitriol por dos mecanismos: por inhibicion de la la-
hidroxilasa y por aumento de la actividad de la 24-hidroxilasa. La 1a-hidroxilasa,
produce 1,25(0OH),D3 (calcitriol) a partir de 25 (OH)D3;. Mientras que la 24-
hidroxilasa inactiva a 1,25(0H),Ds.***** Por tanto, la deficiencia de FGF23 causa
hiperfosfatemia y niveles elevados de calcitriol, situacion que favorece el

desarrollo calcificaciones extradseas.’*®

Las acciones endocrinas de FGF23 son dependientes de su union a Klotho y
posterior activacion del complejo Klotho-FGF23, de tal manera que la ausencia de
Klotho (ratén Klotho™) produce un fenotipo similar al ratén FGF23™,
caracterizado por elevacion en los niveles de fésforo y calcitriol junto con

calcificaciones extradseas.

155 I 322

La ingesta de dietas altas en fosforo,™ el calcitrio y los estrogenos estimulan
la produccién de FGF23,”® mientras que la deficiencia de calcio reduce los niveles
circulantes de FGF23.° Ademés de inducir fosfaturia, FGF23 inhibe la

produccion de calcitriol.

Las glandulas paratiroides expresan Klotho *** y receptor de FGF23. En estas
glandulas, FGF23 es capaz de disminuir tanto la expresion de ARNm de PTH
como la secrecion de PTH.**"3?%" por su parte, la PTH ejerce efectos directos e

indirectos sobre la secrecion de FGF23, estos ultimos por variaciones en las
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concentraciones de calcitriol.**® Asi el incremento en los niveles circulantes de

PTH provoca un aumento de FGF23.

FGF23 también incrementa la expresion génica y los niveles de proteinas de los
receptores sensores de calcio y de vitamina D, y disminuye la proliferacion de
células paratiroides.” La administracién de FGF23 produce regulacion al alza de
Klotho en paratiroides ** y niveles elevados de Ca extracelular pueden ser capaces
de incrementar la expresion de Klotho y del receptor FGF en glandulas

paratiroides normales.”

Klotho intacto y circulante ejerce maltiples acciones biolégicas en el metabolismo
del fosforo y del calcio. En los tibulos contorneados distales del rifion, Klotho
tiene un efecto estimulante sobre la actividad de TRPV5,%? mientras que en las
glandulas paratiroides permite la expresion en la superficie de la bomba NaK-
ATPasa para generar la energia necesaria para la secrecién de PTH.?** Ademas,
Klotho trabaja como correceptor para FGF23.2°* La expresion de Klotho es

inducida por calcitriol y suprimida por FGF23.34

Una de las funciones atribuidas a Klotho es de proteccién renal.?***'® Con la

234,283 causando resistencia a

progresion de la ERC, los niveles de Klotho declinan
FGF23, incremento significativo de FGF23, liberacion de PTH, hipovitaminosis
D, e hiperfosfatemia. La deleccion del gen Klotho (Klotho™) o FGF23 (FGF23™)
en un modelo de raton conduce a hiperfosfatemia, calcificacion vascular y
osteopenia, un fenotipo similar a las alteraciones minerales y 6seas observadas en
la ERC.2*4% Ademas, el estrés oxidativo y la inflamacién, caracteristicas del
estado urémico, causan disminucién en la expresion de Klotho.**"*% Estudios

experimentales han demostrado que las toxinas urémicas, sulfato de indoxil y
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p- cresilsulfato pueden inhibir la expresion genica de Klotho relacionada con
hipermetilacion génica, sugiriendo que la regulacion epigenética de las toxinas
urémicas sobre genes especificos puede ser un mecanismo patoldgico de

enfermedad.*°%

Por otro lado, la sobrexpresion de Klotho en ratones transgénicos previene el
desarrollo de calcificaciones vasculares a través de una inhibicion directa del
ingreso P en las células de musculo liso vascular, ademas de inducir fosfaturia y

mejorar el filtrado glomerular.®*
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2.1.2. PERTURBACIONES DEL METABOLISMO MINERAL EN LA
ENFERMEDAD RENAL CRONICA

En humanos, la enfermedad renal cronica se asocia con anormalidades del
metabolismo 6seo mineral que tienen numerosas manifestaciones clinicas. Desde
estadios muy tempranos, la enfermedad renal cronica se acompafa de alteraciones
en los mecanismos de control del calcio, fésforo y de la vitamina D. Estas
alteraciones se agravan con el deterioro progresivo de la funcion renal. Los
pacientes tipicamente desarrollan hiperparatiroidismo secundario y alteraciones
Oseas, razon por la cual la condicion clinica asociada se denominé “osteodistrofia
renal”. Actualmente se sabe que el hiperparatiroidismo secundario y la
osteodistrofia asociada a enfermedad renal crdnica constituyen componentes de un
sindrome clinico mas extenso con complicaciones sistémicas. Por consiguiente el
término Enfermedad Renal Cronica- Alteraciones del Metabolismo Oseo-Mineral,
ERC-AOM o CKD-MBD por su abreviatura en inglés, es de mayor aceptacion y
ha sido adoptado por el comité de expertos en nefrologia a nivel mundial y

agrupado en el consorcio KDIGO (Kidney Desease Improving Global Outcomes).

Los componentes del sindrome CKD-MBD son:
= Anormalidades en calcio, fosforo, magnesio, hormona paratiroidea,
FGF23, y metabolismo de la vitamina D.
= Anormalidades dseas que afectan el remodelado, la mineralizacion, el
volumen, y el crecimiento dseo.

= Calcificacion de tejidos blandos y vasculares.
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Figura 2.1 Funcion endocrina del hueso, rifién y paratiroides en la regulacion del metabolismo del calcio y
fésforo para prevenir tratornos 6seos y calcificaciones extraesqueléticas. Haussler et al., Rev Endocr Metab
Disord. 2012; 13(1): 57-69.

Las perturbaciones en el metabolismo mineral, principalmente la hiperfosfatemia,
son frecuentes durante la enfermedad renal cronica (ERC), y se acompafian
clasicamente por hiperparatiroidismo secundario, alteraciones d@seas, Yy
calcificaciones ectopicas de tejidos blandos. Bajo condiciones fisioldgicas, como
hemos descrito anteriormente, el eje paratiroides-rifidn-hueso controla la
homeostasis de P y Ca’* mediante un sistema que incluye al factor de crecimiento
de fibroblastos 23 (FGF23), Klotho, calcitriol y PTH (Figura 2.1). Durante la
ERC, el deterioro de la funcion renal conlleva dificultad para la excrecion de P y
disminucion de los niveles de Klotho, sin embargo los niveles de P inicialmente se
mantienen en un rango normal por regulacion al alza de FGF23 y PTH.2%0283311

Desafortunadamente, estos mecanismos de defensa resultan insuficientes a
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medida que declina la funcion renal. Debido a que la tasa de filtrado glomerular
disminuye en la ERC avanzada, la excrecion urinaria de P se torna ineficiente, lo
cual, junto con alteraciones en el remodelado 6seo y la ingestion de P continuada,
resulta en hiperfosfatemia. Ademas, durante la ERC se produce una deficiencia de
calcitriol debido a la actividad disminuida de la 1-o hidroxilasa renal.”® La
hiperfosfatemia da lugar a un incremento en los niveles sericos de FGF23
(inhibidor directo de la actividad de la 1-a hidroxilasa). Los niveles bajos de
calcitriol derivan en hipocalcemia y promueven la secrecion de PTH vy el

desarrollo de hiperparatiroidismo secundario.

Los trastornos minerales en la enfermedad renal cronica provocan diversas
alteraciones esqueléticas que incluyen: osteitis fibrosa, osteomalacia, osteoporosis

y enfermedad dsea adinamica.

Durante las etapas iniciales de la ERC los niveles séricos de FGF23 estan
elevados a pesar de no haber incrementos significativos de PTH y de P. Se sabe
que la acumulacion de fosforo y la deficiencia de vitamina D son factores claves
en el desarrollo de hiperparatiroidismo secundario.’® EI incremento en los
niveles séricos de PTH en los pacientes con ERC promueve la excrecion urinaria
de P, mantiene los niveles séricos de Ca y estimula al rifion para que produzca
1,25 (OH); Ds. El incremento de la produccion de FGF23 en pacientes con ERC
se debe principalmente al aumento de la carga de fosforo que no siempre se
acompafia de hiperfosfatemia.*®®* Como resultado, FGF23 induce fosfaturia, lo
cual explicaria por qué los niveles de P se mantienen normales en los estadios
iniciales de la ERC. No obstante, FGF23 disminuye la produccion de calcitriol y
acelera su metabolismo por aumentar la actividad de la 24 hidroxilasa. Por tanto la

disminucion de calcitriol que se observa en los inicios de la ERC puede ser

28



2. Revisién Bibliografica

debida, ademas de la disminucion en la masa renal funcional, a un incremento en
el FGF23.%'" En este sentido, se ha demostrado que en pacientes con filtrado
glomerular reducido y con niveles séricos normales de P, Ca'y PTH, los niveles de
FGF23 estan elevados mientras que los de calcitriol estan reducidos.?*® El avance
en el dafio renal podria provocar que el FGF23 y la PTH sean incapaces de
mantener el equilibrio homeostatico y, por tanto, que se incrementen las

concentraciones de P sérico.**®

Asi pues, en estadios avanzados de ERC un aumento en los niveles séricos de
FGF23 indicaria un control inadecuado del P. Esto se pone de manifiesto en
pacientes con ERC en los cuales un control de la hiperfosfatemia esta asociado
con una disminucién en FGF23.% Por consiguiente, el FGF23 podria ser Gtil para

reflejar periodos prolongados de balance de P positivo.**®

Niveles elevados de FGF23 son predictores independientes de mortalidad,?**%%
202,232 y

disfuncion vascular.®®* Recientemente se ha demostrado que FGF23 induce la

progresion de enfermedad renal,*®>3 hipertrofia ventricular izquierda

reabsorcion de Na* a nivel renal al regular la expresion del cotransportador Na':
CI', NCC, en la membrana de las células de los tabulos distales. Los autores
sugieren que este mecanismo podria explicar la asociacion entre FGF23,

hipertensién y riesgo cardiovascular en pacientes con ERC.Y’

Asi, en pacientes en didlisis, los niveles séricos de FGF23 estan marcadamente
incrementados y se correlacionan positivamente con los de PTH y de P.2*® En
condiciones normales el FGF23 inhibe la secrecion de PTH; sin embargo, estudios
experimentales en ratas sugieren que durante el hiperparatiroidismo secundario las

glandulas paratiroides hiperplasicas no responden a los efectos inhibitorios de
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FGF23, probablemente debido a que en estas condiciones las glandulas

paratiroides presentan menor expresion de Klotho y receptor FGF.">"

Ademas, estudios en glandulas paratiroides humanas de pacientes con
hiperparatiroidismo secundario avanzado han demostrado que la expresion de

Klotho y FGFR1c disminuye significativamente.?%® 2% 2%

Después del trasplante renal, muchos enfermos contindan teniendo niveles
elevados de FGF23 que podrian ser responsables de la hipofosfatemia con
deficiencia relativa de vitamina D observada en estos pacientes.®®**>® En |a
actualidad no se ha clarificado por qué la secrecion de FGF23 se mantiene a pesar

de la hipofosfatemia.**®

La terapia actual para trastornos 6seos y minerales en la ERC incluye: el uso de
analogos de calcitriol, calcimiméticos, control del P a través de restriccion en la
dieta y quelantes de P orales, paratiroidectomia y ajustes en la composicion
mineral del dializado. La deficiencia de vitamina D y el hiperparatiroidismo
secundario a la ERC se tratan con agonistas de los receptores de vitamina D
(VDRAS) que, en ocasiones, han sido asociados con episodios de hipercalcemia.
Ademas, los quelantes de fésforo que contienen Ca son utilizados comiUnmente
para tratar la hiperfosfatemia, lo cual incrementa el Ca en estos individuos
susceptibles.?”® Junto con alteraciones del remodelado 6seo, estos factores

contribuyen a la desregulacién de la homeostasis del Ca en la ERC.*®

Como se ha comentado anteriormente, una opcién terapéutica en pacientes con

ERC se basa en administrar derivados de la vitamina D. Los esteroles de 1,25
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(OH),D3 disminuyen los niveles de PTH y minimizan la hiperfosfatemia por

estimulacién de la secrecion 0sea de FGF23.

A medida que la funcion renal se deteriora, el control de la hiperfosfatemia en
pacientes con ERC se basa en el uso de agentes quelantes de P que acttan en el
lumen intestinal para limitar la absorcién de P. Dentro de los quelantes P, los de
mayor uso son: hidréxido de aluminio, compuestos a base de Ca**, sales de Mg**,
y quelantes que no contienen Ca?* ni aluminio. Los quelantes de P basados en
Mg®* pueden contribuir a disminuir los niveles de PTH por un efecto
calcimimético del Mg?* sobre RSCa en la paratiroides y al mismo tiempo pueden

tener un efecto benéfico a nivel cardiovascular por modulacion local del RSCa.**?

Debido a que los vasos mineralizados y el hueso estdn compuestos principalmente
de cristales de calcio y fosforo, identificar las diferencias en los transportadores de
iones y los mecanismos sensores involucrados en la calcificacion vascular y la

formacion de tejido 6seo es esencial para el desarrollo de terapias especificas.*™
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2.2. EsTrRES OxipATIVO, ENFERMEDAD RENAL CRONICA Y

SinorROME METABOLICO

2.2.1. ESTRES OXIDATIVO

El estrés oxidativo esta implicado en la patogenia de diversas enfermedades y
estados proinflamatorios en humanos y animales, entre las que se incluyen:
obesidad/sindrome metabdlico, diabetes mellitus tipo 2 (DMT2), enfermedades
cardiovasculares y enfermedad renal 10%418:190:204392560 ) 5 caracteristica principal
del estrés oxidativo es la produccion elevada de sustancias prooxidantes y la
disminucion en la expresion y/o actividad de los mecanismos de defensa

antioxidante.>®

2.2.1.1. Procesos oxidantes y antioxidantes

Las principales sustancias prooxidantes implicadas en el estrés oxidativo son los
denominados radicales libres, las especies reactivas de oxigeno (EROS) vy las
especies reactivas de nitrogeno (ERNS) (Tabla 2.1). Estas moléculas son capaces
de reaccionar con componentes de la pared celular y moléculas organicas
provocando dafio celular, necrosis y apoptosis a travées de la oxidacion de lipidos,
proteinas y ADN.**? También pueden originar disfuncién endotelial asi como

infiltracion y activacion de células inflamatorias.?*®
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Tabla 2.1. Nomenclatura de las principales especies reactivas del oxigeno (EROS) y del nitrégeno
(ERNS). Adaptado de Halliwell et al., 1989.%2

Radicales No radicales

Hidroxilo OH* Peré6xidos organicos ROOH
Alcoxilo RO*® Oxigeno singlete 0,
Hidroperoxilo HOO*® Peréxido de hidrégeno H,0,
Superéxido 0, Acido hipocloroso HOCI
Peroxilo ROO* Acido nitroso HN;,
Oxido nitrico NO* Cation Nitrilo NO,"
Didxido de nitrégeno NO,* Peroxinitrito ONOO
Acido peroxinitroso ONOOH
Alquil peroxinitritos RONOO
Ozono O3
Acido hipobromoso HBrO

Entre estas sustancias prooxidantes, esta demostrado que las EROS tienen un
papel determinante en el desarrollo del estrés oxidativo. Las principales EROS y
ERNS son: anién superéxido (O,*), peréxido de hidrégeno (H,O,), acido
hipocloroso (HOCI"), radical hidroxilo (OH®), 6xido nitrico (NO®), y peroxinitrito
(ONOO-). La principal fuente de EROS vy la primera estructura sujeta a dafos
oxidativos es la mitocondria, no obstante las EROS se pueden producir a distintos
niveles celulares (por ejemplo, reticulo endoplasmatico o membrana

Celular).128’450’ 483

Las EROS desempefian un papel fisiologico importante en la sefializacion,

39114 ademéas se consideran productos

proliferacion y diferenciacion celular;
normales del metabolismo y sus niveles se mantienen en un rango fisiol6gico
estrecho gracias a los sistemas antioxidantes. Cuando la produccion de las
sustancias oxidantes es elevada o cuando los mecanismos antioxidantes son

insuficientes, las células sufren dafio oxidativo.
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» Reacciones que ocasionan dafio oxidativo en las que participan radicales

libres

Las EROs pueden reaccionar con otras moléculas que no son radicales libres y a
su vez los radicales libres pueden reaccionar entre si generando en algunas de
estas reacciones radicales con mayor potencia oxidante. A continuacion se

describen estas reacciones.

e Reacciones entre radicales y no radicales

Cuando un radical libre reacciona con una molécula considerada no radical, el no
radical pierde un electron y es transformado en un nuevo radical libre, creando
una reaccion en cadena. La tendencia a producir reacciones en cadena es una de
las caracteristicas principales de las reacciones de radicales libres. Estas
reacciones conllevan al dafio celular, necrosis y apoptosis a través de la oxidacion
de lipidos, proteinas y ADN;™* también provocan disfuncién endotelial e

infiltracion y activacion de células inflamatorias en el endotelio.?*

e Peroxidacion lipidica
La degradacion oxidativa de &cidos grasos polinsaturados (AGPIs) o peroxidacion

lipidica es responsable del dafio oxidativo de las membranas lipidicas.3**

La peroxidacion de los lipidos de membranas (Figura 2.2) se inicia por la accion
de un oxidante potente como el radical hidroxilo, el cual elimina un atomo de
hidrogeno de uno de los atomos de carbono en un AGPI. Esto crea un radical de
carbono central (C*), el cual, luego, es transformado en un radical peroxilo de O,
central (COO®) que puede eliminar un aomo de hidrégeno de un acido graso

adyacente e inicia una serie de reacciones nuevas. La reaccion de propagacion
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final crea una reaccion en cadena que continuara hasta que el sustrato (ej., acido
graso) se degrade o hasta que algo interfiera con la reaccion. Esto Gltimo es la

base de la accion antioxidante de la vitamina E.

/ micio \

R *OH R
| Radical
lipidlioo
PUFA I y “(l:.
CH, LU 8
0,
Lipopendxido
R R
Radical | |
Peroxil HCOO* "(l:OOH
CH; CH,
Radical

PUFA s lipidico
\ PROPAGACION /

Figura 2.2 Secuencia de reaccién de peroxidacion de acidos grasos polinsaturados

e Reacciones entre radicales

Dos radicales pueden reaccionar para compartir electrones y formar un enlace
covalente. Esto elimina la existencia de radicales libres, pero no elimina el riesgo
puesto que, en algunos casos, el producto de una reaccion radical-radical es

mucho mas destructivo que ambos radicales.>*

e Transformacion del 6xido nitrico

El oxido nitrico es un radical libre que tiene acciones beneficiosas como
vasodilatador, neurotransmisor, y agente bactericida.**® Sin embargo, el 6xido
nitrico puede llegar a ser un problema en presencia de superoxido. La reaccion del
superoxido (02*) con oOxido nitrico (NO®) genera un poderoso oxidante

denominado peroxinitrito.*®
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NO*® + 0,* -> ONOO" (peroxinitrito)

El peroxinitrito puede causar dafio tisular directo, o descomponerse para formar
radicales hidroxilos y didxido de nitrogeno, los cuales pueden producir dafio a los
tejidos. Esta transformacion negativa que experimenta el Oxido nitrico, de un
radical libre benéfico a una fuente de dafio oxidativo demuestra como los
metabolitos del O, (en este caso 0,*) pueden promover dafio oxidativo

indirectamente, por cambios en las caracteristicas del ambiente quimico.
» Sistemas de defensa frente al estrés oxidativo

Los mecanismos de defensa frente al estrés oxidativo incluyen tanto mecanismos
enzimaticos como no enzimaticos. Una caracteristica de los estados de estrées
oxidativo es que se produce un descenso en los niveles plasmaticos de las enzimas
antioxidantes y una elevacién de marcadores de dafio oxidativo.®® Esta condicion
puede ser modificada al aumentar la ingesta de antioxidantes,*****® de tal manera
que su uso para la prevencion de enfermedades y como complemento nutricional
es aceptada por la mayoria de la poblacion y estd respaldada por evidencia

cientifica.

Cualquier especie quimica que pueda reducir o retardar la oxidacion de un
sustrato es considerado un antioxidante.”** La capacidad antioxidante celular
viene dada por mecanismos a través de los cuales la célula anula la reactividad y/o
inhibe la generacion de radicales libres.***3°% Estos mecanismos estan

asociados tanto a componentes enzimaticos como no enzimaticos.
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Dentro de los compuestos antioxidantes enddgenos no enzimaticos se incluyen:
urato, glutation, ubiquinona (Coenzima Q), tiorredoxina y algunas proteinas
(ferritina, transferrina, lactoferrina y ceruplasmina). Actlan como un sistema
antioxidante puesto que se fijan y secuestran metales de transicion que pueden
iniciar reacciones oxidativas. Las principales enzimas antioxidantes son:
superdxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPx), glutation reductasa,
glutation S-transferasa, catalasa, tiorredoxina reductasa, peroxirredoxinas (Prx),
NAD(P)H: ubiquinona oxidorreductasa (NQO1) y paraoxonasa (PON).*® Selenio,
vitamina C y vitamina E también son importantes en el sistema de defensa

antiOxidante.221'223’343’357’470

Las enzimas antioxidantes representan la primera linea de defensa contra las
EROs v el estrés oxidativo.**® Las variaciones en la actividad de estas enzimas en
situaciones de estrés oxidativo puede depender de la edad de los individuos, del
tejido que sufre el dafio, de los habitos alimentarios y de variaciones genéticas

individuales.19%°8°

A continuacién nos centraremos en revisar la funcion de uno de los principales

antioxidantes naturales, la vitamina E.
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2.2.1.2. Vitamina E

> Quimica de la vitamina E

La vitamina E o tocoferol es una vitamina liposoluble capaz de interrumpir la
peroxidacion lipidica.®®” Debido a que se localiza en la membrana celular esta
sujeta a procesos de oxidacion por radicales libres. Esta reaccion forma radicales
de vitamina E poco reactivos y, como consecuencia, la reaccion en cadena de

peroxidacion se interrumpe.®®

Los tocoferoles son aceites de color amarillo a temperatura ambiente, insolubles
en agua y solubles en solventes no polares. Son buenos neutralizadores de
radicales libres y funcionan como antioxidantes. Son fécilmente oxidados y
pueden ser destruidos por peroxidos, 0zono y permanganato en un proceso
catalizado por la luz y acelerado por &cidos grasos polinsaturados y sales
metalicas. También son muy resistentes a los acidos y, bajo condiciones

anaerobicas, a bases.

La estructura quimica de la vitamina E consiste en una cadena lateral derivada de

un nucleo 6-cromano metilado o hidrocromano unido a una cadena de fitilo.

El término vitamina E se refiere a todos los derivados del tocol o tocotrieno que

muestran, cualitativamente, la actividad Dbiologica del a-tocoferol.
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R1 R1
H HO
R R3

tocopherol tocotrienol

RIIR| R
CH,| CH,| CH,|
CH, H | CH,
H [ CH,| CH,
H | H [CH,

o2 TR R

Figura 2.3 Estructura quimica de la vitamina E. Takada y Suzuki, 2010.5%

El término tocol es la designacion para el derivado con una cadena lateral
compuesta por tres unidades de isopentilo completamente saturadas; tocoferol
denota genéricamente el mono-, di-, y trimetil tocoles. Mientras que el término
tocotrienol es la designacion de los derivados 6-cromano con una cadena lateral
similar conteniendo tres dobles enlaces. Los tocoferoles y los tocotrienoles
individuales se nombran de acuerdo a la posicion y nimero de los grupos metilos

en su anillo cromanol *%* (Fig 2.3).

Aungue son posibles ocho estereoisémeros de vitamina E, sélo existe una forma
natural de esta vitamina: la forma R, R, R-. Sin embargo, la sintesis quimica de
vitamina E produce mezclas de otros esteroisomeros, dependiendo de la materia

prima a partir de la que se produzcan.

El dl-a-tocoferol se comercializO a principios de los afios 70s, (llamado
primeramente 2RS- a-tocoferol) en forma de acetato de éster y fue adoptado como
el estdndar internacional sobre el cual otras formas de vitamina E se basan

actualmente.
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Las moléculas con actividad biologica similar a las vitaminas se denominan
vitameros. Los vitameros de E varian en potencia segun las posiciones y numero
de su grupos de nucleos metilos, siendo los de mayor biopotencia las formas

trimetiladas.’?

e Fuentes de vitamina E
La vitamina E es sintetizada solamente por plantas y por tanto se encuentra
principalmente en productos de origen vegetal, las fuentes més abundantes son los
aceites vegetales. Todas las plantas superiores contienen a-tocoferol en sus hojas
y en otras partes verdes. Debido a que el a-tocoferol se encuentra principalmente
en los cloroplastos de las células vegetales (mientras que los vitameros B-, y- y 0-
se encuentran, usualmente, fuera de estas particulas), la plantas verdes tienden a
contener mas vitamina E que las amarillas. Los aceites de girasol y de semillas de
trigo contienen principalmente a-(RRR)-tocoferol, mientras que el aceite de soja y
el de maiz contienen y-(RRR)-tocoferol. Los animales, por su parte, almacenan

principalmente o-tocoferol.>*®

e Formas sintéticas de vitamina E

Las preparaciones sintéticas de vitamina E son mezclas de los ocho
diesteroisomeros que son los vitdmeros: 2RS, 4'RS, 8RS designados
comunmente con el prefijo all-rac- tanto en las formas no esterificadas (all- rac-
a-tocoferol) y las esterificadas (all- rac- a-tocoferil acetato). Otras formas
utilizadas comercialmente incluyen: all-rac- a-tocoferil succinato y all-rac-o-

tocoferil polientilenglicol-succinato.”
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» Expresion de la actividad de la vitamina E

La actividad de la vitamina E se observa en varios isomeros de cadena lateral y
analogos metilados de tocoferol y tocotrienol. Estos derivados metilos: mono- (d-
tocoferol), di- (B- y y-tocoferol) y tri-(a-tocoferol), difieren en actividad de
vitamina E. La configuracion epimérica en la posicion-2 es la mas importante para
determinar la actividad biolégica. EI R,R,R-a-tocoferol es utilizado en la
actualidad como estandar internacional. Este sistema sélo distingue los analogos

metilados y no los diestereoisomeros particulares.

Algunos de los vitimeros E comunes en los alimentos (B- y y-tocoferol, los
tocotrienoles) tienen poca actividad biologica. El vitamero mas biopotente, el de
mayor interés en nutricion, es el a-tocoferol, el cual se encuentra naturalmente
como el estereoisomero RRR [(RRR)- a-tocoferol]. Este vitdmero es el Unico
reconocido con elevada selectividad por la proteina hepatica de transferencia de
a-tocoferol (a-TTP) que desencadena su asociacion con lipoproteinas y la
secrecion de vitamina E al torrente sanguineo.*®***” Como consecuencia, el
isomero a-tocoferol es el principal vitimero de vitamina E presente en plasma y

tejidos.

Debido a que todas las formas de tocoferol presentan propiedades antioxidantes
similares, se ha planteado que la adaptacion de los organismos para seleccionar el
a-tocoferol puede estar relacionada con algunas propiedades no antioxidantes
especificas (incluyendo la modulacion de actividad enzimatica, regulacion de la

expresion génica y estabilizacién de membrana).>
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Otra isoforma natural de vitamina E, tocoferol fosfato, ha sido implicada en la
modulacion de la proliferacion celular y en la regulacion de la expresion génica en

procesos como inflamacion y ateroesclerosis.***

» Metabolismo de la vitamina E

El metabolismo de la vitamina E es limitado, la mayoria de los tocoferoles que
son absorbidos y retenidos son transportados sin transformacién a los tejidos. La
excrecion de a-tocoferol no metabolizado ocurre solamente a dosis altas, cuando
se excede la capacidad de union a la a-TTP. ElI metabolismo de los tocoferoles

involucra la oxidacion de los grupos del anillo y la cadena lateral.

e Oxidacion del anillo cromanol

La oxidacion del anillo de cromanol es la base de la funcidn antioxidante in vivo
de la vitamina. Esta involucra la oxidacion, primariamente a tocoferilquinona, la
cual procede del radical intermediario semiestable tocoferoxil. La oxidacion
monovalente de tocoferol al radical tocoferoxil es una reaccion reversible (al
menos in vitro). La oxidacion del radical intermediario es unidireccional. Debido
a que la tocoferilquinona no tiene actividad de vitamina E, su produccion
representa el catabolismo y pérdida de vitamina desde el sistema. La
tocoferilquinona puede ser potencialmente reducida a a- tocoferilquinona, la cual
puede ser conjugada con el &cido glucurdnico, ser secretada por la bilis, y de esta
manera ser excretada con las heces. Bajo condiciones de ingesta de niveles
normales de vitamina E, menos del 1% de la vitamina absorbida es excretada por

orina.
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e Oxidacion de la cadena lateral fitilo

La vitamina E es catabolizada a metabolitos solubles en agua a través de procesos
mediados por citocromo P450 e iniciados por la B-oxidacion de un grupo metilo
de la cadena lateral de fitilo. Este paso de hidroxilacion, el cual es catalizado por
una isoforma P540 (CYP3A) que estd involucrada en la B-hidroxilacion de
leucotrienos, es seguido por la deshidrogenacion del 13-cromanol, y la
subsecuente ruptura en la cadena lateral de fitilo a través de la remocién de los
fragmentos de carbono 2- y 3-. Los productos resultantes, que incluyen el acido
tocoferdnico y la tocoferonolactona, son excretados en la orina, generalmente
como conjugados glucuronil. Esta via cataboliza preferentemente y-tocoferol,
contribuyendo al remodelado maés rapido del vitamero formado. Sin embargo, el
proceso parece ser regulado al alza por altas dosis de a-tocoferol, sugiriendo que
también es importante para el aclarado de ese vitamero a través de la conversion a

a-carboximetilcromanol, el cual es excretado rdpidamente.

e Otras reacciones

La deteccion de pequenas cantidades de a-tocoferil fosfato en tejidos de animales
alimentados con vitamina E sugiere que la vitamina puede ser fosforilada. La
importancia metabodlica de este metabolito no se comprende adn, y las quinasas

implicadas no han sido identificadas. La vitamina E puede ser nitratada in vivo.

» Reciclaje de vitamina E

Una porcion significativa de vitamina E puede ser reciclada in vivo por reduccion
del radical tocoferilo a tocoferol. Diversos hallazgos sugieren esta hipdtesis: el
intercambio muy bajo de a-tocoferol, la tasa baja de deplecion en animales

deprivados de vitamina E y el ratio molar relativamente bajo de vitamina E con
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respecto a PUFA (1:850) en la mayoria de las membranas bioldgicas. Diversos
mecanismos han sido propuestos para la reduccion in vivo de tocoferilo por varios
reductores intracelulares. Estudios in vitro han demostrado que esto puede ocurrir
en liposomas por el &cido ascorbico, en suspensiones microsomales por el NAD
(P) H, y en suspensiones mitocondriales por el NADH vy el succinato, mostrando
estos dos ultimos sistemas sinergismo con la glutation reducida (GSH) o
ubiquinonas. Ademas, se ha sugerido una actividad tocoferil reductasa unida a
membrana. Es posible que el reciclaje del tocoferol pueda estar acoplado al
transporte de electrones entre uno 0 mas donantes en la fase soluble de la célula 'y
el radical intermediario en la membrana, resultando en la reduccion de este

altimo.

De acuerdo con este modelo, la vitamina E podria ser retenida a través de reciclaje
hasta que los sistemas reductores, tanto en la fase acuosa y en el dominio de
membrana, sean limitantes. En ese momento la vitamina podria perderse por
conversion irreversible del radical tocoferoxilo a tocoferilquinona, y Ila
lipoperoxidacion y la oxidacion de proteinas podrian incrementarse. Sin embargo,

existe poca evidencia directa de este fenomeno in vivo.

» Propiedades y mecanismos de accion de la vitamina E

La vitamina E tiene un rol fundamental en el metabolismo normal de todas las
células. Por tanto, su deficiencia puede afectar diversos 6rganos. Su funcion esta
relacionada con la de otros nutrientes y factores endégenos que, colectivamente,
integran un sistema multiple que brinda proteccion contra los dafios potenciales de
especies reactivas de oxigeno formadas durante el metabolismo o que son

encontradas en el ambiente. Por tanto, las manifestaciones de deficiencia y de
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necesidades de vitamina E pueden verse afectadas por las necesidades de otros
nutrientes, como selenio y vitamina C, y por exposicion a factores prooxidantes.
La vitamina E también puede tener funciones no antioxidantes en la regulacion de

expresion de genes y en la sefializacién celular.?*®

A diferencia de otras vitaminas, la vitamina E no solamente es esencialmente no
toxica, también parece tener efectos positivos a dosis apreciablemente mayores
que aquellas que se requieren para prevenir sintomas clinicos de deficiencia. Mas
notablemente, los niveles supranutricionales de vitamina han sido Utiles para

499

reducir la oxidacion de lipoproteinas de baja densidad (LDL) y por tanto

reducir el riesgo de aterosclerosis.

e Lavitamina E como un antioxidante biologico

La principal funcién nutricional de la vitamina E es ser un antioxidante bioldgico.
Un agente antioxidante inhibe la oxidacion y por tanto previene reacciones de
oxidacion tales como la conversion de acidos grasos poliinsaturados a
lipoperdxidos o la conversion de proteinas libres o unidas a sulfidrilos en
disulfitos. La vitamina E tiene una importancia funcional basica en el
mantenimiento de la integridad de la membrana celular en todas las células del
organismo. Su funcién antioxidante implica la reduccion de radicales libres, %
ademas de tener un efecto estabilizante sobre la membrana celular formando

complejos con los componentes lipidicos de la membrana.>

e Funciones no antioxidantes de la vitamina E
Existen enzimas que pueden ser reguladas por el a-tocoferol. Estas enzimas se

encuentran asociadas con lipidos de membrana, y la vitamina E puede modificar
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las interacciones proteina-lipidos y proteina-proteina de estas enzimas y asi

modular sus funciones.*¢?

De tal manera que las funciones distintas de la actividad antioxidante de la
vitamina E incluyen la participacion en mecanismos de regulacion transcripcional
y en diversas vias de sefializacion celular. A continuacion se describen estas dos

funciones.

a) Regulacion transcripcional
La vitamina E es capaz de regular varios genes involucrados en: la
absorcion/metabolismo de tocoferol (TTP, CYP3A), absorcién de lipidos
(receptores scavenger CD36, SR-BI, y SR — Al/ll), expresion de proteinas
extracelulares (a-tropomiosina, coldgeno-al, metaloproteinasa de matriz-1y 19, y
factor de crecimiento de tejido conectivo), inflamacion y adhesion celular (E-
selectinas, ICAM-1, integrinas, glicoproteinas Ilb, interleuquinas -2, -4 y —p),
sefializacion celular y regulacion del ciclo celular (PPAR-y, ciclinas D1 y E,
Bcl12-L1, p27 y CD95). Los mecanismos que subyacen a estos efectos pueden
involucrar elementos de respuesta antioxidante (ARE) o el elemento de respuesta
al factor de crecimiento transformante beta (TGFB-RE). Ademés se ha

identificado un factor de transcripcion dependiente de tocoferol.**

b) Transduccion de sefiales intracelulares

La via en la que participa la vitamina E depende del tipo celular. En células de
musculo liso vascular el a-tocoferol inhibe la PKC por inhibicion de la
fosforilacién y por lo tanto su traslocacion a la membrana plasmética.**® También
inhibe a las 5-lipoxigenasa, % y fosfolipasa A2, y activa la proteina fosfatasa 2A

y la diacilglicerol quinasa a través de mecanismos post translacionales en diversas
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células. Ademas, se ha sugerido que el a-tocoferol puede regular la actividad
Akt/PKB *® que puede ser inhibida por el a-tocoferol en células mastociticas
HMC1.2”® Todo esto ocasiona sefiales antiproliferativas sobre una variedad de
células, resultando en la inhibicién de la inflamacion, de la adhesion celular, de la

agregacion plaquetaria y de la proliferacion de celular.?’*%>4%°

» Usos farmacoldgicos de la vitamina E

La eficacia de la vitamina E como antioxidante biologico parece depender de la
cantidad de vitamina presente en la ubicacién celular critica y de la capacidad de
los organismos para mantener su aporte y/o reciclarla. Por tanto, en presencia de
otros componentes del sistema de defensa antioxidante celular, la proteccion
antioxidante podria ser incrementada con el aumento en la ingesta de vitamina E.
Niveles elevados de vitamina E pueden, por tanto, ser apropiados en casos de

estrés oxidativo.

El uso de niveles altos de vitamina E en la suplementacion de animales tiene valor
potencialmente practico en relacion a la produccion de alimento. La
suplementacion supranutricional de vitamina E en la dieta de aves, cerdos y
vacuno ha sido efectiva para incrementar el contenido de a-tocoferol en muchos
tejidos, y los residuos de o-tocoferol en el muasculo sirven para inhibir la

produccidn oxidativa postmortem de sustancias que alteran el sabor y el color.

Debido a que es uno de los principales antioxidantes naturales, existen numerosos
estudios que han tratado de evaluar el efecto de la suplementacion con vitamina E
y el desarrollo de diversas patologias, incluyendo diabetes mellitus tipo 2 (DMT2)

y sindrome metabdlico en humanos. En el 2008 Devaraj y colaboradores
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evaluaron el efecto de suplementacion con y y a tocoferol a pacientes con
sindrome metabdlico, encontrando que la vitamina E reduce los niveles
circulantes de TNFa y malondialdehido (MDA), sin embargo no se observaron
reducciones significativas de IL-1pB, IL-6, ni PCR.'*® Otros estudios sefialan una
relacion inversa entre los niveles plasmaticos de vitamina E con el riesgo de
desarrollar DMT2 *2%° y una mejora en la sensibilidad a la insulina.*** En
contraste, existen estudios de intervencion en pacientes con DMT2 en los cuales
la suplementacién con vitamina E no tiene efectos sobre los marcadores de estrés
oxidativo e inflamacion.*?+>°0°%* A| parecer estas discrepancias podrian deberse a
variaciones genéticas que afectan la capacidad de respuesta de los individuos a la
vitamina E, a la isoforma utilizada y si, ademas, se suministra sola o combinada

con otro antioxidante.*"

» Toxicidad de la vitamina E

La vitamina E es una de las vitaminas menos tdxicas. Tanto los animales como los
humanos pueden tolerar niveles muy elevados. En animales, dosis de al menos
dos 6rdenes de magnitud sobre los requerimientos nutricionales no inducen

efectos adversos.

A dosis muy altas, sin embargo, la vitamina E puede antagonizar la funcién de
otras vitaminas liposolubles. De esta manera, animales que han recibido dosis
muy elevadas han presentado mineralizacion 6sea defectuosa, almacenamiento
hepético reducido de vitamina A, y coagulopatias. En cada caso, estos signos
podrian ser corregidos con incrementos en la suplementacion en la dieta de la
vitamina apropiada (por ejemplo, D, A y K, respectivamente), y el antagonismo

observado parece estar relacionado con la absorcion.
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Por tanto, los problemas en la coagulacion provocados por el exceso de vitamina
E pueden deberse a que ¢l a-tocoferol inhibe la agregacion y adhesion plaquetaria
in vitro o a que la vitamina E interfiere en la activacion de factores de coagulacion
dependientes de vitamina K.*’® Por otro lado, en estudios observacionales se ha
asociado el mayor consumo de vitamina E con la disminucion de la tasa de
presentacion de diversas enfermedades cardiovasculares.***** No obstante,
también existen estudios aleatorios controlados que no han conseguido encontrar
asociacion entre el consumo de vitamina E y la reduccion de enfermedades
cardiovasculares, e incluso reportan un incremento en el riesgo de accidente
cerebrovascular y aumento de la mortalidad.****”® Un estudio reciente indica que
no existe asociacion entre el consumo alto y prolongado de vitamina E y el

incremento del riesgo de mortalidad para todas las causas en personas sanas.'%’
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2.2.2. ESTRES OXIDATIVO EN LA ENFERMEDAD RENAL CRONICA

Durante la ERC el organismo es incapaz de eliminar una serie de sustancias que
tienen actividad bioldgica. Estos compuestos se denominan toxinas uremicas. Se
han descrito mas de 90 toxinas con efectos negativos sobre diversos 6rganos y
sistemas, principalmente a nivel cardiovascular.®® Algunas toxinas urémicas
como la indoxil sulfato y la p-cresilsulfato han sido asociadas con estrés
oxidativo e inflamacion.*® Ademas, la dislipemia, resistencia a la insulina, y el
incremento de la angiotensina Il contribuyen al estado de estrés oxidativo
durante la ERC. Durante la ERC, aungue no todas las enzimas antioxidantes se
ven alteradas, se ha observado que el malondialdehido (MDA), un indicador de

peroxidacion lipidica, se encuentra incrementado.**

> Uso de antioxidantes en la ERC

Diversos experimentos en modelos animales de enfermedad renal sugieren que los
agentes antioxidantes pueden tener efectos positivos, sin embargo los datos
procedentes de estudios en humanos no son concluyentes.”® Existe un estudio
realizado por Ramos et al., en pacientes con ERC en estadio 2 y 3 que recibieron
666 Ul/ dia de una combinacion de tocofelores mas 600 mg de acido alfa lipoico
(AAL) por via oral; tras 2 meses de tratamiento no se observaron cambios en los
biomarcadores de estrés oxidativo (isoprostano F2 plasmatico y proteina tiol), ni
en biomarcadores de inflamacién (proteina C reactiva e 1L-6).**® Por el contrario,
Ahmdi et al. observaron en pacientes en hemodialisis que la suplementacion con

vitamina E, sola o combinada con el AAL, redujo las concentraciones de IL-6 en
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estos pacientes y mejoro el estado de mal nutricion, sugiriendo que podria ser una

estrategia para prevenir las complicaciones cardiovasculares durante la ERC °.

Dentro de los farmacos con propiedades antioxidantes que han sido evaluados en
modelos animales se incluyen: tempol,**® N-acetil-L cisteina,>* kallistatina,*®®

3 pargilina,®* y bardaxolona. Este dltimo es un

dietas ricas en antioxidante,
farmaco con propiedades antiinflamatorias y antioxidantes que ha demostrado
mejorar los indicadores de dafio renal en nefropatia diabética, ademés de

4

contribuir a la disminucién de peso en pacientes con sobrepeso **® y que

actualmente se encuentra bajo investigacion clinica en Fase 3 en pacientes con

ERC avanzada y diabetes mellitus tipo 2.’

En modelos de ratas nefrectomizadas 5/6 destacan el uso de: AST-120,*%° 4cidos

grasos omega 3** y curcumina.>®

Zhan et al. evaluaron en ratas con hipertensién espontanea el efecto de la
suplementacion prolongada con dictas ricas en antioxidantes (o tocoferol,
vitamina E, zinc y selenio). Los investigadores encontraron que en el grupo
tratado los antioxidantes disminuyeron la hipertension, mejoraron el estrés
oxidativo y disminuyeron o revirtieron las anormalidades de la expresion de

enzimas antioxidantes.’”

Asi mismo, Zhang et al. pusieron de manifiesto que en ratas Dahl el estrés
oxidativo es responsable de los cambios hipertensivos sistémicos y a nivel renal,
ademas, que la suplementacion con N-acetil-L-cisteina es capaz de minimizar

estos cambios.>’
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En otro trabajo realizado por Shen et al., evaluaron el efecto de la kallistatina
sobre la inflamacion vy fibrosis inducidas por estrés oxidativo en ratas Dahl y en
cultivo de células mesangiales. Los investigadores pusieron de manifiesto la
capacidad de la killastatina para reducir el dafio renal, mejorar la funcion renal, y

reducir los pardmetros de estrés oxidativo e inflamacion.*®®

Shimoishi et al. describieron que en ratas urémicas el tratamiento con AST- 120
durante 4 semanas logré reducir los niveles de albumina oxidizada y de la toxina
urémica indoxil sulfato. Por consiguiente, los autores concluyeron que este

antioxidante fue capaz de reducir el estrés oxidativo en estas ratas.*®

Quiroz et al. estudiaron un mimético de la enzima superoxido dismutasa, el
tempol por via oral, en modelo de uremia (ratas Nx 5/6). Tras 12 semanas de
tratamiento los autores observaron que el tempol redujo los niveles plasmaticos de
malondialdehido e increment6 la superdxido dismutacion en el rifién, pero fue
incapaz de reducir el estrés oxidativo a nivel renal o mejorar la funcién del tejido

renal remanente.**®

Durante ese mismo afio An et al. publicaron un trabajo en el que evaluaron el
efecto de la suplementacion oral durante 12 semanas con acidos grasos omega-3
en ratas con nefrectomia 5/6. Los investigadores concluyeron que la
suplementacion a largo plazo logra reducir o revertir la regulacion de vias

prooxidantes, proinflamatorias y profibréticas en el rifién remanente.**
En otro trabajo publicado en el 2011, Chaaya et al. observaron que la pargilina
consigue reducir el dafio renal asociado a isquemia y ciclosporina en un modelo

de fibrosis intersticial y atrofia tubular. Los autores reportan en el trabajo que la
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pargilina blogque6 la enzima monoaminidasa mitocondrial previniendo la
produccion a nivel renal de H,O,. Como resultado, mejoré la funcion renal y se

redujeron los niveles de marcadores de inflamacién: TNFa e IL-1p.%

Soetikno et al. evaluaron el efecto de la curcumina por via oral sobre marcadores
de estrés oxidativo e inflamacion en ratas nefretomizadas 5/6. Los autores sefialan
que la curcumina consiguid atenuar inflamacion, fibrosis y estrés oxidativo por

modulacién de la via Nrf2-keap1.>%

Trabajos de investigacion in vitro en CMLV también han demostrado que al

reducir el estrés oxidativo con antioxidantes agregados al medio de cultivo se

consigue reducir la transdiferenciacién osteogénica de estas células.**®
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2.2.3. SINDROME METABOLICO

2.2.3.1. Caracteristicas y fisiopatologia

El Sindrome Metabolico (SM) se ha convertido en los ultimos afios en un
problema de salud publica a nivel mundial. EI SM esta representado por una serie
de anormalidades fisiologicas y antropomeétricas tales como: obesidad,
particularmente obesidad abdominal o visceral,*** hipertensién, dislipemia,
hiperglicemia,  inflamacién  crénica  subclinica, ~ microalbuminuria,*®
hiperuricemia,*® y estrés oxidativo.***® Dentro de los problemas médicos
asociados al SM destacan las enfermedades cardiovasculares, la diabetes mellitus

tipo 2,1+1%2"2y e] desarrollo y progresion de enfermedad renal crénica.®>2%3°%2

La hiperglicemia, el incremento de acidos grasos libres y la hiperinsulinemia estan
asociadas al incremento de las especies reactivas de oxigeno y especies reactivas
de nitrégeno (ERNs).%142144148 Tantg Jas EROs como ERNs activan el factor
nuclear kB (NFkB), un factor de transcripcion proinflamatorio, que desencadena
una cascada de sefializacion cuyo resultado es la sintesis continua de especies
oxidativas e inflamacion cronica de bajo grado.”®***** Bajo esta premisa, se ha
postulado que el uso de antioxidantes podria contribuir a mejorar el estado

proinflamatorio.!™

El origen etiopatogénico comun de las enfermedades asociadas al SM podria ser
la resistencia a la insulina (RI).2**" No obstante, no todos los pacientes con
obesidad experimentan Rl y ésta se puede presentar sin que exista obesidad. En
cuanto a la relacion entre R1 'y enfermedad renal cronica, diversas investigaciones

sugieren que la RI podria ser un factor de riesgo para ERC.*?%%%® Tanto el
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SM/obesidad, como la RI se consideran factores de riesgo para la progresion de

enfermedad renal crénica.?!

La RI se caracteriza por una respuesta reducida de los tejidos a la accion de la
insulina. Los mecanismos que podrian originar resistencia a la insulina en la
obesidad incluyen: alteraciones en el metabolismo de los &cidos grasos no
esterificados, desregulacion en la secrecion de adipoquinas, e infiltracion de
macrofagos en el tejido adiposo dando lugar a la produccion de mediadores de la
inflamacion. Esta ultima es la hipdtesis mas aceptada sobre el vinculo entre

resistencia a la insulina y sindrome metabélico.3%37461517

A continuacion se describen los mecanismos por los cuales podria originarse Rl

en la obesidad.

» Alteracion en el metabolismo de los acidos grasos no esterificados

El tejido adiposo, ademas de almacenar energia en forma de trigliceridos
mediante la sintesis o reesterificacion de acidos grasos, es el principal proveedor
de 4cidos grasos en situaciones de demanda de energia por otros tejidos a través
de la lipdlisis de los triglicéridos (TGs). La lipdlisis origina la liberacién al plasma
de &cidos grasos libres o no esterificados (NEFAS) y es catalizada por las enzimas
triacilglicerol lipasa (ATGL o desnutrina), lipasa sensible a hormonas o

diacilglicerolipasa (LSH) y monoacilglicerol lipasa (MGL).
Tanto LSH como ATGL comparten similitudes en su regulaciéon. En el tejido
adiposo LSH es inducida por estimulacion B-adrenérgica y es inhibida por la

insulina. En tejido no adiposo, LSH es activada por fosforilacion en respuesta a
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epinefrina (activacion de PKA mediada por receptores [-adrenérgicos) y por

contraccion muscular (liberacién de calcio desde el reticulo sarcoplasmatico).

La monoacilglicerol lipasa es considerada la enzima limitante para la hidrolisis de
monoglicéridos (MGs) resultantes de las vias lipoliticas intracelulares y
extracelulares. La generacion extracelular de MGs es el resultado de la accion de
lipoprotein lipasa de células endoteliales (LPL) sobre particulas de lipoproteina
asociadas a TGs. La hidrolisis intracelular de TGs por ATGL y LSH asi como la
hidrdlisis intracelular de fosfolipidos por la fosfolipasa C (PLC) y las B y a DG

lipasas asociadas a membrana resultan en la generacion de sustrato para la MGL.

Las hormonas que incrementan la velocidad de la lipdlisis son: adrenalina,
noradrenalina, glucagén, hormona adrenocorticotropa (ACTH), hormona
estimulante de los melanocitos (MSH), hormona estimulante de la tiroides (TSH),
hormona de crecimiento (GH) y vasopresina. Por su parte, la insulina es la Gnica
hormona que antagoniza la accion de las hormonas lipoliticas por estimulacion del
ingreso de glucosa en el tejido adiposo mediante la traslocacion a la membrana
plasmatica de GLUT4 (proteina transportadora de glucosa tipo 4) y por regulacién
transcripcional a la baja de la expresién de ATGL y HSL. Durante la obesidad
ocurre una reduccion en la expresion génica de GLUT4 que estd asociada

directamente al desarrollo de resistencia a la insulina.*"®

Otro mecanismo por el cual se produce resistencia a la insulina durante la
obesidad es que el tejido adiposo visceral experimenta mayor lipdlisis que el
tejido adiposo subcutaneo. Este aumento en la lipolisis podria deberse a que los
adipocitos viscerales expresan mas receptores -adrenérgicos y, por consiguiente,

poseen una mayor actividad de la lipasa sensible a hormonas; mientras que los
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adipocitos subcutaneos presentan mas receptores a2 adrenérgicos, receptores
sobre los cuales la insulina tiene accién preferente.’”*'® De esta manera los
adipocitos hipertrofiados durante la obesidad visceral presentan un estado
hiperlipolitico que es resistente al efecto antilipolitico de la insulina.****** Como
consecuencia, se genera un flujo de NEFAs hacia el higado (via portal) y
sistemico que puede alterar el metabolismo hepatico y conllevar al aumento en la
produccion hepatica de glucosa. El incremento en los niveles plasmaticos de

" e influir en la

NEFA puede, a su vez, estimular la secrecién de insulina *
captacion de glucosa a nivel celular y en metabolismo de la glucosa
intracelular.®! Asi pues, la elevacion de &cidos grasos libres, comin en la
obesidad, puede conducir a resistencia a la insulina y acumulacion local de acidos
grasos Yy triglicéridos en los tejidos, la cual podria estar implicada en la disfuncion

celular.®
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» Adipoquinas

El tejido adiposo secreta diversos péptidos con funcidon autocrina, paracrina y
endocrina. Estos péptidos, denominados adipoquinas, incluyen: leptina,
adiponectina, resistina, TNFa, IL-6, angiotensindgeno, ACE y ATII-1R, entre
otros. Las adipoquinas influyen tanto en la biologia del adipocito como en la
regulacién de la homeostasis energética, la sensibilidad a la insulina y el
metabolismo de lipidos y carbohidratos.?® Cuando existen alteraciones en la
funcién de las adipoquinas se produce acumulacion de lipidos en tejido hepatico o
musculoesquelético, ademéas se desarrolla lipotoxicidad y resistencia a la

insulina.>®?

e Leptina
Es una proteina de 16-kDa secretada, principalmente, por el tejido adiposo. La
leptina es importante en la regulacion de la grasa corporal a través de acciones
sobre la ingesta de alimento y el gasto de energia. Fue identificada por primera
vez por Zhang et al. en 1994 y es una de las moléculas més estudiadas en

endocrinologia.”™**°""

Los niveles de leptina se incrementan en respuesta al aumento de la deposicion de
energia en el tejido adiposo. Las acciones de la leptina sobre el apetito y la
disipacion de energia estdn mediadas a través de un efecto central sobre el

hipotalamo donde existe una gran expresion del receptor de leptina. 302480526

Ademés del hipotalamo, el receptor de leptina se expresa en diversos tejidos,>*

337
T

linfocitos y células del endotelio vascular, de tal manera que puede influir en

numerosas Vias fisioldgicas involucradas en el control de la temperatura corporal,
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regulacion energetica, regulacion de la respuesta inmune, regulacion de la funcién

renal, reproductiva y crecimiento,>*!%1333%

En términos generales, las concentraciones plasmaticas de leptina son
proporcionales a la masa grasa: elevadas cuando existe obesidad y bajas cuando
hay pérdida de peso,?*® de tal manera que la obesidad puede generar un estado de
resistencia a la leptina.’®*®® La hiperleptinemia resultante puede incrementar la
presion arterial a través del sistema nervioso simpatico y la retencion renal de

Na 391

La leptina puede tener acciones inmunoreguladoras y proinflamatorias
identificadas en la obesidad y en diversas patologias *** y ha sido asociada con el
aumento del riesgo de cardiovascular.*** Ademas, la leptina puede inducir
diferenciacion osteoblastica en células de musculo liso vascular al inhibir la
quinasa glucdgeno sintetasa (GSK)-3p, una enzima que forma parte de la ruta de

sefializacion de proliferacion y apotosis celular Wnt/B-catenina.>™
La falta de respuesta a la leptina por mutaciones en el gen que codifica el receptor

de leptina, est4 asociada a resistencia a la insulina y obesidad, siendo estas las
caracteristicas de las ratas Zucker fa/fa '® (Figura 2.4).
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Figura 2.4. Ratas Zucker delgada (A) y obesa de la misma edad (B).

e Adiponectina

La adiponectina es una proteina monomérica de 32 kDa, que sufre procesos
postranslacionales extensos y se ensambla en trimeros de bajo peso molecular,
hexameros de peso molecular medio y en complejos de alto peso molecular antes
de ser secretada.® Estos tltimos son los que tienen mayor actividad biolgica.?®’
La adiponectina tiene propiedades antiinflamatorias y antiaterogénicas ya que
disminuye la sintesis de moléculas de adhesion endoteliales e inhibe la respuesta
inflamatoria, ademéas esta involucrada en el metabolismo de carbohidratos y

lipidos ya que sensibiliza a los tejidos a la accién de la insulina.??#?33°62

Otro efecto de la adiponectina es aumentar la accion de la insulina sobre los
hepatocitos, favoreciendo la disminucién de la produccién hepética de glucosa.*”
Ademas, estimula la oxidacion de acidos grasos en el musculo esquelético lo cual
disminuye las concentraciones plasmaticas de glucosa, 4acidos grasos y
triglicéridos.?®?'® Por consiguiente, la adiponectina mejora la sefializacién de
insulina, parcialmente a través de la activacion de la proteina quinasa activada por

adenosin monofosfato (AMPK),?®’

y potencialmente puede proteger contra la
aterosclerosis.®**° Niveles plasmaticos bajos de adiponectina se correlacionan

inversamente con la masa de tejido adiposo y se han asociado con varios

60



2. Revisién Bibliografica

componentes del SM incluyendo resistencia a la insulina.**® La adiponectina se
produce primariamente por el tejido adiposo visceral, sin embargo si los
adipocitos estan sobrecargados de triglicéridos producen menos adiponectina. Por
ello las personas obesas y con obesidad abdominal presentan niveles plasmaticos

de adiponectina disminuidos.*

e Resistina
La resistina suprime la capacidad de la insulina para estimular la entrada de la
glucosa en el adipocito. La resistina se encuentra implicada en el desarrollo de
resistencia a la insulina e intolerancia a la glucosa. Sus concentraciones
plasmaticas estan elevadas en modelos animales de obesidad genéticos e
inducidos por dietas. Tanto la expresién génica como la secrecion de esta
adipoquina se ven afectadas por las tiazolidinedionas (TZD),*® farmacos que
aumentan la sensibilidad a la insulina por los tejidos periféricos, disminuyendo la

hiperglucemia, hiperinsulinemia e hipertrigliceridemia.™®

e Marcadores proinflamatorios
Ademas del papel de los NEFA en el desarrollo de resistencia a la insulina en
pacientes con obesidad visceral, la infiltracion de macréfagos y ciertos
marcadores proinflamatorios como la interleuquina 6 (IL-6), factor de necrosis
tumoral alfa (TNFo) y Proteina C reactiva podrian desempefiar un papel
importante en el desarrollo de RI. Ademés, IL-6 y TNFa también reprimen la
sintesis de adiponectina.?’® La leptina, por su parte, estimula la sintesis de
TNFa.™® TNFa tiene un efecto directo sobre varios procesos mediados por la
insulina en el adipocito, incluyendo la homeostasis de la glucosa y el metabolismo
de lipidos.”® Los niveles circulantes de TNFo aumentan con el incremento del

peso corporal. De tal manera que TNFa favorece la lipogénesis (captacion de
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acidos grasos Yy reesterificacion de triglicéridos) y sus niveles estan asociados
tanto con hiperinsulinemia como con resistencia a la insulina. A nivel molecular,
TNFa es responsable de la disminucion de la actividad tirosin quinasa del receptor
de la insulina, disminucion de la fosforilacion del receptor de sustrato de insulina
(IRS-1) y disminucién de la sintesis y translocacion del GLUT 4.2°°'" Ademés,
TNFa, a pesar de reducir la expresion génica de ATGL y LSH, provoca un
incremento en la actividad lipasa, lo que resulta en liberacion de acidos grasos y
glicerol a partir de TGs. Esta discrepancia podria ser debida a una regulacion

postraslacional de ambas enzimas.

Las concentraciones en plasma de IL-6 también se relacionan con las alteraciones
presentes en el SM.™° IL-6 incrementa los niveles de proteina C reactiva y de
moléculas de adhesion que median procesos inflamatorios, estimula la secrecion
de triglicéridos por el higado y, por lo tanto, contribuye a la hipertrigliceridemia
asociada a obesidad visceral. Ademas, de manera similar al TNFa, IL-6 provoca
una disminucion en la expresion de GLUT 4 en las células musculares con la
consecuente hiperinsulinemia compensatoria.*®* La expresién de IL-6 por los

adipocitos puede ser inducida por TNF a, corticoides, leptina y catecolaminas.™®

Asi pues, IL-6, TNFa y Proteina C reactiva, junto con la infiltracion de
macrofagos en el tejido adiposo son responsables del estado proinflamatorio

observado en pacientes que sufren Sindrome Metabélico.>®
El tejido adiposo también secreta otras sustancias como: Oxido nitrico, inhibidor

del activador de plasminogeno-1 (PAI-1), factor de crecimiento B (TGFp),

angiotensinodgeno, LPL, apolipoproteina E y proteina trasportadora de ésteres de
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colesterol (CETP), que podrian estar implicadas en la patogenia de enfermedades

cardiovasculares.

Los trastornos asociados a la obesidad pueden aminorarse parcialmente por
reduccion del tejido adiposo corporal. Sin embargo, grandes disminuciones de
tejido adiposo, como las observadas en pacientes con lipodistrofia, pueden
también inducir complicaciones metabdlicas, incluyendo resistencia a la insulina,

dislipemia y esteatosis hepatica.”
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2.2.3.2. Sindrome Metabdlico y Enfermedad Renal

El desarrollo inicial de deterioro en la funcién renal se ha vinculado a obesidad
cronica, resistencia a la insulina e hipertensién, alteraciones que son comunes al
SM.33%% Ademas, la desregulacion en las adipoquinas derivadas del tejido
adiposo y la secrecién de citoquinas proinflamatorias > pueden contribuir a la

progresion del dafio renal.”

Los efectos de la RI sobre la funcion renal pueden explicarse por el hecho que la
insulina estimula la proliferacion de las células mesangiales y la produccion de
proteinas de matriz extracelular.*”* También induce la sintesis de factores de
crecimiento similares a insulina, endotelina y TGFp, que favorecen la sintesis de
colageno por las ceélulas mesangiales y el desarrollo de fibrosis renal

intersticial. "

Ademas, el sistema renina-angiotensina presenta conexiones con la resistencia a la
insulina. Estas incluyen la estimulacion por la insulina de la sintesis hepatica de
angiotensinodgeno, y un efecto sinérgico entre la insulina y el sistema renina-
angiotensina sobre las células mesangiales y la contraccion vascular a nivel del

parénquima renal.**® 4"

Finalmente, la hiperglicemia, los productos avanzados de la glicacion y la

dislipemia, comunes en la RI, pueden inducir estrés oxidativo y

nefrotoxicidad. "®148:5%°

64



2. Revisién Bibliografica

> Alteraciones metabdlicas durante la ERC

Una vez ocurrido el dafio renal, se desarrollan una serie de trastornos funcionales
y metabodlicos tales como: acumulacién de toxinas urémicas (uremia), acidosis
metabolica, anormalidades en el metabolismo dseo y mineral, metabolismo de
lipidos, aminoécidos y homocisteina; alteraciones en el eje hormona del
crecimiento-factor de crecimiento insuliniforme, en el sistema renina-
angiotensina-aldosterona, adipoquinas, ghrelina, vitamina D, corticoides,
resistencia a la insulina, estados inflamatorio cronico y estrés
oxidativo. 34367498502 Ademas, diversos factores inducen la produccién de
especies reactivas de oxigeno (EROs) a nivel renal y sistémico; entre estos se
encuentran las citoquinas inflamatorias, receptores tipo Toll, angiotensina II,
bradiquinina, &cido araquidonico, trombina y factores de crecimiento. Las
enzimas NADPH oxidasas o enzimas Nox, son claves en la produccion de EROs

en respuesta a estos estimulos.**>*

Muchos factores como dislipemia, diabetes e hipertension, los cuales coexisten
con en la ERC también son considerados factores de riesgo cardiovasculares. En
diversos estudios se ha demostrado la presencia de un sindrome cardio-renal, en el
cual la disfuncion renal y cardiovascular puede amplificar el fallo progresivo en
ambos sistemas.?”* Por otro lado, es ampliamente conocida la asociacién entre
marcadores de inflamacion, estrés oxidativo e indicadores renales vy
cardiovasculares en la ERC.®*!® En este sentido, se ha descrito una posible
asociacion entre los factores de crecimiento fibroblasticos 23 y 21 con la

hipertrofia ventricular durante la ERC."*%%"
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» Papel de las toxinas urémicas

Se ha planteado que las toxinas urémicas pueden inhibir la degradacion de la
insulina en tejido no renal: a nivel muscular y sobre todo en el higado, y prolongar
asi su vida media contribuyendo a la hiperinsulinemia observada en pacientes con
ERC.?* % Se considera que el masculo desempefia un rol central en la RI en estos
pacientes, ya es el principal tejido de utilizacion de insulina y las vias por las que

la insulina ejerce sus efectos metabdlicos estan alteradas durante la uremia.?®

» Papel del Sistema renina-angiotensina aldosterona

El sistema renina-angiotensina aldosterona tiene un papel importante en la
regulacién de la presion sanguinea y la homeostasis de los fluidos corporales y se
encuentra alterado en la ERC.2"%%%% | 3 angiotensina Il es el principal péptido
efector en este sistema y posee acciones hipertensivas potentes. Ademas, ha sido
implicada en el remodelado vascular y en la patogenia de afecciones cardiacas y
renales. La angiotensina Il contribuye a la aterogénesis a través del incremento del
estrés oxidativo por aumentos de las EROs y por la expresién de genes
proinflamatorios a través de la via del factor nuclear kappa beta (NFkb).****" por
su parte, la aldosterona tiene acciones “gendmicas” y “no gendémicas” a traves del
receptor de mineralocorticoides citosélico y funciona de manera independiente, o
junto con la sefializacion de angiotensina Il, promoviendo la produccion de EROs
y fibrosis tisular a través del receptor del factor de crecimiento epidérmico en
tejido cardiovascular.”?°%® Ademas, la angiotensina Il puede contribuir a la
resistencia a la insulina a nivel muscular de manera indirecta al promover estrés

oxidativo y aumento de citoquinas proinflamatorias.?®
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» Papel de la respuesta de fase aguda y citoquinas proinflamatorias

Al igual que en otras enfermedades cronicas, durante el desarrollo de la ERC
ocurren respuestas locales y sistémicas de estrés inmunolégico y activacion de
una respuesta de fase aguda.?®*"**" Este estado proinflamatorio mediado por
citogquinas se caracteriza por una disminucion del anabolismo musculo-esquelético
y aumento del catabolismo periférico de proteinas para suplir las necesidades
crecientes de aminoacidos para el higado, necesarios en la produccion de proteina

de fase agudas y reactantes (APRS), glutation y glucosa. °%

Diversas citoquinas especificas que poseen acciones proinflamatorias (IL-1p,
IL-6, TNFa e IFNy) aumentan durante la ERC vy tienen efecto sobre el apetito
(induciendo anorexia), el metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas,
favoreciendo la resistencia a la insulina, lipolisis, reduccion en el catabolismo de

8 y proteolisis.®**’ Ademas, las citoquinas proinflamatorias

trigliceridos
incrementan la produccion de especies reactivas de oxigeno (EROs) y ellas
mismas estan reguladas por retroalimentacion positiva por la via del factor nuclear
kappa beta (NFkP).**® Por tanto, el dafio celular causado por respuesta
proinflamatoria estimula el ciclo de produccion de EROs y ademas activa la
produccidn de mas citoquinas, lo que permite que se genere un circulo vicioso con

activacion crénica de los procesos inflamatorios celulares.>®?

La relacidon positiva entre el incremento en el tejido adiposo y marcadores de

inflamacion crénica ha sido reportada por varios estudios 7187339239

y explicada
previamente. Se ha descrito que la reduccion del peso corporal en pacientes en

hemodialisis disminuye los marcadores de inflamacién.”’
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Durante la ERC, el musculo esquelético contribuye al aumento de citoquinas

proinflamatorias produciendo tanto TNFa, como IL-6 (mioquinas).'*® >*

» Papel de las adipoquinas en la Enfermedad Renal Crénica

e Leptina
Durante el desarrollo inicial de la ERC puede haber antecedentes de obesidad,
niveles elevados de leptina y resistencia a la leptina. Con el progreso de la
enfermedad, diversos estudios han propuesto que la hiperleptinemia que se
observa en humanos es debida a una disminucién en el aclarado renal de leptina 'y
que estd asociada a la concomitante inflamacion y deplecion de la masa magra

corporal ***

e Adiponectina
Condiciones de hipoadiponectinemia estan asociadas con resistencia a la insulina,
obesidad, estadios temprano de diabetes mellitus tipo 2 y dislipemia. También se
ha reportado que los niveles elevados de adiponectina en hombres con diabetes
tipo 2 reducen el riesgo de disfuncién renal.*'® La adiponectina es considerada un
modulador de la sensibilidad a la insulina * y de la dislipidemia.*”® También se le
han atribuido propiedades antinflamatorias ya que las concentraciones de
adiponectina estan inversamente relacionadas con fibrindgeno, molécula de
adhesion-1, selectina E y proteina C reactiva, todos ellos marcadores de
inflamacion.®***° Sin embargo, durante la ERC, los efectos de la adiponectina
son paraddjicos ya que se encuentra regulada al alza.?®’*®°*%® Estos niveles
elevados de adiponectina probablemente sean el producto de un estado de

resistencia a la adiponectina y alteraciones en el aclarado renal 2
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e Factores de Crecimiento FGF21y FGF23
FGF23 es un factor de crecimiento que junto con su correceptor Klotho actla
sobre las glandulas paratiroides y el rifién para regular el balance de fésforo. 33>
Durante la ERC los niveles circulantes de FGF23 estan elevados, mientras que
ocurre una disminucién de la expresion de Klotho. Niveles elevados de FGF23 se
han asociado con hipertrofia ventricular izquierda en pacientes con ERC 20%%%3 y
se ha confirmado experimentalmente que la hipertrofia cardiaca ocurre sin la
mediacién de Klotho.** Por su parte, FGF21 es una hormona de origen hepatico
que regula el metabolismo de carbohidratos y lipidos estimulando el ingreso de
glucosa no dependiente de insulina por induccion del receptor GLUT1 en

adipocitos.”’

A nivel hepatico FGF21 interviene en la sefializacion en el sistema
PPARa (receptor activado por el proliferador de peroxisomas alfa) y en el de
genes regulados por el factor de transcripcion FoxO1l (forkhead box O1),
aumentando la expresion de genes necesarios para la codificaciéon de enzimas que
participan en la oxidacion de &cidos grasos, cetogenesis, y gluconeogénesis. Estas
enzimas incluyen la glucosa-6-fosfatasa, fosfofenol piruvato carboxiquinasa, 3-
hidroxiburirato deshidrogenasa tipo 1, y carnitina palmitoiltransferasa 1-c.2%%
Durante la uremia, se reportado que los niveles de FGF21 se incrementan a

medida que la ERC progresa.®*’
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2.3. CALCIFICACION VASCULAR

La calcificacion vascular (CV) es uno de los principales factores de riesgo de
mortalidad cardiovascular, particularmente en pacientes con enfermedad renal

41,186.198328 v, jjahotes 42

cronica
La enfermedad renal cronica (ERC) es un problema de salud importante y
frecuente en seres humanos y animales,3-97307309310422477 | 5 arteriosclerosis y la
ateroesclerosis son caracteristicas comunes en pacientes con ERC.}!3 | ag
calcificaciones vasculares (CV) contribuyen en gran medida a elevar el riesgo de
mortalidad cardiovascular asociada a ERC.*% En pacientes urémicos, las CV
estdn causadas por un desequilibrio en el metabolismo mineral, incluyendo

hiperfosfatemia, hipercalcemia y niveles anormales de PTH.*

2.3.1. CLASIFICACION DE CALCIFICACION VASCULAR

La CV puede desarrollarse en dos capas distintas de las arterias: la tinica intima y
la tunica media. La calcificacion de intima ocurre en estados avanzados de lesion
aterosclerotica, mientras que la calcificacion de media (arterioesclerosis o
esclerosis de Monckeberg) se desarrolla independiente de la aterosclerosis y esta
asociada principalmente con envejecimiento, diabetes y ERC. La calcificacion de
la tdnica media se considera que tiene un desarrollo analogo a la osteogénesis.
Actualmente se piensa que podria involucrar formaciéon de hueso endocondral,
debido a que se ha reportado expresiéon del factor de transcripcion osteogénico
Cbfal en la tanica media arterial calcificada de pacientes urémicos y

371,372,399,402

animales. Los datos acumulados sugieren que las CMLV se
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transdiferencian a células osteogénicas, producen matriz mineralizada, y expresan

proteinas OStGOgéﬂiC&S.69’399'516

» Calcificacion de intima arterial

La calcificacion ateroesclerética descrita por Virchow °*°

es una patologia
cardiovascular que consiste en la formacion de una placa que provoca
deformacién excéntrica de la luz del vaso.”** El remodelado exterior de la lesion
posee: una cubierta fibrosa, macréfagos cargados de colesterol, depoésitos de
lipoproteinas, infiltracion de células inflamatorias y elastinolisis localizada. Las
células de mausculo liso vascular vecinas elaboran cuerpos apoptéticos
yuxtapuestos mineralizantes y vesiculas de matriz mineralizante. También se
observa una capsula fibrosa con granulos de calcificacion. Estas lesiones
aparentemente son precursoras de la ruptura de placas en sindromes coronarios

agudos. 5557

» Calcificacidon de media arterial

La calcificacion de la media arterial (también Ilamada esclerosis calcificante
media de Monckeberg) es particularmente comun en arteriosclerosis asociada con
diabetes mellitus tipo 11 (DMT2).14730>3%8:308 Eqte tipo de calcificacion vascular es

un proceso concentrico que ocurre en la tunica media y estd asociada con

biomineralizacion a lo largo de fibras de elastina de la pared del vaso.%®°%

Tradicionalmente se creia que la calcificacion de la media no tenia consecuencias

453

clinicas.”™ Actualmente se sabe que la calcificacion arterial de la media impide el

efecto Winkessel en los vasos sanguineos, mecanismo necesario para amortiguar

405
l,

las fluctuaciones de la presion arterial,”> ademas la calcificacion de la media es el
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mejor predictor de riesgo de amputacion de extremidad inferior en pacientes con
DMT2.3% 1gual que la osificacion membranosa del hueso craneofacial, en la cual
la biomineralizacion mediada por osteoblastos ocurre en una matriz de coladgeno
tipo | sin formacion cartilaginosa previa,® la calcificacion arterial de la media no

incluye procesos de condrogénesis durante el inicio de la enfermedad.®

Se han desarrollado estudios que han permitido comprender la fisiopatologia de la
enfermedad, tanto su génesis como su progresion. Estos estudios se basan en
modelos de enfermedad preclinica.*®"** Cuando se alimentaron con dietas altas
en grasa a ratones machos LdIr” éstos desarrollaron obesidad, DMT2 y dislipemia
junto con severa calcificaciobn de media arterial y subsecuente calcificacion
ateroesclerotica. En las primeras fases de la enfermedad, Msx2 y Msx1 arteriales
(genes que codifican factores de transcripcion osteblasticos homeodominantes

esenciales para la formacién de hueso membranoso en el créaneo),*’

se regulan al
alza en las aortas de estos animales. Ademas existen estudios in vitro, realizados
en células vasculares calcificantes (CVCs), en los cuales se ha demostrado que los
LDL minimamente oxidados son capaces de inducir mayor expresion de fosfatasa
alcalina y colageno tipo I, indicadores de actividad osteoblastica y formacion

6sea.t®

De manera similar a lo que sucede en la calcificacion ateroesclerdtica, la
inflamacion es también la clave en la calcificacién arterial media.*®” En este
sentido se ha observado que durante la diabetes mellitus existe una produccion
elevada de TNFo por monocitos y macréfagos.”*°" Estas células promueven
calcificacion al inducir Msx-2 e intervenir en la sefializacién de la ruta de Wnt.°
Ademas, BMP-2 (proteina morfogénica Osea) se secreta por las células

endoteliales en respuesta a la inflamacién.’®® BMP-2 y los genes Msx, regulados
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por Wnt, inducen diferenciacién osteogenica de CMLV y mineralizacion de la
matriz de colageno en la pared arterial.*®“% Asimismo, el medio paracrino activa
programas reguladores de genes osteogenicos en células mesenquimales

multipotenciales murales tales como CVCs y miofibroblastos de adventicia.*”"*

Se ha propuesto que la adventicia tiene un rol clave en el desarrollo de
calcificacién asociada a diabetes ya que este tipo de calcificacion es un proceso
totalmente distinto del proceso de la calcificacion excéntrica ateroesclerdtica
organizada por depdsitos de oxilipidos en la subintima. En la arterioesclerosis
diabética se origina neoangiogenesis desde el vasa vasorum en la union
adventicia-media inflamada circunferencialmente, se regula al alza la sefializacion
mural de BMP-Wnt, y se producen miofibroblastos de adventicia adicionales que
pueden ser alojados y/o programados para producir fenotipos osteogéenicos y
fibrogénicos.??°#*2 La implicacién de la adventicia también la han demostrado
otros investigadores como Bujan et al., quienes reportaron que la extirpacion
quirdrgica de la adventicia arterial es capaz de reducir la calcificacion de media en

modelos de enfermedad preclinica.®®

Diversos estudios sustentan la hipoOtesis de que tanto la calcificacion
ateroesclerotica como la calcificacion de la media se originan, en gran parte, por
células osteogénicas derivadas de células vasculares residentes.* Sin embargo,
estudios recientes han identificado una célula circulante CD45" que es un
osteoprogenitor osteocalcina positivo (COP), que elabora proteinas BMP y se
localiza en sitios de dafio vascular.*** Osteoprogenitores circulantes pueden
también participar en procesos de mineralizacién vascular en DMT2 **° y dar

lugar a osificacién vascular ectépica.**®
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La Figura 2.5 esquematiza los diferentes tipos de calcificacion vascular
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Fig. 2.5: Representacion de la calcificacion vascular en humanos.

fisiopatolégicos
Rogers et al., 2013.%7
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2.3.2. FISIOPATOLOGIA DE LA CALCIFICACION VASCULAR EN LA
ENFERMEDAD RENAL CRONICA

En el afio 2005, el grupo KGIDO (International Group on Kidney Disease:
Improving Global Outcomes) codifico la entidad clinica CKD-MBD, como
trastorno mineral y déseo que acompaiia a la calcificacion vascular en la
enfermedad renal crénica.**™ En la CKD-MBD, el vinculo entre enfermedad
Osea y enfermedad vascular surge de perturbaciones primarias en la homeostasis
del calcio y del fosforo. La diabetes mellitus y la hipertension, dos enfermedades
que independientemente promueven calcificacion arteroesclerotica, son
responsables de aproximadamente el 60% de pacientes con ERC que requieren
terapia de reemplazo renal; sin embargo, la gran mayoria de los pacientes con
CKD por cualquier causa experimentan un incremento en la mortalidad
relacionada con trastornos cardiovasculares y vasculopatia calcificante.!®32%33%0
Mientras que antecedentes de diabetes mellitus, hipertension, dislipidemia y
sindrome metabélico contribuyen a la arterioesclerosis,*® la hiperfosfatemia, la
expresion reducida de Khloto y las alteraciones en los mecanismos de defensa
frente a la calcificacion en los tejidos blandos son la llave de los componentes de
fisiopatologia del CKD-MBD.**>3%®

La calcificacion vascular era considerada, en el pasado, un proceso pasivo de
muerte celular; en la actualidad se considera que la calcificacion vascular es una
forma de biomineralizacion de matriz extracelular regulada activamente.'?* Se han
identificado diversos factores, perturbaciones en el metabolismo lipidico,
inflamacion y diferenciacion osteofibrogénica, que contribuyen al desarrollo de

calcificaciones vasculares.>*°
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También se han descrito varias subpoblaciones de células en la pared vascular
implicadas en el proceso de calcificacion: miofibroblastos, células endoteliales,

células de musculo liso vascular y células vasculares calcificantes.

> Mecanismos implicados en la calcificacion vascular

A partir de estudios en CMLV se ha planteado que el proceso de calcificacion

vascular se inicia por los siguientes procesos:

1. Por formacion de microvesiculas: Estas microvesiculas contienen
proteinas de matriz extracelular que es secretada mediante exostosis. Una
vez secretada en la matriz extracelular, se deposita mineral sobre estas
proteinas de tal manera que actian como un foco calcificante a partir del cual

se desarrollara la calcificacion.>®

2. Por apoptosis de células de la pared vascular: En este caso las células

muertas actuarian como un foco a partir del cual se depositaria mineral.***

3. Por induccion de transdiferenciacion osteogénica: Mecanismos diversos
inducirian en las CMLV un cambio fenotipico hacia un linaje
osteocondrogenico y la expresion de marcadores osteoblasticos como CBFa-
1y RANKL (Ligando del factor kf3).

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

se presenta en la ERC.
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Como se mencion0 anteriormente, esta ampliamente aceptado que en el desarrollo
de calcificaciones extraesqueléticas también participan mecanismos activos. Estos
mecanismos activos se desencadenan cuando fallan los factores protectores contra

calcificacion o cuando se incrementan aquellos factores que son inductores.

Estos mecanismos activos incluyen: la produccion de BMP-2 por las células
endoteliales en respuesta a diversos estimulos como niveles altos de fésforo,
inflamacion, estrés oxidativo, etc. BMP-2 induce la produccién de vesiculas de
matriz a nivel de la tinica media y la transformacion osteocondrogénica de células
residentes de la pared vascular, en particular células de musculo liso vascular.>*
Un trabajo reciente logré demostrar in vivo, que células mesenquimales
estromales también participan en el proceso de calcificacion vascular.?®® Este
trabajo es relevante ya que una de las grandes incognitas referentes a las CV es
elucidar los mecanismos mediante los cuales células madres mesenquimales,

residentes de la pared vascular o circulantes, contribuyen a la CV.

El papel del endotelio en la induccion de CV también es otra de las cuestiones
sujeta a investigacion.”® Al respecto, Zeabboudj et al. lograron demostrar la
implicacion de las células endoteliales en la produccion de BMP-2 y la
movilizacién de esta proteina hacia la tinica media de los vasos sanguineos.>’**"2
Trabajos maés recientes han contribuido a respaldar la hipétesis de la implicacion
activa del endotelio en el desarrollo de CV. Uno de estos trabajos es el publicado
por Buendia et al. Estos investigadores observaron que al estimular células
endoteliales con TNFa se inducia liberacion de microparticulas endoteliales. Estas
microparticulas contenian BMP-2 y fueron capaces de inducir diferenciacion
osteogénica y calcificacion en CMLV. Ademas, demostraron que microparticulas

endoteliales de pacientes con ERC también expresaban BMP-2 y que al bloquear
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el BMP-2 con ARNm de interferencia se inhibi6 la calcificacion de CMLV.% En
otro estudio reciente se pone de manifiesto que las células endoteliales
progenitoras, consideradas pericitos, pueden participar directamente en los
procesos de CV a través de la expresion de osteocalcina.>”’

523524 na isoenzima no

Los segmentos calcificados expresan fosfatasa alcalina,
especifica de este tejido necesaria para la mineralizacion 6sea.””® Ademés, BMP-2

también se expresa en placas ateroescleréticas de vasos humanos.*°

Los oxilipidos derivados de LDL oxidado (oxiLDL) se han identificado como

2,%%°7® asi como de TNFa °*? y otras

potentes inductores endoteliales de BMP-
sefiales derivadas de macréfagos que conducen a la mineralizacion in vitro e in
vivo.2%% 32 por otro lado, se ha demostrado que la inhibicién de la sefializacién de
BMP-2 arterial en ratones ateroscleroticos con MGP reduce el calcio vascular y el

tamario de la lesion.*®®

» Factores que participan en el desarrollo de calcificacion vascular

En términos generales, el proceso de mineralizacion vascular y extraesquelética
ocurre cuando los factores inductores de calcificacion sobrepasan a los
mecanismos fisioldgicos responsables de evitar y proteger contra la diferenciacion

de las células de masculo liso vascular y el depdsito mineral.

A continuacion se describiran los factores relacionados con la induccién y con la

inhibicién de calcificacion.
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e Factores inductores

Estos factores pueden actuar directamente induciendo cambios fenotipicos o
indirectamente al provocar apoptosis, incrementar el producto calcio x fosforo,
etc. A continuacion se describen los principales factores inductores de

calcificacion:

a) Calcio, Fésforo y producto Ca x P

Actualmente estd ampliamente aceptado que el producto Ca x P es el responsable
del inicio de la calcificacion vascular, induciendo la precipitacion de sales
minerales. Particularmente relevante para los pacientes con enfermedad renal son
aquellos mecanismos relacionados con incremento en el fosforo. El fdsforo
elevado esta asociado con incremento en los indices de calcificacion, incremento

en el riesgo de eventos cardiovasculares y en todas las causas de mortalidad.

Durante la hiperfosfatemia, el P en sangre puede formar sales con el Ca. Estas
sales pueden precipitar sobre cuerpos apoptoticos o sobre las vesiculas de matriz
extracelular, originando focos de calcificacion, aunque también en condiciones de
hipercalcemia se pueden favorecer los depésitos minerales. No obstante, se ha
demostrado que el fosforo tiene un efecto mas importante sobre la calcificacion

que el Ca.**

Los niveles elevados de fosforo inducen calcificacién en CMLV en un modo dosis
y tiempo dependiente. El fosforo entra en las células de musculo liso vascular
mediante el cotransportador tipo 111 de fosforo dependiente de sodio Pit-1 y Pit-2.

Las CMLV humanas expresan principalmente Pit-1.'%
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El fésforo también induce cambios fenotipicos de las células de masculo liso.
Estos se caracterizan por la elaboracion de un repertorio sefiales osteogenicas,
incluyendo incremento en la expresion de BMP-2 y regulacion al alza de
Runx2/Cbfal y Msx2 mediante la ruta de sefializacién de Pit-1.>% >* BMP-2, a su
vez, mejora el ingreso de P y la programacion osteogénica de las CMLV creando
un circulo vicioso.* Por consiguiente, la hiperfosfatemia puede reprogramar el
fenotipo de las CMLV para que mantengan los depdsitos minerales
osteogénicos.”® El proceso de cambio fenotipico también incluye el incremento
en la expresion de osteocalcina y fosfatasa alcalina; al tiempo que se pierde la
expresion de genes miogénicos.'®® En este sentido, en diversos estudios in vitro se
ha comprobado que al bloquear la entrada de fésforo a la célula no se produce

cambio fenotipico de las CMLV.***%%

En el 2010, Montes de Oca et al., demostraron que el cambio fenotipico de las
CMLV a linaje osteocondrogénico inducido por fosforo estd mediado por la
metilacién del promotor de SM-22¢.%® En otro estudio reciente se comprobé que
la transformacion osteogénica de células madres estromales en presencia de alto
fosforo puede ser inhibida por TGFp, a través del bloqueo de la traslocacion

nuclear de Smad 1/5/8, y evitar la activacion de la ruta Wnt/p-catenina.™®

En experimentos ex vivo, anillos arteriales humanos de pacientes en predialisis y
dialisis, pero no de sujetos control, presentaron acumulacion significativa de
calcio por exposicion prolongada a niveles elevados de calcio y/o fosforo,
sugiriendo que el ambiente urémico compromete los mecanismos inhibidores de

calcificacion en la pared de los vasos sanguineos.*®’

80



2. Revision Bibliogréafica

Estudios in vivo también han demostrado el papel del fosforo en la calcificacion

vascular,33%33%

Otro mecanismo responsable de la mineralizacion inducida por fosforo es que la
hiperfosfatemia sostenida induce apoptosis de las CMLV.*® El depésito mineral
resultante es una calcificacion de la media que casi siempre se superpone a
antecedentes de aterosclerosis y calcificacion de la media originada por diabetes

mellitus, dislipidemia y otras causas.

Al igual que la hiperfosfatemia, la hipercalcemia incrementa la produccion de
vesiculas de matriz en las CMLV. En condiciones de calcio y fosforo elevado, las
células de mdsculo liso vascular sufren apoptosis y también el proceso de
transdiferenciacion fenotipica descrito anteriormente. Las CMLV liberan
vesiculas que contienen cristales preformados de apatita. Estas vesiculas, que
también pueden ser cuerpos apoptoticos de células dafiadas, son ricas en
fosfatidiserina y anexina y son similares a las vesiculas mineralizantes de los
condrocitos **° Se ha demostrado que las CMLV producen estas vesiculas como
un mecanismo para eliminar complejos intracelulares de calciproteinas.***#* Tal
y como se menciond en apartados anteriores, las vesiculas y los cuerpos
apoptoticos pueden servir como nucleo y propagar la mineralizacion de matriz

extracelular.**®

La Figura 2.5 representa los mecanismos a través de los cuales el Ca y P inducen
CVen CMLV
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Figura 2.5. Rol del Cay P en la calcificacién de CMLV. Shanahan et al., 2011

b) Anélogos de vitamina D
La deficiencia de Vitamina D est& asociada con enfermedad arterial periférica **°
y con otras enfermedades cardiovasculares, incluyendo la insuficiencia cardiaca
congestiva,”® y puede inhibir los depésitos de colesterol en macréfagos y la
activacion de macrofagos en pacientes con diabetes mellitus, mecanismos
relacionados con el desarrollo de calcificaciones.*”” En la ERC la deficiencia de
vitamina D ocasiona hiperparatiroidismo secundario. Por otra parte, las
dosificaciones excesivas de 1,25- dihidroxivitamina D pueden inducir enfermedad
de bajo remodelado 06seo (enfermedad Osea adinamica), hipotiroidismo e

incrementar calcificaciones vasculares. En este sentido se ha demostrado que
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pacientes con ERC que tienen calcificacion arterial extensa presentan indices de

formacion ésea y niveles de PTH reducidos.®

La intoxicacién con vitamina D induce calcificacion vascular extensa y
nefrocalcinosis, y los roedores con intoxicacion por vitamina D son utilizados
cominmente como modelos de calcificacién vascular.?***?” Ademas, existen
trabajos en los que se sugiere que la incorporacion de calcitriol al medio de
cultivo de células de musculo liso vascular bovinas induce calcificacion por
inhibicién de los mecanismos protectores locales de la calcificacion como el
PTHPIP, y un aumento de la actividad de la fosfatasa alcalina y la osteopontina.?®?
También el calcitriol puede inducir transformacion a linaje osteoblastico en
cultivos celulares de CMLV.

c) Dislipemia

Como se indicd en apartados anteriores, la dislipemia, principalmente la
hiperlipemia, constituye uno de los trastornos metabdlicos que se presentan
durante la ERC. Normalmente la hiperlipemia provoca aterosclerosis. La
hiperlipemia puede favorecer el desarrollo de CV al promover inflamacién de la
pared vascular tal y como se menciond con anterioridad, La hiperlipemia también
podria facilitar la acumulacion de cuerpos apoptéticos en la pared vascular, que

servirfan como nidos a partir de los cuales ocurriria mineralizacion.**°

d) Resistencia a la Insulina, Sindrome Metabolico y Estrés Oxidativo

Los efectos de la resistencia a la insulina se han abordado ampliamente en
apartados previos. Un trabajo publicado recientemente por Garland et al., reporta
una asociacion entre niveles de FGF23 y resistencia a la insulina en pacientes con

ERC en estados 3-4. Lo interesante de este trabajo es que ademas de la asociacion
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con el FGF23, la RI también se asocié con un aumento en la calcificacion de
arteria coronaria, sin diferencias en los niveles de P, PTH, fetuina u

osteoprotegerina entre los pacientes con RI leve o severa.'’

En otro estudio reciente se encontrd asociacion entre sindrome metabdlico y
arteriosclerosis en diversos 6rganos, incluyendo vasos intracraneales, arteria

carétida externa, arterias coronarias y aorta abdominal.*®®

Los mecanismos mediante los cuales la Rl y el SM inducen estrés oxidativo han
sido descritos en apartados previos. Existen estudios in vitro y en animales en los
que el uso de antioxidantes previene la calcificacion inducida por fésforo.?”® En
un trabajo reciente se plantea que el uso de un antioxidante, el dimetil fumarato,
atenta la calcificacion inducida por fosforo elevado o altas dosis de vitamina D, a
través de la activacion de la via antioxidante Nrf2 (factor relacionado con NF-
E,).?” En apartados anteriores se han citado algunos experimentos con
antioxidantes que han conseguido reducir la CV en modelos animales y en
cultivos celulares. La via mediante la cual el estrés oxidativo provoca
transdiferenciacion de CMLV a células osteoblasticas esta sujeta a investigacion.
Uno de los mecanismos descritos es que el H,O, puede modular Runx2 por la via
de sefializacion de la PI3K/Akt."1%3% (Figura 2.6). Otro estudio demostré que
para que ocurra la mineralizaciéon de las CMLV inducida por H,O, es necesaria

una sefial extracelular regulada por quinasas (ERK).3%
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Figura 2.6. Mecanismo mediante el cual el estrés oxidativo puede inducir CV en
CMLV. Adaptado de Liu etal., 201431

e) Inflamacion

Diversos mediadores de la inflamacion que se encuentran incrementados durante
la uremia pueden contribuir al desarrollo de CV. Estos mediadores incluyen: la
proteina C reactiva, la IL-6 y el TNFa. Los mecanismos a través de los cuales
inducen calcificacion son: la estimulacion de la transformacion fenotipica de
CMLYV a un fenotipo de linaje osteocondrocitico y la induccion de apoptosis en

las células de musculo liso.*+>%

Tras el incremento masivo de matriz mineral extracelular se reclutan células de
linaje  monocitico y macréfagos a las zonas de mineralizacion.®® Como
consecuencia, los depositos de calcio-fésforo inducen repuesta inmune innata por
los monocitos o macréfagos,”® incrementan la produccién de TNFa ** y
desencadenan la activacion de las sefializaciones celulares de BMP-2, MSX, Wnt

y Runx?2 200,284,549
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También es importante destacar que ciertas interleuquinas, que son mediadores de
inflamacion, no tienen efectos favorecedores sobre la CV. Al contrario se ha
demostrado que IL-1B e IL-8 median la fagocitosis, por macréfagos-monocitos, de
los cristales de mineral depositado en los tejidos extraesqueléticos favoreciendo

eliminacién de estos depésitos.**®

f) Fosfatasa alcalina
Esta enzima es necesaria para la formacion de la hidroxiapatita y se encuentra
relacionada estrechamente con la pirofosfatasa y el estado &cido-base. La
actividad de esta enzima esta disminuida durante la acidemia. Ademas, estudios in
vitro han demostrado que la adicion de esta enzima al medio de cultivo aumento

considerablemente la calcificacion de CMLV.3?®

g) FGF23
El FGF23 es un regulador del metabolismo del fosforo, responsable del
aclaramiento renal de este mineral. Las acciones del FGF23 se han descrito en
apartados anteriores. Cabe sefialar que en pacientes en dialisis el FGF23 esta

correlacionado con la calcificacion de aorta.?*®

h) Proteinas morfogénicas del hueso (BMPs)

Las BMPs son un grupo de proteinas que tienen distintas funciones en el hueso y
en la pared vascular y se han relacionado con el desarrollo de CV. La proteina
mas destacada de este grupo es BMP-2. Como se menciond anteriormente, BMP-
2 es secretada por el endotelio y tiene capacidad para inducir transformacion
fenotipica de las CMLYV a osteoblastos. Se ha planteado que la accion de BMP-2
sobre las células de musculo liso vascular se puede inhibir principalmente por
MGP. 93, 571,572
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i) Proteinas Smad
Las proteinas Smad estan relacionadas con las BMPs. Las proteinas Smad son
mediadores intracelulares que pueden ser activados o desactivados por BMPs o
ligandos de la familia TGF-p, dependiendo del tejido donde se encuentren. Un
estudio reciente sefiala que en el endotelio fibroso de segmentos calcificados de
valvulas adrticas humanas se expresan preferentemente Smad-1/5/8, una via
candnica de BMPs. Por el contrario, no se observaron diferencias entre segmentos
calcificados y no calcificados en la expresion de Smad-2/3, una via canonica de
TGF-B. Los investigadores también encontraron baja expresion de antagonistas de

BMPs asi como inhibicién de Smad6.*®

J) Receptor tirosina Kinasa Ax1 y Gas6
El receptor tirosina Kinasa Ax1 se expresa en la pared de las celulas de muasculo
liso vascular. Estudios in vitro han demostrado que la expresion de este receptor y
su ligando Gas6 estd disminuida en la calcificacion inducida por fésforo. La
activacion Ax1 conlleva a la inhibicién de apoptosis en CMLV.***%

k) Factores de transcripcion

A nivel génico existen una serie de factores de transcripcion que son necesarios
para la transformacion fenotipica de las células de musculo liso vascular. Estos
factores de transcripcion son proteinas que interactian con el ADN en secuencias
especificas para regular la expresion del gen que codifica esa secuencia. Dentro de
estos factores se incluyen: el factor relacionado con el suero (SRF); el Cbfal o
RUNX; la familia de factores de transcripcion GATA; el factor osterix; la
miocardina; los factores A y B relacionados con la miocardina; el factor nuclear
de activacion de células T (NFAT) subtipos cl, c3 y c4; el Sox 9; el Msx2; el
STAT3y el receptor Notch1.
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e Mecanismos protectores de calcificacion
Dentro de este grupo destacan, por su efecto inhibidor sobre el desarrollo de CV,
las proteinas: proteina de matriz gla (MGP), complejo mineral-fetuina,
osteoprotegerina, osteopontina, osteonectina, PTHrP, pirofosfato, bifosfonatos,

Klotho y estatinas.

a) Proteina de matriz gla (MGP)

La MGP es una protenia de 84 aminoacidos, dependiente de vitamina K, que se
encuentra en diversos tejidos, incluyendo corazon, endotelio y células de musculo
liso vascular. La funcion principal de la MGP es unirse al calcio iénico o a los
cristales de calcio y facilitar su eliminacién de la pared vascular y, probablemente,

de otros tejidos blandos.**

Entre los factores que regulan positivamente la actividad de MGP se encuentran

10 o] calcitriol,** la vitamina K,*° el pH sanguineo

los niveles de calcio ionico,
325 Soe s L 332 ; P
y los calcimiméticos; °*“ por el contrario, los factores que reducen la expresion

de MGP son: el 4cido retinoico, el TGF-p **! y la warfarina.*?®

b) Complejo mineral —fetuina A

Este complejo lo forman principalmente: una proteina, fetuina o o-hgs y, en
menor medida, MGP, albumina e hidroxiapatita. Investigaciones recientes indican
que la fetuina A, una proteina de conjugacion de calcio derivada de hepatocitos
que mantiene la solubilidad del calcio en el suero supersaturado y en

1," puede ser fagocitada por CMLV y que la

compartimentos de liquido intersticia
presencia de esta en las vesiculas puede inhibir el desarrollo de calcificaciones.**
En pacientes con ERC, la dialisis, al igual que la inflamacion, reducen los niveles

de fetuina A ** y los niveles bajos de fetuina se han correlacionado con la

88



2. Revision Bibliogréafica

mortalidad cardiovascular en este tipo de pacientes. La fetuina se almacena en el

hueso y tiene actividad anticalcificante pero en menor medida que la MGP.**

c) Osteoprotegerina (OPG)

Es una proteina de la familia de los receptores del factor de necrosis tumoral. Es
un inhibidor de la actividad resortiva del hueso al inhibir la funcion osteocléstica.
También es un inhibidor potente de las calcificaciones extradseas al prevenir la
salida de mineral desde el hueso, sobre todo calcio y fésforo que pudiesen
precipitar en los tejidos blandos. Sin embargo, en pacientes con ERC, los niveles
plasmaticos elevados de osteoprotegerina son indicativos de alta probabilidad de

calcificacion coronaria y muerte cardiovascular.?03277:3%

Existen estudios que indican que la OPG activa al ligando del factor nuclear k3
(RANKL), el cual activa a RANK, lo que conlleva a la liberacion de mediadores
de la inflamacion. También OPG actua como receptor para el ligando activador de
TRAIL (Ligando inductor de apoptosis relacionada con TNF). Cuando este
ligando se une a OPG ejerce un efecto inhibidor de la apoptosis ya que impide que
se active TRAIL. Como consecuencia se evita la formacion de cuerpos
apoptoticos en las CMLV y en las células endoteliales y, por tanto, la

mineralizacion.*"

d) Osteopontina (OPN)

La osteopontina es una fosfoproteina acida que se encuentra Unicamente en los
tejidos altamente mineralizados como es el caso del hueso y los dientes. No existe
en los vasos sanguineos normales y aparece cuando existe deposito de sales
minerales.®® La OPN inhibe el crecimiento de los cristales de hidroxiapatita.

También participa activamente en la regresion de calcificacion al parecer por la
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activacion de osteoclastos en tejidos blandos altamente calcificados a través de
una af-integrina. Estos osteoclastos activados participarian en la eliminacién de

los dep6sitos minerales extraesqueléticos.'®

A pesar de su efecto inhibidor sobre las CV, la OPN se encuentra en cantidades
muy bajas en los tejidos calcificados, por lo que su accion protectora es menor
que la de la MGP.3?

e) Osteonectina (ON o SPARC)

La osteonectina es una glicoproteina fosforilada de 32 kDa que muestra una gran
afinidad por el calcio, la hidroxiapatita y el colageno tipo I. Forma un complejo
con el colageno tipo I que tiene afinidad por la hidroxiapatita y los iones de calcio,
proceso necesario para la formacion de hueso.”?’ Esta proteina también se
encuentra en la pared intima vascular y rara vez en la ldmina media, sin embargo

la pared de las arterias calcificadas tiene una menor expresion de ON.

Las principales funciones de la ON son modular la mineralizacion de tejidos
calcificados y regular, junto con el factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF), la proliferacién de CMLV.**

f) Péptido relacionado con la PTH (PTHrP)

Identificado inicialmente como un factor patoldgico por producir hipercalcemia
maligna en el sindrome paraneoplasico, el péptido relacionado con la PTH tiene
una similitud en la region amino-terminal de la hormona paratiroidea. EI PTHrP
es capaz de interaccionar con el receptor de la PTH, ejerciendo acciones similares
sobre el metabolismo mineral.**” EI PTHrP se expresa en diversos tejidos fetales y

adultos y ejerce una gran variedad de funciones, sobre todo a nivel local, actuando
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como un factor paracrino/autocrino. En las CMLV este péptido actua como:
vasorrelajante, factor de crecimiento y modulador local de CV al inhibir a la

fosfatasa alcalina.?%2%*

g) Pirofosfato y Bifosfonatos

El pirofosfato es un componente inorganico que contiene un enlace P-O-P. El
pirofosfato se sintetiza en las células del musculo liso vascular y otras poblaciones
celulares. Se encuentra libre en la sangre y su concentracion y actividad estan
relacionadas estrechamente con la fosfatasa alcalina.®*® El pirofosfato reduce la
mineralizacion de la pared vascular a través de la inhibicidn de la formacion de

359

hidroxiapatita, ademéds modula a nivel molecular el equilibrio entre

calcificacion y resorcion 6sea.*?

h) Klotho

La relacion entre Klotho, FGF23 y metabolismo del fosforo ya se ha mencionado
en apartados anteriores. Se le atribuyen diversas funciones que en su conjunto
retrasan la senescencia. Entre estas destacan unirse a receptores de superficie
celular para iniciar la sefializacion de IGF-1.°*’ También tiene actividad

22y las protege contra el estrés

antiapoptética en las células endoteliales
oxidativo.*®” Ademas, la expresion de este gen es crucial para la angiogénesis **y
su ausencia disminuye la osteoclastogénesis y regula positivamente la expresion

de OPG.2"°

1) Estatinas
El efecto beneficioso de las estatinas sobre la calcificacion vascular se basa en que
son capaces de disminuir la apoptosis de las CMLV a través de la regulacion

positiva del receptor Ax1, el cual se encuentra disminuido cuando existe
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calcificacién vascular.®” Las estatinas tienen otros efectos beneficiosos sobre el
sistema cardiovascular: son capaces de modificar la funcién endotelial **
disminuyen la inflamacién

CMLV.%

e inhiben la proliferacion y migracion de las

» Magnesio y calcificacion vascular
En pacientes con ERC los niveles circulantes de Mg se correlacionan
inversamente con calcificacion vascular y con engrosamiento de intima y media

de carétida. > >*

El principal uso terapéutico del Mg en la ERC es como quelante de fosforo en la
dieta, no obstante, existe evidencia de que el Mg tiene un rol mas alla del control
de la hiperfosfatemia. Investigaciones recientes indican que el Mg inhibe el
desarrollo de las CV tanto en modelos animales como en estudios in vitro, sin
embargo los mecanismos celulares a través de los cuales el Mg ejerce este efecto
no se comprenden en su totalidad.

Diversas investigaciones han demostrado que el Mg evita la transformacion
osteogénica de CMLV. Uno de estos trabajos indica que el Mg extracelular regula
negativamente la calcificacion en CMLV a través de un incremento en la
actividad del canal de catié6n TRPM7.3® En otro trabajo Montes de Oca et al.
observaron que el Mg puede inhibir la actividad Wnt/p catenina y revertir la

transformacion osteogénica de células de musculo liso vascular.3™®
Otro efecto atribuido al Mg es una accién sobre las glandulas paratiroides,
contribuyendo al control del hiperparatiroidismo secundario. Al respecto,

Rodriguez-Ortiz et al. observaron que el Mg reduce la secrecion de PTH en
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condiciones de bajo calcio, y que también ejerce regulacion al alza de receptores
claves en la glandula: RSCa, VDR y el sistema FGF23/Klotho.***

Los calcimiméticos que actlan sobre RSCa son efectivos para controlar el
hiperparatiroidismo secundario y las calcificaciones vasculares en pacientes con

ERC puesto que disminuyen los niveles circulantes de PTH, P y Ca?*.

Se ha postulado que los calcimiméticos, asi como el Mg, podrian activar
mecanismos locales sensores de cationes que protegen de procesos de
calcificacion ectopica. La activacion del RSCa por calcimiméticos ha sido
asociada con disminucion y reversion de CV. Al respecto, un estudio in vivo con
ratas urémicas demostré que el calcimimético AMG 641 reduce la progresion de
CV.**® Ademas, in vitro, el calcimimético R-568 inhibi6 la deposicién mineral en

CMLV a través de la activacion de RSCa.”?**

La Figura 2.6. muestra la relacion entre los principales factores inductores e
inhibidores de CV en CMLV.
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» Trastornos del equilibrio acido-base y calcificacion vascular

Los cambios en el equilibrio &cido-base influyen en el desarrollo de CV. Se ha
reportado que la acidosis disminuye las CV **° y se cree que la alcalosis
incrementa la CV.*® La informacién sobre la influencia del estado acido-base

sobre las CV se ha obtenido, principalmente, de dos grupos de estudios:

a) Experimentos en los cuales el equilibrio &cido-base ha sido gravemente

modificado, por ejemplo, por induccion de acidosis.'***

b) Estudios epidemioldgicos llevados a cabo en pacientes humanos en
215,280

dialisis.
A pesar de que una gran cantidad de conocimiento sobre las CV secundarias a
ERC,%6°:327:332:33441L565 15 correlacion entre equilibrio &cido-base y CV en ratas
urémicas que no han sido sometidas a cambios artificiales pH no ha sido

reportada.

e Efecto de la acidosis metabdlica sobre la calcificacion.
Los pacientes con ERC tienen complicaciones en el equilibrio acido-base,
particularmente acidosis metabdlica. La acidosis promueve la disolucién fisico
qguimica del hueso, activa a los osteoclastos e inhibe a los osteoblastos. El
resultado es una movilizacion de Ca desde el hueso junto con una inhibicion de la

neoformacion 6sea.?!?*®

La acidosis metabdlica disminuye la deposicion de calcio y fosforo en los tejidos
blandos al incrementar la solubilidad y el punto de precipitacion de la
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27 por tanto, la acidosis podria evitar el depésito de sales calcicas

hidroxiapatita,
en la pared arterial al incrementar su solubilidad y promover la disolucion de las

sales minerales ya depositadas sobre la pared.

En cuanto a los mecanismos implicados, existen trabajos que han demostrado que
la acidosis metabdlica inhibe la produccion de coladgeno y otros componentes de
matriz por los osteoblastos, previniendo asf la neoformacion de tejido 6seo.**"*
Otro estudio sefiala que el cultivo de osteoblastos de raton en un medio con pH
acido produce una regulacion negativa de la fosfatasa alcalina y un incremento en

la produccién de la MGP.*

Por su parte, Lomashvili et al. observaron que, en anillos de aorta de ratas, una
disminucion en del pH en el medio de cultivo fue capaz de frenar la deposicion

mineral 3%

En trabajos realizados por Jara et al. en animales urémicos con acidosis
metabolica inducida, los investigadores observaron que la funcion renal se
mejoraba con la acidosis. Los autores atribuyeron este resultado a una menor

deposicion de calcio en la médula renal (nefrocalcinosis).”>* %

Es importante considerar que también existen trabajos in vitro e in vivo que
plantean un efecto perjudicial de la acidosis metabolica sobre la pared arterial.
Boenisch et al. observaron que al disminuir el pH del medio de cultivo de CMLV
se incrementd la produccion de mediadores inflamatorios como la IL-6 y la
quimioquina RANTES.** En este sentido, estudios clinicos reportan que el
corregir la acidosis metabolica en pacientes en dialisis peritoneal resulté en una

disminucion de los niveles plasmaticos de TNFoa. Como se ha descrito
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anteriormente, la inflamacion es un importante inductor de CV y por tanto, se ha
planteado que la acidosis podria producir indirectamente calcificacion

vascular 36954
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3. Hipétesis y Objetivos

Esta Tesis Doctoral se basa en contrastar 3 Hipotesis, que han dado lugar a 3
estudios independientes pero muy relacionados entre si. A continuacion se

presentan estas Hipdtesis y los Objetivos que de ellas se desprenden:

Hipotesis 1: La calcificacion vascular y de otros tejidos blandos esta exacerbada
en los enfermos urémicos obesos, debido a que padecen procesos de estrées
oxidativo.

Objetivos:

1. Estudiar los procesos de calcificacion extraesquelética en ratas urémicas

obesas (Zucker fa/fa) y en ratas urémicas delgadas (Zucker FA/FA).

2. Evaluar estrés oxidativo en sangre y tejidos de ratas urémicas obesas.

3. Determinar el efecto del tratamiento con vitamina E sobre estrés
oxidativo y calcificaciones tanto en ratas urémicas obesas como en cultivos

de células de musculo liso vascular.

Hipdtesis 2: En la uremia, existe una relacién entre los procesos de

calcificacion vascular y el estado acido-base.
Objetivos:
4. Evaluar en ratas urémicas la correlacién entre estado acido-base

sanguineo (pH, PCO,, bicarbonato, anion gap, etc.) y calcificacion vascular.
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Hipotesis 3: La suplementacion dietética de magnesio es una medida eficaz e
inocua para prevenir y tratar las calcificaciones extraesqueléticas asociadas a la

uremia.

Objetivos:
5. Evaluar el efecto de distintas concentraciones de magnesio de la dieta
sobre el desarrollo calcificaciones vasculares y de otros tejidos blandos en

ratas urémicas.

6. Determinar la influencia de niveles elevados de magnesio en la dieta

sobre la histologia 6sea de ratas urémicas.

7. Estudiar el efecto del magnesio en la dieta sobre la regresion de

calcificacion vascular preexistente en ratas urémicas.
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4. Materiales y Métodos

Todos los protocolos experimentales fueron revisados y aprobados por el
Comité de Etica para la Investigacion Animal de la Universidad de Cérdoba
y las ratas utilizadas recibieron cuidado humanitario segin los Principios
para el Cuidado de Animales de Laboratorio formulados por la Sociedad

Nacional para la Investigacion Médica.

Los animales se mantuvieron alojados con ciclos de luz/oscuridad de
12h/12h previo y durante los experimentos y recibieron ad libitum una dieta
estandar (Calcio= 0.6%, Fosforo=0.6% y Magnesio= 0.1%) antes de los

experimentos.
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4.1. ESTUDIO 1: Calcificaciones vasculares en un modelo de uremia y

obesidad: influencia del estrés oxidativo y del tratamiento con vitamina E
4.1.1 Estudios in vivo

4.1.1.1. Animales y procedimientos quirurgicos

Para este estudio se utilizaron ratas Zucker con fenotipo Obeso (n=44) y ratas
Zucker con fenotipo Delgado (n=20). Los animales fueron facilitados por Harlan
Laboratories Models (Barcelona, Espafia). La uremia fue inducida por nefrectomia
5/6 (5/6 Nx), un procedimiento de dos pasos que reduce la masa renal original en
cinco sextos (5/6) de acuerdo con estudios previos.*** En el primer paso, bajo
anestesia general, se realizo una incision de 8 mm en la superficie medio lateral
izquierda del abdomen, y el rifién izquierdo fue expuesto. Los dos polos del rifion
se ligaron y se extirparon, por tanto, se conservd 1/3 de la masa renal original.
Tras una semana de recuperacion, los animales fueron reanestesiados y se realizd
una incision de 8 mm en la superficie medio lateral derecha del abdomen. El rifion
derecho fue exteriorizado y se retird la capsula renal. A continuacién se ligo el
pediculo renal, y el rifion derecho fue extirpado. Tras la segunda cirugia, se
suministraron dietas con un contenido de calcio normal (0.6 %) y de fdsforo
elevado (0.9%). Ademas las ratas recibieron calcitriol, 80 ng/kg ip (Calcijex,
Abbot, Madrid, Espafia) en dias alternos (3 veces por semana) para controlar el
hiperparatiroidismo secundario. La eutanasia se realizd 24 horas después de

recibir la Gltima dosis de calcitriol.

106



4. Materiales y Métodos

4.1.1.2. Disefo experimental

El disefio experimental incluyd dos grupos de experimentos in vivo: el
Experimento 1, cuyo objetivo fue determinar la influencia de la obesidad sobre las
calcificaciones; y el Experimento 2, disefiado para estudiar el efecto del

tratamiento con vitamina E sobre las calcificaciones en ratas obesas urémicas.

4.1.1.2.1. Experimento 1: Efecto de la obesidad sobre el desarrollo de

calcificacion extraesquelética.

Antes de iniciar los estudios todas las ratas se mantuvieron durante 2 semanas con
una dieta estandar. A las 12 semanas de edad, las ratas de cada fenotipo se
asignaron de manera aleatoria a 2 grupos: un grupo Control (C) y un grupo
nefrectomizadas (Nx). Las ratas Control (C-Obesas, n=8 y C-Delgadas, n=8) se
sacrificaron para obtener un perfil bioquimico sanguineo no urémico y un control
negativo de calcificacion. Las otras ratas fueron nefrectomizadas (Nx-Obesa,
n=12 y Nx-Delgada, n=12) y recibieron dieta alta en fosforo y calcitriol tal y
como se describio en el apartado 4.1.1.1. Ambos grupos se sacrificaron 4 semanas

después por puncién aortica y exanguinacién bajo anestesia general.

4.1.1.2.2. Experimento 2: Efecto del tratamiento con vitamina E sobre las

calcificaciones en ratas urémicas obesas.

Todos los analisis se realizaron en ratas Nx-Obesas (n=24) de la misma edad que
el Experimento 1. Las ratas se asignaron a dos grupos experimentales: un grupo
control (n = 12) que recibié una dieta alta en fdésforo (0.9%) que contenia el
requerimiento minimo de vitamina E (27 mg/kg) (Nx-Obesas-C) y un grupo
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tratado (n=12) que recibié también una dieta alta en fosforo (0.9%) mas un
suplemento de vitamina E (30000 mg/kg) en la dieta (Nx-Obesas-Vit E).

Ambos grupos recibieron calcitriol a dosis y frecuencia similar a las ratas del
Experimento 1 y fueron sacrificados tras 4 semanas.

4.1.1.3. Valoracion de la calcificacion vascular

Después del sacrificio, se obtuvieron muestras de aorta toracica y estomago para
evaluar el contenido mineral mediante cuantificacion del contenido de calcio y
fosforo e histopatologia. Para evitar sesgo en las muestras, se utilizd la misma
seccion de aorta de cada animal para cada estudio: el tercio craneal para histologia
y el tercio medio para cuantificacion mineral. Los tejidos adrticos y gastricos se
desmineralizaron en acido formico al 10% y en HCI 150 mM, respectivamente. El
contenido de fosforo y calcio se cuantifico en el sobrenadante de acuerdo con la

metodologia descrita en trabajos previos de nuestro grupo®*? y por Price et al.***

La porcion craneal de la aorta toracica y muestras de estbmago y pulmén se
fijaron en formol al 10% tamponado y posteriormente se incluyeron en parafina.
Se cortaron en secciones de 3um y se tifieron por el método de von Kossa para
evaluar mineralizacion. La extension de la calcificacion fue evaluada por tres
observadores independientes utilizando una escala semicuantitativa (rango de O-
4).

4.1.1.4. Evaluacidn del estrés oxidativo
El estrés oxidativo se evalu6 mediante la cuantificacion de la actividad de la GPx

en plasma en ratas de los Experimentos 1 y 2.
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Ademaés, en el Experimento 2, la actividad de esta enzima fue medida en tejido
cardiovascular (aorta y corazén). Para ello, las muestras de corazén y aorta se
lavaron con solucion salina fisiologica y posteriormente se congelaron vy

almacenaron a -80°C hasta que fueron procesadas.

Para el anélisis del tejido, las muestras se descongelaron y se homogenizaron en 5
ml de solucion tampon (50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 5 mM EDTAy 1mM DTT) por
gramo de tejido utilizando un homogenizador Polytron (Kinematica, AG,
Luzernerstrasse, Suiza). Los homogenados se centrifugaron a 10000 x g durante
15 minutos a 4°C. Las determinaciones de GPx se realizaron en el sobrenadante.

Para la cuantificacion de la actividad GPx en plasma y en tejido se utilizé un kit
comercial de Glutation peroxidasa (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, M.
ftem No. 703102). En las muestras de tejido una porcion del sobrenadante del
homogenado se utilizd para cuantificar la concentracion de proteina (método

Bradford) y la actividad enzimatica se normalizo para la proteina total.

4.1.1.5. Bioquimica sanguinea

Las muestras de sangre que se utilizaron para los analisis bioguimicos se
obtuvieron por puncién de aorta abdominal en el momento del sacrificio. Las
muestras de sangre para cuantificacion de calcio ionico se recolectaron en jeringas
heparinizadas y fueron analizadas inmediatamente en un analizador Ciba-Corning
634 ISE Ca®*/pH (Ciba-Corning, Essex, Inglaterra). Posteriormente, el plasma fue

separado por centrifugacion y almacenado a -20°C hasta su analisis.
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Las determinaciones de los niveles de PTH se realizaron con un ensayo
inmunorradiometrico comercial de PTH (134 de rata (Immunotopics, San

Clemente, CA, USA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Los niveles plasmaticos de creatinina, fosforo, glucosa, colesterol total, colesterol
asociado a lipoproteina de alta densidad (HDL), colesterol asociado a
lipoproteinas de baja densidad (LDL) y triglicéridos se determinaron por

espectrofotometria (BioSystems SA, Barcelona, Espafia).

Los niveles plasmaticos de TNFa y FGF21 se cuantificaron por ELISA
(Biosource, In vitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA) y (Millipore, St.
Charles, MO, USA).

Mediante pruebas de radioinmunoensayos se determinaron los niveles de insulina,
leptina, adiponectina (Millipore, St. Charles, MO, USA) y 1,25 (OH),D3
(Immunodiagnostic Systems, IDS kit, Boldon, UK)

4.1.2. Estudios in vitro

4.1.2.1. Cultivo de CMLYV Yy cuantificacion de la calcificacion

Células humanas de musculo liso de aorta (CHMLVS) obtenidas de Clonetics
(Lonza Walkersville, Inc., USA) se cultivaron en DMEM suplementadas con FBS
(20%) (BioWhittaker; Verviers, Bélgica), Na piruvato (1 mmol/l), glutamina
(4.5g/1), penicilina (100 U/ml), estreptomicina (100 mg/ml), y HEPES (20
mmol/l) a 37°C en una atmosfera con 5% COs.
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Después del quinto pase y a 80% de confluencia, las CHMLVs se incubaron con
el medio descrito anteriormente mas un suplemento con sales de fosfato:
Na,HPO, y NaH,PO, en proporcion 1:2 (Sigma Aldrich Inc; MO, USA) para
alcanzar una concentracion final de fosforo de 3.3 mmol/l. Después del periodo de
incubacion, las células se descalcificaron durante 24 h en HCI (0.6 mol/l).

La cantidad de calcio en el sobrenadante se determind por el método
fenolsufoneftaleina (QuantiChrom™ Calcium Assay Kit, BioAssay Systems, CA,

USA). Para ello, las células se lavaron 3 veces con PBS (Sigma Aldrich Inc; MO,
USA) y se solubilizaron en 0.1 mol/l NaOH/0.1% SDS.

El contenido de proteina en las células fue medido por un ensayo para proteinas
(Bio-Rad Laboratories GmbH, Munich, Alemania). El contenido de calcio se

normalizé por la proteina total de la muestra.

4.1.2.2. Tratamiento antioxidante

Se agregd Vitamina E (40 pumol/l: succinato de alfa-tocoferol; Sigma Aldrich Inc;
MO, USA) al cultivo como tratamiento antioxidante. Esta dosis fue elegida
después de realizar estudios preliminares, en los que se observd una respuesta

dosis-dependiente.

4.1.2.3. Actividad fosfatasa alcalina

Para cuantificar al actividad fosfatasa alcalina, las células se lavaron 3 veces con
PBS y se solubilizaron con Triton X-100 en 0.9% NaCl. La actividad fosfatasa
alcalina (ALP) fue medida por el método p-nitrofenil fosfato (Sigma Aldrich;
MO, USA). La actividad ALP se normaliz6 por la proteina total.
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4.1.2.4. Reaccion en Cadena de la polimerasa en Tiempo Real (RT-PCR)

El ARN total se obtuvo de las CHMLVs utilizando un kit de extraccion de ARN
(Rneasy™, Qiagen, USA). El ADNCc fue sintetizado con un kit de sintesis de una
cadena primaria de ADNc (Roche; IN, USA) para 0.5 pg de ARN total en la

presencia de hexdmeros aleatorios en un volumen final de 20 pl.

Los primers o cebadores utilizados para la amplificacion por PCR fueron:

a) Cbfal Humano
Directo o sentido
5-GCAGTT CCC AAG CATTTC AT-3
Reverso o antisentido
5-CGG ACATACCGA GGG ACAT-3

b) p-actina humana
Directo
5-GCACTCTTCCAGCCTTCCTT-3
Reverso
5-ATC CAC ATC TGC TGG AAG GT-3

Las PCR en tiempo real se llevaron a cabo por duplicado con QuantiTect SYBR
Green PCR (Qiagen; USA) segun las recomendaciones del fabricante. Todas las
amplicaciones por PCR se realizaron en un sistema Lightcycler (Roche Molecular
Biochemicals; IN, USA.). La expresion de los genes diana fue normalizada a la

expresion de B-actina. Todos los primers presentaron eficiencias similares.
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4.1.2.5. Cuantificacién de los productos finales de la glicacion avanzada y

peroxidacion lipidica

Las CHMLVs se lavaron tres veces, se resuspendieron en PBS y se lisaron

mediante sonicacion.

Los productos finales de glicacion avanzada (AGEs) se cuantificaron en el lisado
mediante ELISA (Oxiselect™ Advanced glycation end products (AGE) ELISA
kit; Cell Biolabs, Inc. San Diego CA, USA) y segun las recomendaciones del
fabricante. La peroxidacion lipidica (LPO) se evalud por cuantificacion de las
concentraciones de malondialdehido (MDA) con un kit comercial LPO-586
(OxisResearch™ Bioxytech™ LPO-586™ Oxis International, Inc. Portland OR,
USA).

4.1.3. Estadistica

Los valores se expresaron como media + error estandar (ES). Las diferencias
entre medias de dos grupos diferentes se determinaron por pruebas t; la diferencia
entre medias de tres 0 méas grupos se estimé mediante ANDEVA. La prueba de
Fisher LDL se utilizd6 como procedimiento post-hoc. Ademas, se realizd un
estudio de correlacion utilizando la prueba de Pearson. Se consideraron

significativos valores de P<0.05.
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4.2, ESTUDIO 2: Trastornos del equilibrio &cido-base en ratas con

calcificacion vascular

4.2.1. Animales y procedimientos quirurgicos

Se utilizaron ratas Zucker (n=36). Se indujo ERC en 26 ratas y 10 fueron
utilizadas como controles (C). La ERC se indujo de acuerdo al procedimiento
descrito en el apartado 4.1.1.1. Después de la segunda cirugia, el contenido
mineral de la dieta se modificO aumentando el contenido de fésforo de 0.6% a
0.9% vy las ratas fueron tratadas con calcitriol 80 ng/kg ip (Calcijex, Abbot,
Madrid, Espafia) en dias alternos (3 veces por semana) para controlar el
hiperparatiroidismo secundario. La eutanasia se realiz0 24 horas después de

recibir la Gltima dosis de calcitriol.

4.2.2. Evaluacion de la calcificacion vascular
Después del sacrificio, se tomaron muestras de aorta toracica para estudiar el

contenido mineral siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 4.1.1.3.

4.2.3. Bioquimica sanguinea

Las muestras de sangre para los analisis bioquimicos se obtuvieron por puncion de
la aorta abdominal en el momento del sacrificio. La sangre para las
determinaciones del equilibrio acido-base se tomaron en jeringas heparinizadas e
inmediatamente se analizaron utilizando un gasémetro Ciba-Corning 800 series
(Ciba-Corning, Essex, Inglaterra). Las mediciones de pH, PaCO,, Na, K, Cl y
calcio i6nico (Ca’) se hicieron por electrodo selectivo. A partir de estos
parametros, se calcularon los valores de HCOg, contenido total de CO2, exceso de
base (EB) y anion gap (AG).
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Posteriormente, el plasma se separ0 por centrifugacién y se almacené a

-20 °C hasta ser procesado.

Los valores plasmaéticos de creatinina y fosforo se cuantificaron de acuerdo al
método descrito en el apartado 4.1.1.5.

4.2.4. Estadistica

Los valores se expresaron como media + error estandar (ES). Las diferencias entre
medias se estimaron mediante ANDEVA. Se realiz6 un estudio de correlacion
usando una prueba de Pearson. Se considerd significativo un valor de P<0.05.
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4.3. ESTUDIO 3: Efecto del magnesio en la dieta sobre la prevencion y

reversion de calcificaciones vasculares y de tejidos blandos en ratas urémicas

4.3.1. Animales

En este estudio se utilizaron ratas Wistar machos, entre 9-19 semanas de edad con
peso corporal de 250-300 g. Los animales se asignaron aleatoriamente a diferentes
grupos experimentales para determinar el efecto del Mg en la dieta sobre la

calcificacién vascular en ratas con fallo renal.

4.3.2. Nefrectomia 5/6
El fallo renal se indujo por nefroctomia 5/6 (Nx 5/6) de acuerdo con la

metodologia descrita en el apartado 4.1.1.1.

También se estudiaron grupos adicionales de ratas control a las cuales se les

realizé la misma manipulacion quirargica, pero sin la ablacion renal.

4.3.3. Disefio experimental

El estudio incluyo tres experimentos: el Experimento 1, disefiado para estudiar el
efecto de la suplementacion con Mg sobre la prevencion de calcificaciones
vasculares; el Experimento 2, orientado a evaluar las consecuencias de niveles
dietéticos de Mg elevados sobre el hueso; y el Experimento 3, que tenia como
objetivo investigar el efecto del tratamiento con Mg sobre la reversion de

calcificaciones extraesqueléticas.
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4.3.3.1. Experimento 1: Efecto de la suplementacion de Mg en la dieta sobre el

desarrollo de calcificacion extraesquelética

Un dia después de la segunda cirugia renal, se suministrd a las ratas una dieta alta
en fésforo (0.6% Cay 1.2% P). Ademas, los animales recibieron calcitriol (CTR),
80 ng/kg ip (Calcijex, Abbot, Madrid, Espafia) en dias alternos (3 veces por
semana) para controlar el hiperparatiroidismo secundario e inducir calcificaciones
vasculares. Las ratas se dividieron en grupos (n= 10-14), que recibieron dietas con
distintos contenidos de Mg: 0.1, 0.3, 0.6, 0.9 y 1.1 (%) durante 14 dias. Las ratas
con cirugia simulada recibieron una dieta con niveles normales de Mg (0.1%) y se
utilizaron como controles. Todas las dietas fueron suministradas por Altromin

(Altromin GmbH, Lage, Alemania).

Los animales se colocaron en cajas metabolicas 3 dias antes del sacrificio para
recoger tres muestras de orina de 24 horas. Tras dos semanas en uremia todas las
ratas se sacrificaron por puncién aortica y exanguinacion bajo anestesia general.

El sacrificio se realizé 24 h después de recibir la ultima dosis de calcitriol.

Después del sacrificio, la aorta toracica y el estbmago fueron extirpados y

procesados para cuantificar el contenido de Cay P.
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4.3.3.2. Experimento 2: Efecto de la suplementacion de Mg en la dieta sobre el

hueso

Una vez que los experimentos anteriores se completaron surgi6 interés por evaluar
si el contenido elevado de Mg en la dieta podria afectar al hueso. Por tanto, se
estudiaron 3 grupos adicionales de ratas (n= 6) (Control + Mg 0.1%, Nx 5/6 + P
1.2% + CTR+ Mg 0.1% y Nx 5/6 + P 1.2% + CTR+ Mg 0.6%) para obtener
muestras de hueso ilion. EI manejo de estos animales fue identico al descrito en
4.3.3.1.

4.3.3.3. Experimento 3: Efecto de la suplementacion con magnesio en la dieta

sobre la reversion de calcificaciones extraesqueléticas

Este experimento se realiz6 para determinar si la CV observada en ratas Nx con
dieta normal en Mg (0.1%) podria ser revertida después de incrementar el

contenido de Mg en la dieta.

Para esto, se siguié el mismo protocolo descrito en el Experimento 1: las ratas
fueron nefrectomizadas y alimentadas con una dieta con 0.6% Ca, 1.2% P y 0.1%
Mg con la misma dosis de calcitriol. Las ratas recibieron este tratamiento durante
14 dias para permitir el desarrollo de calcificaciones en tejidos blandos.
Transcurrido este tiempo (dia 0) un grupo de 10 animales se sacrificO para
cuantificar calcificacion en aorta y en tejidos blandos y parametros bioquimicos

en sangre antes de iniciar la suplementacion con Mg.
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Las ratas restantes se asignaron aleatoriamente a dos grupos experimentales, los
cuales recibieron dieta con 0.6% Ca, 1.2% P y Mg normal (Mg =0.1 %, n=21) o
Mg moderadamente alto (Mg = 0.6 %, n = 18).

El disefio original consideraba sacrificar a la mitad de las ratas de cada grupo
después de 14 dias. Sin embargo, debido a que a ese momento (dia 14), se observo
una mortalidad elevada (principalmente en las ratas alimentadas con Mg normal),

se sacrificaron 7 ratas del grupo con Mg normal y 9 ratas del grupo con Mg alto.

Las ratas restantes, 3 del grupo con Mg normal y 4 ratas del grupo con Mg alto, se
mantuvieron por un periodo adicional de 14 dias. Transcurrido este tiempo (dia
28) todas las ratas que continuaban vivas se sacrificaron. Después del sacrificio, la
aorta toracica, el estbmago y los pulmones se recogieron y se guardaron hasta su

analisis.

4.3.4. Valoracion de la calcificacion vascular y de tejidos blandos
La calcificacion de tejidos blandos se evalu6 mediante histologia y por
cuantificacion del contenido de calcio y fosforo en aorta, estmago y pulmon de

acuerdo a la metodologia descrita en el apartado 4.1.1.3.

4.3.5. Bioquimica sanguinea

Las determinaciones de calcio i6nico, (iCa) creatinina, P, hormona paratiroidea
(PTH) vy calcitriol (1,25 (OH),D3) se realizaron segin los procedimientos
descritos en el apartado 4.1.1.5. Los niveles de Mg se cuantificaron por
espectrofotometria (BioSystems SA, Barcelona, Espafia) y el FGF23 se determino
mediante una prueba de ELISA (Kainos Laboratories, Tokio, Japon).
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4.3.6. Bioquimica urinaria
La orina recolectada se centrifugd (1500 rpm durante 5 min), se midid el
volumen, y se guard6 una alicuota para las cuantificaciones de Ca, P, Mg vy

creatinina por espectrofotometria (BioSystems SA, Barcelona, Espafia).

4.3.7. Histomorfometria 6sea

El hueso ilion de cada rata se fij6 en etanol al 70% hasta ser sumergido en
metilmetacrilato. Los bloques curados se recortaron y tallaron por el borde de la
muestra. Se obtuvieron secciones de cinco um utilizando un microtomo corredizo
para materiales sélidos (Jung Polycut, Leica, Nussloch, Alemania) las cuales se

tifieron con tricromico de Goldner para microscopia de campo brillante.

La histomorfometria cuantitativa se realiz6 mediante microscopia Optica con un

objetivo graduado.

Todas las evaluaciones se realizaron por debajo de la placa de crecimiento. Las
mediciones de osteoblastos y parametros de superficie se hicieron con un objetivo
20x. Todos los deméas parametros fueron medidos con objetivos 10x.

Se calcularon los siguientes parametros histomorfométricos utilizando
nomenclatura estandarizada: volumen de hueso trabecular (BV/TV), superficie
osteoide como porcentaje superficie Osea trabecular (OS/BS), superficie
osteoblastica como porcentaje de superficie Osea cubierta por osteoblastos

(OB/BS) y superficie resortiva como porcentaje de superficie dsea (RS/BS).
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4.3.8. Estadistica

Los valores se expresan como media + ES. Las diferencias entre medias de mas de
dos grupos se evaluaron mediante analisis de varianza seguido de analisis de
Duncan post hoc. La comparacion de medias de dos grupos diferentes fue
evaluada mediante una prueba t para datos no pareados. Un valor de P<0.05 fue
considerado significativo.
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5. Resultados

5.1 ESTUDIO 1: Calcificaciones vasculares en un modelo de uremia y
obesidad: influencia del estrés oxidativo y del tratamiento con vitamina E

5.1.1. Estudios in vivo

5.1.1.1. Experimento 1

Las ratas C-Obesas consumieron aproximadamente el doble de alimento y
alcanzaron el doble de peso corporal comparadas con las ratas C-Delgadas. Es
interesante resaltar que, tras la nefrectomia, las ratas Nx-Delgadas mantuvieron el
consumo de alimento sin cambio pero las ratas Nx-Obesas tuvieron una gran
reduccion en el consumo de alimento, lo cual también se reflejo en un descenso
del peso corporal. La creatinina plasmatica se elevd en los grupos Nx y tambien
fue ligeramente mas alta en las ratas Nx-Obesas, 1.27 + 0.20 mg/dl, que en las
ratas Nx-Delgadas, 1.11 + 0.07 mg/dl, aunque las diferencias no fueron
significativas (P = 0.375) (Tabla 5.1).

Tabla 5.1. Funcién renal, peso corporal y consumo de alimento en los grupos estudiados en el
Experimento 1. C = Controles con funcién renal normal; Nx = ratas 5/6 nefrectomizadas (ver

Métodos para mayores detalles). Media + ES
C-Delgadas Nx-Delgadas  C-Obesas Nx-Obesas
n=8 n=12 n=8 n=12

Creatinina (mg/dl) 0.54+0.04 1.11+0.07° 0.45+0.02 1.27+0.20®

Peso corporal (g) 251+19 286+18 503+5% 440+20™°

Consumo de ) )
] ) 15.0+1.1 14.7+1.2 26.5+0.4%* 10.6+1.6™°
alimento (g/dia)

%P<0.05 vs C-Delgadas "P<0.05 vs C-Obesas ¢ P<0.05 vs Nx-Delgadas
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Las concentraciones de glucosa fueron similares en las ratas C-Delgadas y C-
Obesas (Tabla 5.2); sin embargo, las concentraciones de insulina fueron mucho
mas altas en las ratas C-Obesas (10.8 £ 2.8 ng/ml vs 1.0 = 0.1 ng/ml, P<0.01).
Las ratas C-Obesas también tuvieron niveles significativamente méas elevados de
colesterol total, colesterol HDL, colesterol LDL Yy triglicéridos que las ratas C-
Delgadas. Todas estas diferencias entre ratas Obesas y Delgadas también se
observaron en los grupos Nx. Es interesante resaltar que, cuando se compararon
con las C-Delgadas, las ratas Nx-Delgadas tuvieron concentraciones de insulina,
colesterol y triglicéridos mas elevadas en plasma. Ademas, las ratas Nx-Obesas
presentaron concentraciones significativamente mayores de colesterol (total, HDL

y LDL) y menores de triglicéridos que las ratas C-Obesas.

Tabla 5.2. Bioquimica sanguinea en los grupos estudiados en el Experimento 1. C = Controles con

funcidn renal normal; Nx = ratas 5/6 nefrectomizadas (ver métodos para mayores detalles). Media +

ES

C-Delgadas Nx-Delgadas C-Obesas Nx-Obesas

n=38 n=12 n=38 n=12

Glucosa (mg/dl) 189.0+3.7 168.2+7.6 183.8+12.5 201.6+27.2
Insulina (ng/ml) 1.0£0.1 2.4+0.5° 10.8+2.8%* 8.5+1.1%
Glucosa/lnsulina 239.7+£30.5  136.5+48.6° 24.2+4.1% 22.2+2.9%
Colesterol Total (mg/dl) 67.3£1.0 90.446.1 113.0£3.2° 172.0+15.3%°
Colesterol HDL (mg/dl) 26.0+0.5 32.4+0.6™ 42.6+0.9* 48.3+4.1%
Colesterol LDL (mg/dl) 5.2+0.4 9.3+0.8° 10.3+1.3° 20.9+2.5%¢
Triglicéridos (mg/dl) 49.742.7 60.4+15.5°  709.4+90.0% 181.9+47.9%
Leptina (ng/ml) 3.940.2 5.1+0.5° 51.943.7 86.4+3.1%°
Adiponectina (pg/ml) 2.240.3 6.9+0.9° 5.5+1.3% 5.0+0.9°
TNFa (pg/ml) 82.6+1.5 95.146.0° 87.045.3 85.5+3.4

#p<0.05 vs C-Delgadas "P<0.05 vs C-Obesas ¢ P<0.05 vs Nx-Delgadas
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En la Tabla 5.2 puede observarse que los niveles plasmaticos de adipoquinas
fueron mayores en las ratas Obesas (en ambos grupos: C y Nx). También se
observaron diferencias sustanciales en los niveles de leptina en los grupos Control
(C-Delgadas: 3.9 £ 0.2 ng/ml, C-Obesas: 51.9 £ 3.7 ng/ml, P<0.01). Los cambios
en adipoquinas observados tras la nefrectomia, entre Control y Nx, fueron
distintos en las ratas Obesas y Delgadas. Mientras las ratas Nx-Delgadas
presentaron mayores niveles de leptina y adiponectina que las ratas C-Delgadas,
las ratas Nx-Obesas solo presentaron niveles mas elevados de leptina (86.4 + 3.1
ng/ml) que sus controles. Los niveles plasmaticos de TNFa no fueron mayores en
las ratas Obesas vs Delgadas y después de la nefrectomia, solo incrementaron en
las ratas Nx-Delgadas, 95.1 + 6.0 pg/ml, P<0.05 vs C-Delgadas, 82.6 £ 1.5 pg/ml
(Tabla 5.2).

Tal y como se observa en la Figura 5.1A, la actividad de GPx plasmatica fue
menor (P<0.05) en las ratas Nx-Obesas (217.2 + 18.2 nmol/min/ml) que en las
ratas Nx-Delgadas (382.3 = 15.5 nmol/min/ml).

Ninguno de los controles, Delgadas y Obesas, mostraron calcificacion
extraesquelética. Las calcificaciones vasculares se observaron en los dos grupos
de ratas Nx, aunque la gravedad de las calcificaciones fue muy distinta entre las
ratas Obesas y Delgadas. La concentracion de calcio en aorta fue
significativamente mayor (P<0.05) en las ratas Nx-Obesas, 7.2 + 1.0 mg/g p de
tejido, que en las ratas Nx-Delgadas, 3.6 + 1.3 mg/g de tejido (Figura 5.1B). De
igual manera, se observaron mayores concentraciones de fosforo en aorta en las
ratas Nx-Obesas, 9.5 £ 2.9 vs 1.4 £ 0.9 mg/g de tejido (P<0.05) (Figura 5.1C).
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Los pardmetros sanguineos de metabolismo mineral (calcio, PTH y calcitriol)
fueron muy similares en los grupos Nx-Delgadas y Nx-Obesas. El fésforo en
plasma fue significativamente mayor (P<0.05) en las ratas Nx-Obesas, 11.4 + 0.7
mg/dl, que en las ratas Nx-Delgadas, 8.2 + 0.4 mg/dl (Tabla 5.3).

Tabla 5.3. Concentraciones plasmaticas de parametros del metabolismo mineral en los grupos de

ratas nefrectomizadas. *P<0.05 vs Nx-Delgadas. Los valores son medias + ES.

Nx-Delgadas Nx-Obesas

n=12 n=12
iCa (mMM) 1.34 +0.02 1.31+0.01
P (mg/dl) 8.2+0.4 11.4 +0.7*
PTH (pg/ml) 132.4 +13.6 120.9+19.1
CTR (pg/ml) 279.5+47.8 338.2+55.4

“P<0.05 vs Nx-Delgadas

Las concentraciones de deposito mineral en otros tejidos blandos también fueron
significativamente mayores en las ratas Nx-Obesas. Esto se evidencio al evaluar el
contenido de calcio en el estdmago que fue 1.5 £ 0.2 mg/g de tejido en Nx-Obesas
vs 0.6 £ 0.1 mg/g de tejido en Nx-Delgadas (P = 0.003) y el contenido de fosforo
en estomago 1.2 = 0.2 mg/g de tejido en Nx-Obesas vs 0.5 = 0.1 mg/g de tejido en
Nx-Delgadas (P = 0.018).

Las diferencias en las calcificaciones extradseas entre ratas Obesas y Delgadas
también fueron observadas mediante técnicas histologicas. La Figura 5.2 muestra
secciones de aorta y estdmago tefiidas por el método von Kossa de ratas Nx-

Obesas y Nx-Delgadas. Ademas de la diferencia en la gravedad de los depositos
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minerales, es interesante resaltar que en la pared vascular el depoésito de calcio se

observo casi exclusivamente en la tlinica media

Nx-Delgadas Nx-Obesas Nx-Obesas-VitE

Aorta

Estdmago

5.1.2. Experimento 2

Cuando se compararon con las ratas Nx-Obesas no tratadas, las ratas Nx-Obesas
tratadas con vitamina E mostraron concentraciones ligeramente menores de
glucosa (185.8 + 18.2 vs 209.5 + 40.6 mg/dl) e insulina (7.0 £ 0.9 vs 8.6 + 1.4
ng/ml), pero las diferencias no fueron significativas. Ademas, el TNFa fue
significativamente menor en las ratas tratadas con vitamina E ( 70.3 £ 1.8 vs 82.1
+ 4.9 pg/ml, P<0.05) (Tabla 5.4).
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Tabla 5.4. Bioquimica sanguinea en los grupos estudiados en el Experimento 2. Nx-Obesas-C =
Ratas urémicas control sin tratamiento; Nx-Obesas-VitE = Ratas Obesas urémicas tratadas con

Vitamina E (ver Métodos para detalles). * P<0.05 vs Nx-Obesas-C. Media + ES

Nx-Obesas-C Nx-Obesas-VitE
n=12 n=12

Glucosa (mg/dl) 209.5+40.6 185.8+18.2
Insulina (ng/ml) 8.6+1.4 7.0£0.9
Glucosa/Insulina 22.3£3.4 27.9+3.9
Colesterol Total (mg/dl) 199.8+14.1 222.8+19.9
Colesterol HDL (mg/dl) 56.2+3.5 65.2+3.7
Colesterol LDL (mg/dl) 24.3+3.4 27.1+4.2
Triglicéridos (mg/dl) 236.2+72.3 296.7+75.7
Leptina (ng/ml) 82.0£3.9 82.9+4.3
Adiponectina (pug/ml) 3.92+0.96 5.16+1.13
TNFa (pg/ml) 82.1+4.9 70.3+1.8°

8P<0.05 vs Nx-Obesas-C

El cambio mas importante en los analisis bioquimicos del plasma que se observo
tras la administracion de vitamina E a las ratas Nx-Obesas fue un incremento en la
actividad de la GPx, cuyos valores duplicaron a los del grupo sin tratar (388.3 +
78.1 vs 189.4 £ 31.7 nmol/min/ml, P<0.05). Ademas, la actividad GPx también
fue mayor en aorta (124.7 = 8.9 vs 91 + 11 nmol/min/mg de proteina, p <0.05) y
en corazon (110.1 £ 6.9 vs 20 = 7.9 nmol/min/mg proteina, P<0.001) de las ratas
Nx-Obesas-VitE que en las Nx-Obesas-C (Figura 5.3A).

La calcificacion vascular disminuyd en el grupo Nx-Obesas tratadas con vitamina
E.
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El contenido de calcio en aorta en el grupo de ratas Nx-Obesas-C fue 10.0 + 2.1
mg/g de tejido vs 4.6 £ 1.3 mg/g de tejido en Nx-Obesas-Vit E (p <0.05) (Figura
5.3B).

Asimismo, el fésforo en aorta también fue menor en las ratas tratadas con
vitamina E (9.5 £ 3.8 mg/g de tejido) que en las controles sin tratar (16.4 + 5.2
mg/g de tejido). Ademas, el contenido de Ca y P en la pared del estdmago
disminuyd en las ratas tratadas con vitamina E (Ca= 0.9 + 0.3 vs 1.4 + 0.2 mg/g
de tejido y P= 0.8 £ 0.1 vs 1.3 £ 0.3 mg/g de tejido) (Figuras 5.3D y 5.3E).

Es importante destacar que estas diferencias se presentaron sin cambios en los

parametros plasmaticos de metabolismo mineral (Tabla 5.5).

Tabla 5.5. Concentraciones plasmaticas de parametros del metabolismo mineral en los grupos
estudiados. Nx-Obesas-C = Ratas urémicas control sin tratamiento; Nx-Obesas-Vit E = Ratas

Obesas urémicas tratadas con Vitamina E (ver Métodos para detalles). *P<0.05 vs Nx-Obesas.
Media £ ES

Nx-Obesas-C Nx-Obesas-Vit E
n=12 n=12
iCa (mM) 1.18 £ 0.07 1.26 £0.10
P (mg/dI) 11.52+1.0 11.55+1.0
PTH (pg/ml) 162.3+29.5 89.8+9.7
CTR (pg/ml) 252.4 + 475 334.9+80.3
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Figura 5.4 CHMLVs cultivadas durante 9
dias con fésforo normal (Control), fosforo
elevado (P 3.3 mM), y fésforo elevado
con vitamina E (40 uM) (A) Contenido
total de calcio (B) expresion génica de
Cbfal y (C) actividad fosfatasa alcalina
(ALP). Las graficas muestran los
resultados de tres experimentos en
triplicado. Media + ES. *P< 0.05 vs

Control; °P< 0.05 vs P 3.3 mM.

5.2. Estudios in vitro
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Como se muestra en la Figura 5.4, la incubacién de las CHMLVs en un medio

alto en fosforo durante 9 dias dio lugar a calcificacion, incremento en la expresion

de Cbfal y elevacion en la actividad de la fosfatasa alcalina (Figura 5.4A, By C).

Cuando se compararon con el grupo de fosforo alto, el tratamiento con vitamina E

de las CHMLVs disminuyd la calcificaciéon (0.5 + 0.2 vs 3.0 £ 0.5 pg calcio/mg
de proteina, P<0.001), la expresion de Cbfa-1 (0.7 £ 0.1 vs 2.8 + 0.2 mRNA
Cbfal/B-Actina, P<0.001) y la actividad de fosfatasa alcalina (5.8 £ 1.3 vs 12.6 +

0.7 1U/mg de proteina, P<0.001).

134



5. Resultados

El efecto del fosforo elevado y la vitamina E sobre el estrés oxidativo se evalué en
las CHMLVs mediante la cuantificacion de AGEs y LPO durante el periodo de
incubacion. Se identificé un incremento en AGEs y LPO en los periodos iniciales
de incubacion. Posteriormente, estos pardmetros se redujeron progresivamente y
tendieron a normalizarse al final del periodo de incubacion (9 dias). Asi, el
tratamiento con vitamina E redujo significativamente las concentraciones de
AGEs (17.7 £ 1.5 vs 35.9 + 2.3 pug/mg de proteina, P< 0.001) en CHMLVs
cultivadas durante 24 h, y el contenido de LPO (0.9 £ 0.2 vs 1.9 + 0.2 MDA

MM/mg de proteina, P<0.001) en celulas cultivadas durante 48 h (Figura 5.5A 'y
B).
(A) Productos finales de >-3A
glicacién avanzada (AGESs) a 24
horas de incubacion. Las barras

a
30 1 _ b
son resultados de  dos 20 A
experimentos en triplicado. 10 A
Media + ES. °P< 0.05 vs 0 ; :

b
Control; "P< 0.05 vs P 3.3mM. Control P3.3mM P3.3mM+

Vitamin E
a
2.0 1
1.5 -
b

1.0 - x
incubacion. Las barras son 0.5 1 l
resultados de dos experimentos 0.0 r .
en triplicado.Media *+ ES. *P< Control P3.3mM P3.3mM+
0.05 vs Control; °P< 0.05 vs P Vitamin E
3.3mM.

40 A

AGEs pg/mg proteina

5.5B

(B) Concentracion de malon-
dialdehido (MDA) como
indicador de  peroxidacion
lipidica a 48 horas de

[MDA] pM /g proteina

Figura 5.5.CHMLVs cultivadas con fésforo normal (Control), fosforo elevado (P 3.3 mM), y fésforo

elevado con vitamina E (40 uM)
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5.2 ESTUDIO 2: Trastornos del equilibrio &cido-base en ratas con

calcificacion vascular.

Tal como se muestra en la Tabla 5.6, las ratas Nx 5/6 tuvieron un perfil sanguineo
urémico, incluyendo creatinina elevada (1.37 + 0.11 mg/dl), bajo calcio ionico
(1.10 = 0.05 mmol/l) y fésforo elevado (10.6 £ 0.6 mg/dl). Estos animales
también presentaron calcificacion vascular extensa evidenciada en los contenidos
elevados de calcio (8.3 £ 0.2 mg/g de tejido) y fosforo (17.7 + 4.3 mg/g de tejido)

en aorta. EI grupo control no mostro calcificacion extradsea.

Tabla 5.6. Parametros sanguineos de funcion renal, metabolismo mineral; y contenido mineral en

aorta de ratas urémicas (Nx 5/6) y controles (ver métodos para detalles). *P<0.05, **P<0.01.

Nx 5/6 (n=26) Control (n=10)
Media = ES (Rango) Media + ES
Creatinina (mg/dl) 1.37 £0.11 (0.64-3.2) 0.44 £0.02 **
Calcio en plasma (mmol/l) 1.10 £ 0.05 (0.73 -1.39) 1.26 £0.03*
Fosforo en plasma (mg/dl) 10.63 + 0.61 (6.57-19.54) 6.90 £ 0.44**
Calcio Aorta (mg/g) 8.28 + 1.47 (1.08 - 26.12) <0.01**
Fosforo Aorta (mg/g) 17.69 £ 4.32 (0.02-58.89) <0.01**

La Tabla 5.7 muestra el equilibrio acido-base en los animales estudiados. El
ligero aumento del pH sanguineo detectado en el grupo Nx 5/6 (7.56 + 0.04)
revel6 una tendencia hacia la alcalosis. El incremento del pH fue consecuencia de
trastornos respiratorios (PaCO, = 29.2 £ 2.9 mmHg) y, en menor grado,
metabolicos (HCO3 = 24.9 + 0.9 mmol/l). Esta tendencia alcalGtica también se
reflej6 en el EB (3.8 = 1.2 mmol/l). No se encontraron cambios en otros

electrolitos.
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Como se muestra en las Tablas 5.6 y 5.7 los rangos de variacion tanto de
calcificacion y como de los parametros &cido-base de las ratas Nx 5/6 fueron

amplios, lo cual permiti¢ realizar el estudio de correlacion.

Tabla 5.7. Pardmetros acido-base y electrolitos en ratas urémicas (Nx 5/6) y controles (ver

métodos para detalles). *P<0.05, **P<0.01.
NXx 5/6 (n=26)

Control (n=10)

Media = ES (Rango) Media + ES
pH 7.56 £ 0.04 (7.13-7.92) 7.36 +0.1 **
pCO, (mmHg) 29.24 +2.97 (4.17- 69.00) 44.31 +2.21**
HCOz(mmol/l) 24.86 + 0.92 (13.50- 35.00) 24.52 +1.32
t CO, (mmol/l) 25.82 +0.94 (14.00 - 36.80) 25.90 +1.38
EB (mmol/l) 3.75+1.17 (-7.80 - 14.10) -1.11+ 1,11+
Na (mmol/l) 143.31 + 0.87 (137.50-152.40) 135.98 + 1.36**
K (mmol/l) 4.98 £0.18 (3.85 - 7.90) 4.09 +0.16
Cl(mmol/l) 110.54 + 1.20 (97.00- 120.00) 106.11 +1.72
AG (mmol/l) 11.05 £+ 1.52 (3.20-19.80) 91+13

La correlacion entre el contenido de calcio y fosforo en aorta y los parametros
acido-base se muestra en la Tabla 5.8. No se encontr6 correlacion significativa
entre el pH sanguineo y las concentraciones de calcio y fésforo en aorta. PaCO, y
HCO3; mostraron correlaciones negativas con la mineralizacion aortica que
estuvieron en el borde de la significacion estadistica y que, de hecho, llegaron a
ser significativas cuando se consideré el contenido de tCO,. Sin embargo, o mas
Ilamativo fue la fuerte correlacion positiva que se observd entre AG vy el
contenido de calcio (r=0.565, p=0.03) y fosforo (r=0.582, p=0.02) en aorta.
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Tabla 5.8. Correlacion entre el contenido mineral en aorta y parametros acido-base en ratas (Nx

5/6) urémicas. (Ver métodos para detalles). N= 26.*P<0.05, **P<0.01

Calcio aortico (mg/g) Fosforo adrtico (mg/g)

r P r P
pH 0.217 0.287 0.338 0.091
pCO, (mmHg) -0.237 0.243 -0.378 0.057
HCO; (mmol/L) -0.366 0.066 -0.383 0.053
t CO, (mmol/L) -0.387 0.051 -0.416(*) 0.035
EB (mmol/L) -0.072 0.728 0.004 0.983
Na (mmol/l) 0.162 0.550 0.265 0.320
K (mmol/L) -0.246 0.227 -0.387 0.051
Cl (mmol/L) -0.022 0.916 0.003 0.987
AG (mmol/L) 0.565(*) 0.028 0.582(*) 0.023
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5.3. ESTUDIO 3: Efecto del magnesio en la dieta sobre la prevencion y

reversion de calcificaciones vasculares y de tejidos blandos en ratas urémicas

5.3.1. Experimento 1: Efecto de la suplementacion con magnesio sobre el
desarrollo de calcificacion extraesquelética.

La primera parte de este estudio fue diseflado para evaluar el efecto de la
suplementacion en la dieta con Mg sobre la prevencion de CV en ratas urémicas.
El peso corporal de todos los grupos antes de Nx 5/6 y los controles (operacion
simulada) fue similar. Al momento del sacrificio el peso corporal de los grupos
controles fue mayor que el de los grupos Nx, pero entre los grupos Nx el peso
corporal no fue significativamente diferente. Los resultados de la bioquimica
sanguinea en los grupos estudiados al momento del sacrificio se muestran en la

Figura 5.6 y en la Tabla 5.9.

Tabla 5.9. —-Experimento 1: Efecto de la dieta con Mg sobre el desarrollo de calcificacion
extraesquelética. Bioquimica sanguinea en los grupos estudiados al momento del sacrificio (ver

texto para detalles). Media + ES

Nx Mg
Control Mg NxMg0.1%  NxMg03% NxMg0.6%  NxMg0.9% L1
0.1% 1%
n=14 n=10 n=10 n=10
(n= 10) (n=14) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
Creatinina 1.11+0.12 1.10+0.16 1.04 +0.06 1.20+0.2
0414006  1.71+0.2(a)
(mg/dl) (ab) (a,b) (a,b) (a,b)

a :P< 0.05 vs Control Mg 0.1%; b: P< 0.05 vs Nx Mg 0.1%
Tal como se esperaba, los valores de creatinina plasmatica fueron mayores en las
ratas Nx comparadas con las controles. Entre las ratas Nx, los valores de
creatinina plasmatica fueron significativamente mayores (P<0.05) en ratas que
ingirieron la dieta mas baja de Mg (0.1%). En las otras ratas Nx con
concentraciones crecientes de Mg en la dieta los valores de creatinina plasmatica

fueron elevados y similares.
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Al comparar ratas alimentadas con dieta 0.1% de Mg, las ratas Nx tuvieron
niveles de Mg plasmaticos mayores que los controles (P<0.05). Dentro de los
grupos de ratas Nx, al incrementar los niveles de Mg en la dieta de 0.1% a 1.1%

se observo un incremento progresivo en las concentraciones plasmaticas de Mg.

El P en plasma fue mayor en las ratas Nx que en las controles (P<0.05). En las
ratas NXx, las concentraciones plasmaticas de P fueron significativamente
superiores en el grupo con dieta 0.1% Mg, mientras que en los grupos con dietas

0.6%, 0.9% y 1.1% Mg se observaron niveles de P similares entre ellos.

Tal y como se esperaba, las ratas Nx mostraron una disminucion en la
concentracion de iCa, siendo mas acentuada en las ratas con dieta 0.1% Mg; estas
ratas también presentaron los mayores valores de P en plasma. En las ratas Nx, los
valores de PTH, fueron méas elevados que en las ratas control, aunque
descendieron progresivamente cuando el contenido del Mg de en la dieta aumentd
de 0.1 a 0.9%, de manera que con Mg 0.9% se observaron valores de PTH muy
similares al control. Los niveles plasméticos de calcitriol fueron menores en las
ratas Nx que en las controles y fueron similares entre los grupos Nx

independientemente de la ingesta de Mg.

En las ratas urémicas, como era de esperar, los valores de FGF23 fueron
significativamente mayores que en las controles. En estas ratas Nx, la magnitud

del incremento en el FGF23 se relaciono con al incremento del Mg en dieta.

La excrecion urinaria de creatinina no fue diferente entre los grupos Nx y los
grupos controles. Las concentraciones urinarias de Ca, P y Mg fueron corregidas
por la creatinina en orina (Tabla 5.10). El Ca urinario fue mayor en el grupo  NXx
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Mg 1.1% que en el resto de ratas Nx. EI P en orina y la excrecién fraccional de P
fueron mayores en los grupos Nx-Mg 0.1% y Nx-0.3% Mg, los cuales también

tuvieron valores mas elevados de PTH.

La excrecién fraccional de P fue mayor en los grupos Nx-Mg que en el grupo
Control Mg 0.1%. La excrecion urinaria de Mg también fue menor en el grupo
Nx- Mg 0.1%, en el cual la funcién renal disminuyé mas que en cualquier otro
grupo, que en el grupo control Mg 0.1%. La excrecion urinaria de Mg fue mayor
en los grupos Nx-Mg 0.3, 0.6, y 0.9%, los cuales también tuvieron las
concentraciones mayores de Mg en plasma.

Tabla 5.10. —-Experimento 1: Efecto de la dieta con Mg sobre el desarrollo de calcificacion

extraesquelética. Bioquimica urinaria en los grupos de estudio (ver texto para detalles). Media + ES.

fcer'?;?:i:aak’io 005£001 011%007 018003 oof  O0F gig(;‘:
oo omsos S5 M Gep 1op cege
[Creatinina

e o S ees ams im
5??25?332{2;“0"“ 492080 20 ggpigq@ 448E 2L7E 36.4+127

il A% 60@  34@ )

3P< 0.05 vs Control Mg 0.1%; °P< 0.05 vs Nx Mg 0.1%. .Mg 0.1%, n= 14; otros grupos, n=10.

A:no determinado

El contenido de Ca en tejidos fue evaluado por medicidn directa e histologia
(Figura 5.7). Por medicion directa, el contenido de Ca en la aorta (13.6 £ 2.2mg/g
de tejido) en ratas Nx alimentadas con dieta de 0.1 % Mg fue més de ochenta

veces mayor que el grupo control con dieta 0.1% (Figura 5.7A).
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Figura 5.7
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Figura 5.7. Efecto del magnesio en la dieta sobre el desarrollo de calcificaciones de aorta
(A) Contenido de calcio en aorta en los grupos estudiados. (B) Contenido de fosforo en aorta
en los grupos estudiados. (C) Secciones de aorta de los grupos estudiados tefiidas con von
Kossa. Mg 0.1%, n= 14; otros grupos, n=10. Media = ES. *P< 0.001 vs. Grupo Control;
®P< 0.01 vs Grupo Control; P< 0.05 vs Grupo Control; “P<0.001 vs todos los grupos;
*P<0.001 vs Mg. 0.1%.
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En ratas Nx el cambio de 0.1% a 0.3% Mg en la dieta se asocié con una reduccion
de 15 veces en el contenido de Ca en aorta (1.06 + 0.31 mg/g de tejido).
La diferencia en el contenido de P fue ain mayor con valores de 37.8 £ 6.8 mg/g
de tejido en ratas Nx con una dieta de 0.1 % Mg comparada con las ratas control
(P=10.04 £ 0.02 mg/g de tejido) (Figura 5.7B).

La disminucién en el contenido de P en aorta con el incremento en el Mg de la
dieta fue similar a la reduccion observada en el Ca. En los grupos Nx, un
incremento en el Mg de la dieta de 0.1 a 0.6% redujo el contenido de Cay P en
aorta a niveles similares a los de los animales control. Los cortes histoldgicos de
la pared de la aorta tefiidos con von Kossa mostraron un extenso depdsito mineral
(color marrén) en la aorta del grupo Nx-0.1% Mg. Un incremento en el Mg de la
dieta en el grupo Nx previno esencialmente el depdsito de mineral tal como

evidencia la histologia (Figura 5.7C)

Los resultados de calcificacion en estomago fueron similares a los observados en
la aorta. En las ratas Nx con dieta 0.1% Mg el contenido de Ca en estomago fue
2.3 £ 0.4 mg/g, significativamente mayor que en el grupo con dieta 0.3% Mg,
donde el contenido de Ca fue solo de 0.06 £ 0.01 mg/g de tejido. Los valores del
contenido de P en estomago fueron paralelos a los de Ca. Un incremento adicional
en el contenido de Mg en la dieta no logré reducir mas la deposicion de Ca en el

estobmago (Figura 5.8).
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Figura 5.8
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Figura 5.8. Efecto del magnesio en la dieta sobre la prevencion de calcificacion
gastrica. (A) Contenido de calcio gastrico en los grupos del Experimento 1. (B)
Contenido de fosforo gastrico en los grupos del Experimento 1. Mg 0.1%, n= 14;
otros grupos, n=10. Media + ES. ®P< 0.001 vs Grupo control; "P< 0.01 vs Grupo
control;  *7"P<0.001 vs Mg 0.1% . **P< 0.01 vs Mg 0.1%.
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5.3.2. Experimento 2: Efecto de la suplementacion de Mg en la dieta sobre el
hueso.

La Histomorfometria 6sea no mostro diferencias significativas en las ratas Nx
alimentadas con 0.1% o 0.6% Mg (Tabla 5.11). Tampoco se observaron
diferencias en el volumen dseo de ratas control y Nx con dieta 0.1% o 0.6% Mg.
La superficie osteoide y la superficie de osteoblastos fueron mayores en ratas Nx
pero no alcanzaron la significacion estadistica. En ratas Nx, el incremento en el
contenido de Mg en la dieta a 0.6% disminuy0 la superficie resortiva a valores

menores a los de las ratas control (P<0.05).

Tabla 5.11. Experimento 2: Efecto del magnesio en la dieta sobre el hueso. Diferentes parametros 6seos

en los grupos estudiados (ver el texto para detalles). Media + ES.

Volumen Superficie Superficie Superficie
0seo osteoide osteoblastica resortiva
(BVITV)% (OS/BS)% (OB/BS)% (RS/BS)%
Control Mg
+ + + +
0.1% (n=6) 125+1.8 53+2.1 95+1.0 16+0.4
Nx Mg
+ + + +
0.1% (n=6) 11.8+2.2 10.1+4.2 11.7+2.3 21+0.6
0]
(Nn’ig;'g 06% 157424 16355 11.9+34 0.5 +0.1°

8P<0.05 vs Control Mg 0.1%
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5.3.3. Experimento 3: Efecto del magnesio en la dieta sobre la prevencion y

reversion de calcificaciones vasculares y de tejidos blandos en ratas urémicas.

La segunda parte del estudio fue disefiada para determinar si la CV observada en
ratas Nx alimentadas con dietas con 0.1% de Mg podria detener su progresion o

revertirse mediante un incremento en el contenido de Mg en la dieta.

Para este experimento se utilizaron ratas Nx que previamente recibieron un
protocolo de calcificacidn que consisti en calcitriol ip a dias alternos y dieta baja
en Mg (0.1%) y alta en fosforo (1.2 %) durante 14 dias. Trascurrido este periodo
se dividieron en dos grupos Yy recibieron dietas altas en fosforo (1.2%), pero con
contenidos distintos de Mg (Mg 0.1 %, n=21; vs Mg 0.6%, n= 18) durante 28 dias
adicionales.

Cabe aclarar que en los resultados que se presentan el “dia 0” hace referencia al

inicio del tratamiento con dieta alta en Mg.

Inicialmente se compard la tasa de supervivencia de los animales urémicos

alimentados con 0.1% y 0.6% Mg, ambas con alto fosforo.

Como se muestra en la Figura 5.9, existe un marcado descenso en la tasa de
mortalidad en las ratas alimentadas con una dieta alta en Mg (Mg = 0.6%). El dia
14, mas del 50 % (11/21) de las ratas que consumieron la dieta normal (0.1% Mg)
murieron, pero en las ratas que recibieron dieta alta en Mg, la tasa de mortalidad
fue solo del 28% (5/18).
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Todas las ratas alimentadas con dieta con 0.1 % Mg murieron antes del dia 28; por

contra, el 75% de las ratas alimentadas con alto Mg sobrevivieron hasta el dia 28

(Figura 5.9B).

Figura 5.9

5.9A

5.9B
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Figura 5.9. Curvas de Kaplan Meier en ratas urémicas calcificadas alimentadas dietas con
magnesio normal (Mg 0.1%,n=21) o magnesio moderadamente alto (Mg 0.6%, n= 18).
Dia 0, es el dia posterior al protocolo de induccion de calcificacion. (A) Supervivencia del dia
0 al 14. (B) Supervivencia del dia 14 al 28.

149



5. Resultados

Los andlisis de bioquimica sanguinea de las ratas los dias 0 y 14 se presentan en la
Tabla 5.12.

Tabla 5.12. Efecto del magnesio en la dieta sobre la reversidn de calcificaciones de aorta.

Pardmetros bioquimicos en el los grupos estudiados al momento del sacrificio. (\Ver texto para detalles).
Media £ ES.

Dia0 Dia 14
Nx Mg 0.1% (n=10) Nx Mg 0.1% (n=7) Nx Mg 0.6% (n=9)

Magnesio (mg/dl) 2.4+0.17 2.3+0.25 3.1+0.23*"
Calcio iénico -

1.22 £0.04 1.06 + 0.06° 1.20 £ 0.03
(mmol/l)
PTH (pg/ml) 284 + 55 1401 + 312" 17779
Fosforo (mg/dl) 10.9 + 1.00 19.2 + 2.59" 11.3+0.017
Creatinina (mg/dl) 2.3+0.18 1.8+0.2* 2.1+0.2

3p < 0.05 vs dia 0; ? P<0.001 vs dia 0; "P<0.05 vs Mg 0.1% dia 14; ™ P<0.01 vs Mg 0.1% dia 14.

Los niveles de Mg en plasma se mantuvieron sin cambios en ratas alimentadas
con dieta normal en Mg, pero se incrementaron en aquellas ratas que recibieron
dieta con 0.6% Mg: 3.1 £ 0.2 mg/dl, P<0.05 vs 2.4 £ 0.2 mg/dl el dia 0. El dia 14,
las ratas con dieta normal de Mg mostraron una reduccion significativa en la
concentracion de iCa en plasma (1.06 + 0.06 mmol/l vs 1.22 + 0.04 mmol/l el dia
0), que se acompafio con un aumento en los niveles plasmaticos de PTH (1401 +
312 pg/ml vs 284 + 55 pg/ml el dia 0) y una marcada hiperfosfatemia. Ni los
niveles plasmaticos de iCa ni de PTH cambiaron en las ratas alimentadas con

dieta alta en Mg con respecto al dia 0.

Cuando se compard con el dia 0, el P en plasma fue significativamente mayor el
dia 14 en ratas con dieta Mg normal (19.2 £+ 2.6 mg/dl vs 10.9 £ 1 mg/dI dia 0,
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P<0.05) pero se mantuvo sin cambios en ratas con dieta 0.6 % Mg (11.3 0.1
mg/dl vs 10.9 £ 1 mg/dl dia 0).

El dia 14, las concentraciones de Ca en aorta fueron significativamente menores
en las ratas que recibieron una dieta alta en Mg (7 £ 0.9 mg/g tejido) que en ratas
con dieta normal de Mg (14.9 = 1.9 mg/g de tejido). Por otra parte, los valores
observados el dia 14 en las ratas alimentadas con Mg alto fueron tambiéen
significativamente menores que los valores al dia 0 (14.3 £ 2.1 mg/g de tejido),
indicando que el tratamiento con Mg no solamente detuvo, sino que ademas
revirtié la CV (Figura 5.10A).

El P en aorta presentd una tendencia similar y los valores en el grupo con alto Mg
fueron mas bajos que los valores del grupo de Mg 0.1% el dia 14 y que el dia 0
(17.8 + 4.23 mg/g de tejido, 51 £ 6.5 mg/g y 37.8 = 4.23 mg/g de tejido,
respectivamente) (Figura 5.10B).

Los hallazgos en las secciones de aorta tefiidas con von Kossa fueron consistentes
con los datos anteriores; de manera que los depésitos mineral tefiidos de color
marron fueron extensos en las ratas alimentadas con Mg normal, mientras que las
ratas alimentadas con dietas altas en Mg presentaron un depdsito mineral menos
marcado que en los grupos sin tratamiento y que el control del dia 0, con un
patrén “parcheado” de estos depdsitos a diferencia del grupo con dieta baja en Mg
al dia 14 y con el grupo control al dia 0 que presentaban un borde continuo de

depdsito a lo lardo de la pared de la aorta. (Figura 5.10C).
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Figura 5.10
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Figura 5.10. Efecto del magnesio en la dieta sobre la reversion de calcificaciones de aorta
(A) Contenido de calcio aortico el dia 0 y el dia 14 en ratas alimentadas con dieta con contenido
de Mg normal (0.1%) y moderadamente elevado (0.6%). (B) Contenido de fésforo en aorta el
dia 0 y el dia 14 en ratas alimentadas con dieta con contenido de Mg normal (0.1%) y
moderadamente elevado (0.6%). (C) Secciones de aorta tefiidas con von Kossa el dia 0 y el dia
14 en ratas alimentadas con dieta con contenido de Mg normal (0.1%) y moderadamente elevado
(0.6%). Media + ES. °P< 0.01 vs Todos los grupos; **P< 0.01 vs Mg 0.1% dia 0; *""P< 0.001
vs Mg 0.1% dia 14. Dia 0 n=10. Dia 14 Mg 0.1% n=7; Mg 0.9% n= 9.
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Los efectos beneficiosos del tratamiento con Mg sobre la calcificacion
extraesquelética también se evidenciaron cuando se estudiaron los depositos

minerales en estomago y pulmones, tal y como lo muestra la Figura 5.11.

Figura 5.11
S.11A Figura 5.11. Efecto del Mg en la
dieta sobre la reversion de la
E 15- . calcificacion de tejido blando.
EE T & Ca (A) Contenido mineral de
S 2. 101 - P pulmones el dia 0 y 14 en ratas
85 alimentadas con dieta con
E o * contenido de Mg normal (0.1%) y
8 E 51 moderadamente elevado (0.6%).
£E - +
D
o Mg 0.1% Mg 0.1% Mg 0.6% (B) Contenido mineral géstrico al
dia 0 y 14 en ratas alimentadas
5.11B UL Dia 14 con dieta con contenido de Mg
' normal (0.1%) y moderadamente
T elevado (0.6%).
*k = Ca
) Media + ES. ***P< 0.001 vs Mg
LA T 0.1% dia 0; *P< 0.05 vs. Mg

0.1% dia 0; "P< 0.01 vs. Mg
0.1% dia 14 y "P< 0.05 vs Mg
0.1% dia 14. Dia 0 n= 10. Dia 14
Mg 0.1% n=7; Mg 0.9% n=9.

Contenido mineral en estémago
(mg/g de tejido)

Mg 0.1% Mg 0.1% Mg 0.6%

Dia 0 Dia 14

El tratamiento con Mg resulto en concentraciones significativamente mas bajas de
Ca tanto en estomago, 2.6+0.4 vs 9.3+£1.4 mg/g de tejido, como en pulmones, 1.3
+ 0.2 vs 10.4 + 3.4 mg/g de tejido. Tras la suplementacion con Mg, el contenido
de P en estdmago y pulmones cambi6 de manera paralela al de Ca.
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Tal como se report6 anteriormente (ver Figura 5.9), de las 4 ratas del grupo alto
Mg que no se sacrificaron el dia 14, 3 permanecieron vivas hasta al dia 28. El
perfil bioquimico (creatinina, iCa y Mg) de estas 3 ratas sobrevivientes fue similar
al de las ratas con alto Mg evaluadas el dia 14, pero tuvieron niveles
significativamente menores de P (6.2 £ 0.7 mg/dl) y PTH (12 £ 3 pg/ml) en

plasma.

Entre las ratas que recibieron dietas altas en Mg el grado de calcificacién de la aorta fue
similar el dia 14 y 28 (7 £ 0.9 mg/g de tejido vs 7.4 £ 2.1 mg/g de tejido). Cabe
sefialar que tanto el Ca en estdbmago como el Ca en los pulmones fueron mucho
mas bajos el dia 28 que el dia 14 (estbmago: Ca= 0.4 + 0.2 mg/g de tejido vs
2.6 £ 0.4 mg/g de tejido; pulmones: Ca=0.6 £ 0.1 mg/g de tejido vs 1.3 £ 0.2 mg/g
de tejido).
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6. Discusion

6.1. ESTUDIO 1: Calcificaciones vasculares en un modelo de uremia y

obesidad: influencia del estrés oxidativo y del tratamiento con vitamina E

Tanto la arteriosclerosis como la ateroesclerosis son caracteristicas comunes en
pacientes con ERC. Las calcificaciones vasculares (CV) contribuyen en gran
medida a la elevada tasa de mortalidad cardiovascular asociada a ERC.*® En
pacientes urémicos, las CV son causadas en parte por desequilibrios en el
metabolismo mineral, incluyendo hiperfosfatemia, hipercalcemia y niveles

anormales de PTH.®*®

Aunque algunas de las caracteristicas del sindrome metabolico (diabetes tipo 2,
hipertension, dislipemia, estado proinflamatorio) son factores de riesgo bien
conocidos para CV,*® que nosotros sepamos la influencia de la obesidad sobre las
CV no ha sido estudiada en modelos experimentales de uremia. Ademas, la
influencia del estrés oxidativo, una caracteristica consistente del sindrome
metabolico, sobre las calcificaciones vasculares y la efectividad de antioxidantes
para prevenir el desarrollo de calcificaciones hasta el momento no ha sido

estudiada en detalle.

El propdsito de este trabajo fue determinar la gravedad de las calcificaciones
extradseas en ratas Zucker urémicas, comparando fenotipos obesos y delgados.
Ademas, se evaluo la influencia de la vitamina E, un antioxidante bien conocido,
sobre el desarrollo de calcificaciones tanto en ratas obesas urémicas como en
células de musculo liso vascular humanas (CMLVH) cultivadas in vitro. La
hipdtesis de partida era que las ratas urémicas obesas con sindrome metabdlico

podrian desarrollar calcificaciones extradseas mas graves que las ratas delgadas y
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que controlando el estrés oxidativo con vitamina E se podria disminuir la

gravedad de las calcificaciones vasculares.

Las ratas Nx-Obesas tuvieron concentraciones ligeramente mas elevadas de
creatinina en plasma que las ratas Nx-Delgadas. Por tanto, podria argumentarse
gue la calcificacion mas severa podria estar relacionada a una menor funcion
renal. Consideramos que este no es el caso y que los niveles mayores de creatinina
son, de hecho, una consecuencia de la nefrocalcinosis.**> Para comprobar esta
hipdtesis se seleccionaron dos subgrupos (n=10 cada uno) de ratas con niveles
comparables de creatinina (rango 0.8-1.3 mg/dl). Aunque en estos subgrupos la
creatinina en plasma fue menor en las ratas Nx-Obesas (0.97 £ 0.07 mg/dl) que en
las ratas Nx-Delgadas ((1.12 + 0.05 mg/dl), el calcio en aorta fue
significativamente mayor (P<0.05) en los animales Nx-Obesas (7.4 £ 1.3 mg/g de

tejido) que en las ratas Nx-Delgadas (2.8 £ 1.1 mg/g de tejido).

Cuando se estudiaron los pardmetros de metabolismo mineral, la Unica diferencia
entre ratas Nx-Delgadas y Nx-Obesas fue unos niveles mas altos de fosforo en
plasma en el ultimo grupo. Estos niveles mayores de fésforo se relacionaron con
una funcion renal méas comprometida secundaria a depositos de calcio en el rifion
remanente. Nuevamente, cuando se compararon subgrupos con niveles de fésforo
similares (Obesas, 9.1 £ 0.4 mg/dl; Delgadas, 8.2 = 0.4 mg/dl), el calcio en aorta
también fue mayor en los animales Nx-Obesos (8.1 = 1.6 mg/g de tejido) que en
las ratas Nx-Delgadas (3.6 £ 1.3 mg/g de tejido). La correlacion débil entre el
fésforo en plasma y el contenido mineral en aorta demuestran que la ligera
elevacion de fésforo en plasma en ratas Obesas contribuye sélo de manera parcial
al desarrollo de las calcificaciones encontradas en este estudio. Ademas, mientras

que el fésforo en plasma correlacion6 con los parametros de calcificacion en las
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ratas Nx-Delgadas, no correlaciond en las ratas Nx-Obesas. Estos resultados
refuerzan el concepto de que las alteraciones metabolicas asociadas a la obesidad
desempefian un rol independiente en el desarrollo de mineralizacion en tejidos

blandos de ratas Nx-Obesas.

Los mecanismos responsables de las graves calcificaciones observadas en las ratas
Obesas son dificiles de elucidar y, probablemente, estas calcificaciones sean el
resultado final de multiples alteraciones metabolicas interrelacionadas. A partir de
los datos bioquimicos obtenidos en este estudio, las diferencias mas importantes
en los parametros bioguimicos del plasma entre ratas Obesas y Delgadas pueden

centrarse en: leptina, insulina, perfil lipidico y GPx.

Se ha observado que la leptina promueve la diferenciacion de osteoblastos y la
mineralizacion de cultivos primarios de células de musculo liso vascular y
calcificacion de células vasculares.*™ In vivo, se cree que la leptina incrementa el
riesgo cardiovascular por promover la diferenciacion osteogénica y la

E.>"® Ademas, en

calcificacion vascular en ratones deficientes en apolipoproteina
humanos, los niveles de leptina en plasma han sido asociados con calcificacion de
la arteria coronaria.’*® Las ratas Zucker Obesas tienen una mutacion en el gen
receptor de la leptina que da lugar a una afinidad reducida de la leptina e impide la
transduccién de la sefial.'® Por tanto, aunque se ha demostrado que las ratas

388 la

Zucker mantienen cierta capacidad para para responder a la leptina,
influencia de la hiperleptinemia sobre las calcificaciones encontradas en el

presente estudio probablemente sea pequefia.

Aunque la asociacion clinica entre diabetes y calcificacion vascular ha sido bien

establecida,®® la relacion directa entre insulina y calcificacion de células de
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musculo liso vascular es algo controvertida.*:>>>* Un estudio reciente indica que
la insulina promueve la diferenciacion osteobléstica de las células de musculo liso
vascular al incrementar la expresion de RANKL a través de la activacion de
ERK1/2.°%®

La dislipemia podria contribuir a la gravedad de la calcificacion en las ratas Nx-
Obesas. Es interesante resaltar que el estudio histolégico claramente indica que la
calcificacion estéa restringida a la tinica media (arterioesclerosis) sin evidencia de
involucrar a la tunica intima (aterosmatosis). Los pacientes con ERC avanzada
presentan ambos tipos de calcificacién'® aunque la arterioesclerosis suele aparecer
antes en el curso de la enfermedad sin estar asociada al depésito de lipidos o
colesterol.*®” Adicionalmente, se ha reportado que dietas altas en grasas que
causan diabetes hiperinsulinémica pueden activar un programa regulatorio
transcripcional osteoblastico adrtico que es independiente de la formacion de

ateroma en la intima.>*®

Las principales diferencias entre ratas Obesas y Delgadas se centraron en el estrés
oxidativo. La disminucion en la actividad GPx en plasma de ratas obesas indica
gue estos animales sufren un severo estrés oxidativo. El incremento en el estrés
oxidativo es una complicacién bien conocida de la obesidad y el sindrome

metabdlico.>®

Aunque el estrés oxidativo ha sido asociado a la patogénesis de
enfermedades arteriales 2°® su influencia sobre las calcificaciones vasculares no ha
sido explorada a fondo. Los agentes oxidantes, incluyendo algunas toxinas
urémicas, han sido reportados como promotores de la diferenciacion osteobléstica
de CMLV.*®35 por tanto, nos planteamos la hipétesis de que el estrés oxidativo
podria ser uno de los principales factores implicados en la gravedad de las

calcificaciones observadas en las ratas obesas urémicas y que el tratamiento con
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un antioxidante podria reducir las calcificaciones vasculares. Nuestros resultados
demuestran que la administracion de vitamina E, uno de los antioxidantes
naturales mejor conocidos, reduce significativamente el grado de calcificacion en
ratas obesas. Por otra parte, la disminucién en la calcificacion estd acompafiada de
un incremento simultaneo de la actividad GPx, no solo en plasma, sino también en
tejido cardiovascular. Aunque en base a estos datos parece evidente que el efecto
de la vitamina E esta ligado a su accion antioxidante, es importante sefialar que la
vitamina E también reduce los niveles de TNFa en las ratas urémicas. LOS
reportes de otros investigadores y de nuestro grupo de investigacion indican que
niveles elevados de TNFa promueven la calcificacion vascular.®*® Por
consiguiente, un efecto antiinflamatorio adicional de la vitamina E, el cual podria
ser de ayuda en la prevencion de la calcificacion, no puede ser excluido. No
obstante, es necesario indicar que estrés oxidativo e inflamacién tienen una
relacion estrecha y que pueden amplificar mutuamente sus acciones sobre el

sistema vascular.%®

Se realizaron estudios in vitro para determinar si la vitamina E,
independientemente de sus efectos antinflamatorios, era capaz de disminuir
directamente la calcificacion de CMLV. Estos experimentos revelaron que la
reversion del estrés oxidativo por adicion de vitamina E tiene un efecto favorable
en la prevencion de la calcificacion de CMLV. Nuestros resultados confirman que
las CHMLVs incubadas en un medio con alto fosforo estan expuestas a un estrés
oxidativo significativo, como lo demuestra el incremento del contenido celular de
AGEs y malondialdehido. Este cambio ocurre antes de la transformacion
fenotipica de las CMLV a celulas similares a osteoblastos. Estudios previos han
demostrado la capacidad del fosforo alto para inducir la produccion de especies

reactivas de oxigeno en CMLV.*%°%:578 Ademés, la incubacion de estas células
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con peroxido de hidrogeno (en presencia de concentraciones basales de fdésforo),
promueve el cambio de las CMLV de un fenotipo contractil a un fenotipo
osteogénico.®’” Byon y colaboradores reportaron que el estrés oxidativo activa la
ruta de sefializacion PI3K/Akt, induciendo regulacion al alza de Cbfal y la
mineralizacion de CMLV.®" En nuestro estudio se encontrd que el tratamiento con
vitamina E previene el incremento de marcadores de estrés oxidativo, la
transdiferenciacion osteoblastica y la calcificacion de CMLV. La vitamina E ha
sido relacionada con la desfosforilacion de Akt, resultando en una inhibicion de la
sefializacion,?®® implicada en la regulacion al alza de Cbfal. En nuestro estudio, la
vitamina E regul6 a la baja la expresion de Cbfal en CMLV cultivadas en alto
fésforo. Todos estos datos sugieren que el estrés oxidativo desempefia un papel

importante en la sefializacion temprana de la calcificacion vascular.
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6.2 ESTUDIO 2: Trastornos del equilibrio &acido-base en ratas con

calcificacion vascular.

El propdsito de este estudio era describir el equilibrio acido-base en ratas con CV
y correlacionar los parametros que definen el balance &cido-base con CV. La
hipotesis planteada es que se encontraria un correlacion fuerte entre equilibrio

acido-base y CV.

Con el protocolo experimental descrito en este estudio las ratas Nx 5/6 no
desarrollaron acidosis, como clasicamente se ha descrito en seres humanos y

animales urémicos,t>280:56

sino mas bien alcalosis. La razon para esta tendencia
a la alcalosis es desconocida, pero podria estar relacionada con la gravedad de la
calcificacion extraesquelética. La relacion entre alcalosis y calcificacion parece
ser bidireccional, por un lado, la alcalosis promueve la calcificacion y, por otro, la
calcificacion puede incrementar el pH sanguineo. EIl incremento del pH
sanguineo en animales con calcificacion de tejidos blandos puede deberse a que
en el proceso de calcificacion algunos minerales son desviados desde hueso hacia
tejido extradseo ° y en este proceso hay transferencia de buffer 6seo al liquido
extracelular. No obstante, la presencia simultdnea de alcalosis y calcificacion
refuerza el concepto de que la acidificacion del liquido extracelular es una

intervencion valida para prevenir y tratar las CV.3®°

Sin embargo, es interesante resaltar que en un rango amplio de pH (7.1 a 7.9) el
estado acido-base no se correlaciona con los parametros de calcificacion. Este
hallazgo puede indicar que, aunque el equilibrio &cido-base influye en la

calcificacion, otros factores como el grado de uremia o hiperparatiroidismo
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secundario tienen una contribucion relativamente mayor al desarrollo de

calcificacién vascular.

Aunque los valores medios de AG en ratas Nx 5/6 estuvieron en los rangos de
referencia del grupo control, de forma individual las ratas urémicas tuvieron un
AG elevado que estaba asociado con calcificaciones mas graves. Se ha reportado
que el incremento en AG esta vinculado a un mayor riesgo de muerte en pacientes
urémicos.? La hiperfosfatemia, una de las caracteristicas principales en las ratas
urémicas, contribuye a la elevacion del AG. Por otro lado, el AG elevado es
probable que esté asociado a un incremento en los aniones no identificados/no
medidos (ej., toxinas urémicas). La correlacion positiva entre AG y el deposito
mineral en los vasos sanguineos sugiere que el equilibrio de electrolitos es
importante en el desarrollo de calcificaciones vasculares. Los mecanismos por los
gue se podrian vincular las CV y AG no estan claros, pero el receptor sensor de
calcio (RSCa) podria estar implicado. ElI RSCa, el cual se expresa en la pared
vascular y desempefia un rol en el desarrollo de las CV,*"**"® puede sensar
cambios en la fuerza idnica independientemente de las variaciones en la
osmolaridad.*** La activacién de RSCa por calcimiméticos ha demostrado brindar
beneficios en la prevencion de CV.**? Por consiguiente, los cambios en el balance
ionico del liquido extracelular pueden influir en las CV a través de las

interacciones con el RSCa.
Es importante sefialar que el tipo de acidosis que se ha reportado que tiene efectos

benéficos sobre calcificaciones es la acidosis hiperclorémica **° en la cual no se

presenta un incremento en AG.
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Por tanto, podria ser interesante realizar futuros estudios para determinar:
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a) El rol de los iones no identificados (ej., toxinas urémicas) sobre las

calcificaciones.

b) El rol de electrolitos individuales que influyen en el anion gap (Na, K,
y Cl) y la fuerza idnica sobre las calcificaciones vasculares.
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6.3. ESTUDIO 3: Efecto del magnesio en la dieta sobre la prevencion y

reversion de calcificaciones vasculares y de tejidos blandos en ratas urémicas.

Los quelantes de fosforo son utilizados cominmente para controlar los niveles
plasmaticos de fosforo en pacientes uréemicos. Los quelantes que contienen Mg

han demostrado ser efectivos en el control del P sérico.%*1°*2

Otros investigadores y nosotros hemos descrito que in vitro el Mg reduce la
calcificacion de células de masculo liso vascular (CMLV) cultivadas en medio

con concentraciones elevadas de fosforg?’®378:380468

y disminuye el crecimiento de
cristales de hidroxiapatita."® La inhibicién del transporte de Mg en el interior de
la célula bloquea el efecto protector del Mg en CMLV en ambientes
procalcificantes, indicando que el Mg ejerce su efecto protector de manera activa
a nivel intracelular.®”®*® In vivo, el Mg puede proteger contra la CV al disminuir
el P sérico. Ademas, el Mg modula trastornos metabdlicos asociados a uremia
(como la resistencia a la insulina y el estrés oxidativo) los cuales pueden favorecer

el desarrollo de CV en ratas con fallo renal.

Investigaciones recientes muestran una clara asociacion entre hipomagnesemia y
mortalidad en pacientes con ERC.*®" Las concentraciones plasméticas de Mg han
sido asociadas inversamente con evento cardiovascular.?®® Los pacientes con
niveles bajos de Mg plasmatico tienen mayor riesgo de enfermedad arterial

coronaria.’®®

Ademas, en un estudio prospectivo, Ascerio et al. , encontraron una
asociacion negativa entre el consumo de Mg en la dieta y el riesgo de accidente
cerebrovascular.?? En pacientes en hemodiélisis no diabéticos, la hipomagnesemia
estd asociada con CV de arterias periféricas, independiente de los niveles de Ca'y

P plasmaticos.?>! %2
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La calcificacion anular mitral y el incremento en el grosor de la intima-media de
la cardtida han sido asociados con niveles bajos de Mg en pacientes en

253 A la inversa, un incremento moderado en el Mg sérico parece

hemodialisis.
tener efectos protectores sobre la CV vy las tasas de mortalidad en pacientes con
ERC. Se ha reportado que la suplementacion con Mg a largo plazo reduce el
grosor de la intima-media de la arteria carétida y por tanto puede retardar la
progresion de la enfermedad vascular.>** Por tanto, el Mg puede reducir la
mortalidad debido a su efecto protector cardiovascular, incluyendo sus acciones

sobre CV.

El presente estudio se realizo para determinar si la adicion de Mg en la dieta de
ratas con fallo renal:

a) Protege contra el desarrollo de CV.

b) Tiene algun efecto negativo sobre el hueso.

c) Previene la progresion y revierte las calcificaciones vasculares y de tejidos

blandos.

Este estudio en ratas urémicas proporciona varios resultados interesantes, todos
ellos sugieren que la suplementacion de la dieta con Mg podria tener efectos
beneficiosos en la ERC. El incremento en el Mg en la dieta de ratas Nx disminuyo
el Py la PTH en plasma, redujo draméaticamente la calcificacion vascular y de
otros tejidos blandos y disminuy6 la magnitud del fallo renal. Ademas, en ratas
con CV ya existente, la adicibn de Mg a la dieta fue capaz de revertir
calcificaciones extraesqueléticas y reducir la mortalidad en un corto periodo de

tiempo.
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Es dificil separar el efecto de la suplementacién con Mg sobre la calcificacion del
efecto sobre la reduccion de la fosfatemia. Sin embargo, aunque el P en plasma
disminuyd en las ratas que recibieron Mg, la hiperfosfatemia persistié ain en la
dieta con mayor contenido de Mg. Ademas, la regresion de la calcificacion
extraesquelética se observd en ratas suplementadas con Mg que tuvieron

fosfatemia persistentemente elevada.

En ratas Nx con dieta normal de Mg 0.1%, la creatinina en plasma estaba muy
elevada. La hiperfosfatemia con marcada calcificacion vascular y de tejidos
blandos probablemente contribuy6 al avance del fallo renal. El incremento del Mg
en la dieta a 0.3% resulté en una reduccion de la creatinina en plasma que estuvo
asociada con valores mas bajos de P en plasma y la virtual eliminacion de la
calcificacion de aorta y estdbmago. Cabe resaltar que los valores de PTH no
disminuyeron significativamente en este grupo a pesar de que el iCa fue mayor
que en el grupo Nx- Mg 0.1%. EIl incremento del contenido de Mg en la dieta no
resultd en un descenso de la creatinina en plasma, pero si se observo una eventual
normalizacion de los valores de PTH. Es importante resaltar que en el grupo Nx-
Mg 0.9% se observo la normalizacion de la PTH a pesar de que los animales

consumian dieta alta en P y la hiperfosfatemia persistio.

Estos udltimos resultados sugieren que la hipermagnesemia, tal y como se ha
reportado en estudios tanto in vitro como in vivo, podria suprimir la secrecion de
PTH a través de su accién sobre el RSCa especialmente cuando los niveles séricos

de iCa son bajos.>"90:3474%4

Sin embargo, no tenemos evidencia de estudios previos que muestren una

marcada reduccion en la PTH por sobrecarga de Mg/hipermagnesemia en
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animales urémicos con hiperparatiroidismo secundario provocado por sobrecarga
de P. La magnitud de la hiperfosfatemia se podria haber modificado por la dieta

112,119 Es interesante

alta en Mg ya que el Mg es un quelante efectivo del fosforo.
destacar que las concentraciones de iCa se incrementaron hasta alcanzar valores
normales en los animales que recibieron dietas altas en Mg. Nuestros datos no
permiten determinar si el aumento de iCa se produjo por mayor secuestro de P por
el Mg a nivel intestinal, por menor union del Ca con el P, o menor deposito del Ca
en hueso. Los valores de calcitriol fueron menores en las ratas Nx que en las
controles, pero no se observaron diferencias entre las ratas Nx. Por tanto, el
calcitriol no parece haber afectado la absorcion intestinal de Mg, Ca y P, ni los
valores de PTH y FGF23. En las ratas Nx, los valores de FGF23 fueron mayores
que en las ratas control, pero entre las ratas Nx, se detectd una a variacion muy
amplia en los valores de FGF23 sin encontrarse diferencia significativa entre estos

grupos.

La calcificacion en aorta y estomago fue evaluada a través de dos métodos: a)
cuantificacion directa del Ca y P, por disolucion del tejido en acido formico y
clorhidrico, y b) por tincién histologica para Ca-P. Ambos métodos arrojaron
resultados similares. En ratas Nx con dieta 0.1% Mg, se observaron
calcificaciones extensas en aorta y estomago. Cuando el Mg en la dieta se
incremento a 0.3% o mas, las calcificaciones en aorta y estomago fueron de 20 a
40 veces menores que en los animales con dieta 0.1% Mg Yy no se observaron
diferencias al compararlas con las ratas control. Estudios previos in vitro y en
animales han demostrado que el Mg inhibe la calcificacion de células de musculo

liso vascular 279338380468

188,292

en ratones con predisposicion genetica a calcificacion
asi como en injertos de aorta de ratas “®' y en ratas urémicas.**® Estudios

clinicos también han sugerido que la suplementacion con Mg puede tener efectos
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favorables sobre calcificacion vascular y enfermedad no cardiovascular en

pacientes con ERC.2%8468

Se ha especulado que un efecto adverso potencial de la hipermagnesemia podria
ser el deterioro en la mineralizacion 6sea.’***®° En los datos limitados disponibles
en este estudio, no se observo evidencia de que el Mg causara enfermedad Gsea
adinamica. En las ratas Nx con dietas 0.6% Mg no se encontrd reduccién en el
numero de osteoblastos ni la superficie osteoide presentdé cambios significativos.
En las ratas que recibieron dieta 0.6% Mg la superficie resortiva se redujo lo cual
se puede corresponder con los cambios observados en la PTH. De manera similar,
a pesar de la reduccién de la PTH en el grupo Mg 0.6 %, no se observo una
reduccion en la superficie de osteoblastos. Un trabajo reciente en ratas urémicas
demostro que el Mg puede prevenir la calcificacion sin causar enfermedad dsea
adinamica. Los autores también observaron un aumento en la superficie osteoide,
sin embargo la superficie de osteobléstica y la tasa de crecimiento 6seo no estaba
afectada. Los investigadores indican que el aumento de la superficie osteoide
podria deberse a disminucion de la carga de P, mas que a un efecto directo del Mg

sobre el hueso.*®

Ademas de los beneficios potenciales sobre la calcificacion de tejidos blandos y
sobre la enfermedad vascular en general, el Mg también es un quelante de fosforo
efectivo y barato.'**'*? Se ha planteado que niveles excesivamente elevados de
Mg podrian producir supresién de la PTH 3%#* y osteomalacia.'®* Con
hipermagnesemia severa pueden ocurrir las siguientes alteraciones: hipocalcemia,
hipotension, blogueo del sistema de conduccion cardiaca y paralisis muscular y
respiratoria.>”® Sin embargo, estas Gltimas condiciones se presentan con poca

frecuencia. En pacientes en hemodialisis, los niveles de Mg pueden ser
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controlados por la concentracién de Mg en el dializado.®* En pacientes con ERC
de moderada a avanzada el exceso de Mg puede ser compensado parcialmente por

un incremento en la excrecion renal.

En el presente estudio se observd la inhibicion de las calcificaciones en aorta y
estbmago en las ratas Nx que recibieron dietas con incrementos moderados en la
concentracion de Mg de 0.1% a 0.3%. En estos animales, la concentracion de Mg
en plasma no fue significativamente diferente del promedio del Mg plasmatico en
ratas Nx con dieta 0.1% Mg. Sin embargo, la creatinina plasmatica fue menor en
las ratas Nx con dieta 0.3% Mg. Si el Mg, independientemente de sus efectos
sobre la reduccion del P, es definitivamente un inhibidor de la calcificacion
vascular sin efectos adversos sobre el hueso, es importante considerar si la
suplementacion con Mg puede ser segura para pacientes con ERC moderada a
grave. Por tanto la monitorizacion del Mg sanguineo podria llegar a ser muy

importante.

Nuestro estudio también ha demostrado, por primera vez, que la suplementacion
con Mg fue capaz de revertir calcificaciones vasculares y de tejidos blandos ya
establecidas. Por tanto, si estas acciones protectoras se confirman, el Mg podria
ser considerado como un agente terapéutico en pacientes con CV por acciones

mas alla de su actividad quelante de P.

La capacidad de revertir calcificaciones extraesqueléticas es un desafio clinico en
pacientes con ERC. Sin embargo, son pocas las opciones terapéuticas disponibles
capaces de lograr la reversion de calcificaciones de tejidos blandos. Existen
reportes previos en la literatura sobre el uso de quelantes, como el tiosulfato de

sodio, para tratar o retardar la progresion de CV.20:300:567
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También se ha reportado que los calcimiméticos pueden ser efectivos en el
tratamiento de CV en modelos animales.®* Sin embargo, un estudio clinico
sugirio que los calcimiméticos no disminuyen significativamente la progresion de

las calcificaciones al ser comparados con tratamientos convencionales.?’

Resulta interesante sefialar que en nuestro estudio la regresion de CV promovida
por el Mg ocurrié con un descenso paralelo en los parametros bioquimicos en
plasma relacionados con hiperparatiroidismo secundario. Asi, los niveles de PTH
en plasma fueron significativamente menores en ratas el dia 14 al compararlas con
el dia 0. En pacientes en hemodidlisis después de ser sometidos a
paratiroidectomia, se ha descrito la regresion parcial de calcificaciones cardiacas y

127y la resorcién completa de calcificacion de tejidos blandos

pulmonares
abdominales. “®® Por tanto, la supresién marcada de la PTH que observamos en
nuestras ratas urémicas después de la suplementacion dietética de Mg pudo haber

influido en la regresion de la CV.

Sin embargo, ademéas de la normalizacion de los pardmetros del metabolismo
mineral, el Mg podria también haber promovido la regresion de CV por
mecanismos directos. Aunque los mecanismos involucrados en la reversion de la
CV no se han elucidado completamente, un efecto mediado por el RSCa se ha

* De manera similar al

postulado en un estudio con calcimiméticos.*®
calcimimetico, el Mg también es capaz de interactuar con el RSCa, de tal manera
que podrian compartir algunos mecanismos relacionados con la capacidad para

revertir CV.

Es relevante indicar que Bas et al, observaron que en ratas no urémicas la

calcificacion inducida por calcitriol revierte espontaneamente con el tiempo.*
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Estudios previos de nuestro laboratorio, que originalmente pretendian evaluar la
prevencion de las CV, muestran la capacidad de distintos tratamientos
(calcimiméticos, acidificacion del medio interno) para revertir CV.***** Los datos
reportados en el presente estudio sobre el Mg refuerzan el concepto de que la
regresion de las CV puede ocurrir espontdneamente una vez controlados los

factores que la originan, en este caso por una suplementacion dietética de Mg.

173






7. CONCLUSIONES
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1. Los procesos de calcificacion extraesquelética son mucho mas graves en ratas

urémicas obesas que en ratas urémicas delgadas.

2. El estrés oxidativo asociado a la obesidad contribuye al desarrollo de

calcificaciones extraesqueléticas en ratas urémicas obesas.

3. El tratamiento con vitamina E reduce el estrés oxidativo y las calcificaciones
tanto en ratas urémicas obesas como en cultivos de células de musculo liso

vascular.

4. En ratas urémicas, no se observa correlacion entre el pH sanguineo y la
calcificacién vascular, pero los procesos de calcificacion vascular asociados a la

uremia correlacionan positivamente con el anion gap sanguineo.

5. El incremento en los niveles de magnesio de la dieta reduce, de forma dosis
dependiente, las calcificaciones vasculares y de otros tejidos blandos en ratas

urémicas.

6. La suplementacion de magnesio en la dieta, en niveles suficientes para prevenir

la calcificacidn extraesquelética, no produce efectos negativos sobre el hueso.
7. En ratas urémicas con calcificacion vascular preexistente, la suplementacion de

magnesio en la dieta reduce la mortalidad y la magnitud de las calcificaciones

extraesqueléticas.
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8. Resumen

Esta Tesis Doctoral se disefid para evaluar diversos factores que influyen en la
etiopatogenia (obesidad, estrés oxidativo, alteracion del estado &cido-base) y en el
tratamiento (suplementos dietéticos con vitamina E y magnesio) de la
calcificacion vascular (CV) y de otros tejidos blandos que tiene lugar en la
enfermedad renal crénica. Utilizando modelos experimentales de roedores con
obesidad y uremia hemos demostrado que la obesidad promueve la CV debido a
un incremento de estrés oxidativo, y que la suplementacion de vitamina E en la
dieta previene el estrés oxidativo y la calcificacion. Ademas, in vitro, la vitamina
E también redujo el estrés oxidativo y evit6 la calcificacion y la transformacion
hacia un fenotipo osteogénico en células de musculo liso vascular. En ratas
urémicas calcificadas no se observo correlacion entre el contenido de calcio en
aorta y el pH sanguineo, pero la CV correlaciond positivamente con el anion gap
plasmético. Por Gltimo, en modelos experimentales de ratas nefrectomizadas, el
suplemento de magnesio en la dieta no sélo consiguié controlar la hiperfosfatemia
sino que ademas redujo las calcificaciones extradseas de forma dosis-dependiente
sin que se pudieran observar efectos negativos sobre el hueso. Mas aun, el
incremento del magnesio en la dieta fue capaz de revertir CV en ratas urémicas

previamente calcificadas.
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9. Summary

This Doctoral Thesis was aimed at evaluating several factors that may influence
the pathogenesis (obesity, oxidative stress, altered acid-base balance) and
treatment (dietary vitamin E and magnesium supplementation) of vascular
calcification (VC) and other extraskeletal calcifications secondary to chronic renal
failure. Using rodent models of obesity and uremia we demonstrated that obesity
promotes VC through increased oxidative stress, and that dietary vitamin E
supplementation decreased oxidative stress and extraskeletal mineral deposits.
Moreover, in vitro, vitamin E also prevented calcification and phenotypic
transition of vascular smooth muscle cells to osteogenic phenotype by reducing
oxidative stress. In uremic rats with VC, aortic mineralization did do not correlate
with blood pH but was positively correlated with plasma anion gap. Finally, in
experimental models of nephrectomized rats, dietary magnesium supplementation
not only was effective in controlling hyperphosphatemia but also reduced VVC in a
dose-dependent manner without negative effects on bone. Furthermore, increased
dietary magnesium reversed extraskeletal calcifications in uremic rats with

preexisting VC.
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