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RESUMEN

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) se mantienen como la principal causa de muerte
en todo el mundo, superando incluso las debidas a todos los tumores combinados. En particular, la
ECV es la principal causa de muerte en enfermos con alteraciones del metabolismo mineral, como son
los pacientes con enfermedad renal cronica (ERC). La integridad funcional y estructural de la
vasculatura es critica en el mantenimiento de la homeostasis cardiovascular. La disfuncion vascular
aparece como el denominador comdn que conecta a ésta con los factores de riesgo cardiovascular y
algunas patologias como la diabetes y el Sindrome Metabélico (SMet). El estrés oxidativo (EO) y la
inflamacién son procesos que invariablemente se asocian con las diferentes fases de la disfuncion
vascular. La sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno (EROs) contribuyen al deterioro
vascular alterando el tono y el crecimiento vascular, ademas aumenta la regulacion de mediadores
proinflamatorios, como NF-kB. Mientras el aumento de marcadores inflamatorias juega un papel clave
en la formacidn de lesiones vasculares junto con la induccion de EO, que a su vez potencia el proceso
inflamatorio. De hecho, el EO y la inflamacion son caracteristicas comunes de la ERC. Los pacientes
con ERC tienen sistemas antioxidantes gravemente deteriorados y suelen sufrir inflamacion crénica,
que empeoran progresivamente con el grado de insuficiencia renal. Las alteraciones en el metabolismo
mineral presentes en la ERC pueden ser también un estimulo adicional en la respuesta inflamatoria y
en el aumento de produccion de EROs. Ademas, en los Gltimos afios se viene abordando la posibilidad
de considerar como posibles factores de riesgo cardiovascular algunos parametros del metabolismo
mineral (Fésforo (P), Magnesio (Mg?*), Factor de crecimiento fibroblastico 23 (FGF23) /Klotho y
vitamina D (Vit D)). El conocimiento de las moléculas y las rutas esenciales en la preservacion de la
integridad y funcién de la vasculatura debe proporcionar la base para el descubrimiento de dianas

terapéuticas eficaces para el tratamiento de la disfuncion vascular.

Nuestra hipotesis de trabajo establece que puede existir una asociacidon entre algunas
alteraciones del metabolismo mineral, relacionadas con los niveles de P, Mg?*, FGF23/Klotho, Vit D,
y el inicio y progresion de la disfuncién vascular. Asimismo, pensamos que una intervencion dietética
rica en Mg?* puede modular favorablemente estos parametros del metabolismo mineral y, por tanto,

resultar en un efecto protector frente a la disfuncién vascular.

El trabajo de investigacion fue desarrollado en dos bloques. En el primer bloque, con el fin de
evaluar del efecto del Mg?* en la inflamacién y el EO en la ERC, se realiz6 un estudio in vitro de

células del musculo liso vascular (CMLV) cultivadas en P para promover EO e inflamacion. Se
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estudiaron 3 grupos experimentales: un grupo control con niveles normales de P (0,9 mM) y Mg?* (0,8
mM), un grupo con alto P (AP) (3,3 mM) y Mg?* normal, y un grupo AP con adicién de Mg?* (1,6
mM) (AP+Mg?*). Ademas, se realizé un estudio in vivo en un modelo de rata Wistar con nefrectomia
5/6 (Nx5/6) para inducir la ERC donde fueron alimentados con una dieta alta en P (1,2%) que contenia
un 0,1% de Mg?* (Nx-Mg?*0,1%) o con una dieta suplementada con 0,6% de Mg?* (Nx-Mg?*0,6%);
usando como controles Wistar operadas de forma simulada que recibieron 0,1% de Mg?*. En el segundo
blogue se evalu6 el efecto del suplemento de Mg?* dietético sobre el EO, la inflamacidn y la disfuncién
vascular en un modelo de rata de SMet (cepa Zucker) con ERC (Nx5/6). Los animales nefrectomizados
fueron con un moderado contenido en P (0,9%) y con un contenido de Mg? 0,1% (SMet+Nx-
Mg?*0,1%) o de 0,6% (SMet+Nx-Mg?*0,6%). Del mismo modo, se utilizaron de control ratas Zucker

operadas de forma simulada que recibieron 0,1% de Mg?*.

En el primer bloque, los resultados in vitro de las CMLV cultivadas en un medio
proinflamatorio con alto P, se observd un aumento de la produccion de EROs, incremento de la
expresion de citoquinas y activacion de la sefializacion NF-«kB. La incubacién con Mg?* inhibid el
aumento de la produccion de EROs y de citoquinas, asi como la activacion de NF-«B. In vivo, las ratas
Nx alimentadas con una dieta normal de Mg?* (0,1%) mostraron una respuesta inflamatoria sistémica
evidenciada por la elevacién en plasma de las citoquinas proinflamatorias, y de la actividad de la
glutation peroxidasa (GPx), un marcador de EO. También se observé un aumento de la expresion de
estas citoquinas en el tejido adrtico. Por el contrario, el suplemento dietético de Mg?* (0,6%) previno
en gran medida el EO y la actividad proinflamatoria. En cuanto al segundo bloque, el modelo in vivo
de SMet-ERC, en comparacion con los controles, el grupo SMet+Nx-Mg?*0,1% mostré un aumento
significativo de los biomarcadores de EO e inflamacién (peroxidacion lipidica y expresion adrtica de
citoquinas) y de los niveles de endotelina-1 (ET-1), una disminucién del éxido nitrico (NO) y un
empeoramiento de la uremia y de la patologia asociada al SMet, como la hipertension, glucosa y un
perfil lipidico anormal. Ademas, la evaluacion protedmica reveld cambios relacionados principalmente
con el metabolismo lipidico y en marcadores de ECV. Por el contrario, en el grupo MetS+Nx-

Mg?*0,6%, estos parametros se mantuvieron en gran medida similares a los controles.

En conclusién, el suplemento con Mg?* redujo la inflamacion y el EO, ejerciendo un efecto
directo sobre las células vasculares. Ademas, el suplemento dietético con Mg?* no solo redujo la
inflamacién y el EO asociados a la ERC, sino que mejoré la funcién vascular. En conjunto, estos
hallazgos apoyan un posible efecto beneficioso del suplemento de Mg?* en el manejo clinico de los

pacientes con ECV y ERC.
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SUMMARY

Cardiovascular diseases (CVD) remain the leading cause of death worldwide, even exceeding
those due to all tumors combined. In particular, CVD is the leading cause of death in patients with
alterations in mineral metabolism, such as patients with chronic kidney disease (CKD). The functional
and structural integrity of the vasculature is critical in the maintenance of cardiovascular homeostasis.
Vascular dysfunction appears as the common denominator that connects this with cardiovascular risk
factors and some pathologies such as diabetes and metabolic syndrome (MetS). Oxidative stress (OS)
and inflammation are processes that are invariably associated with the different phases of vascular
dysfunction. Overproduction of reactive oxygen species (ROS) contributes to vascular deterioration by
altering vascular tone and growth, in addition upregulation of proinflammatory mediators, such as NF-
«kB. While the increase in inflammatory markers plays a key role in the formation of vascular lesions
along with the induction of OS, which in turn potentiates the inflammatory process. Indeed, OS and
inflammation are common features of CKD. Patients with CKD have severely impaired antioxidant
systems and often suffer from chronic inflammation, which progressively worsen with the degree of
renal failure. The alterations in mineral metabolism present in CKD may also be an additional stimulus
in the inflammatory response and in the increased production of ROS. Furthermore, in recent years
some parameters of mineral metabolism (phosphorus (P), magnesium (Mg?"), fibroblast growth factor
23 (FGF23)/Klotho and vitamin D (Vit D)) have been considered as possible cardiovascular risk
factors. Knowledge of the molecules and pathways essential in preserving the integrity and function of
the vasculature should provide the basis for the discovery of effective therapeutic targets for the
treatment of vascular dysfunction.

Our hypothesis states that there may be an association between some alterations in mineral
metabolism, related to P, Mg?*, FGF23/Klotho, Vit D levels, and the onset and progression of vascular
dysfunction. Likewise, we believe that a dietary intervention rich in Mg?* may favorably modulate
these parameters of mineral metabolism and, therefore, result in a protective effect against vascular

dysfunction.

The research work was developed in two sections. In the first section, in order to evaluate the
effect of Mg?* on inflammation and OS in CKD, an in vitro study of vascular smooth muscle cells
(VSMC) cultured in P to promote OS and inflammation was performed. Three experimental groups
were studied: a control group with normal P (0.9 mM) and Mg?* (0.8 mM) levels, a high P (AP) (3.3
mM) and normal Mg?* group, and an AP group with addition of Mg?* (1.6 mM) (AP+Mg?). In

addition, an in vivo study was performed in a Wistar rat model with 5/6 nephrectomy (Nx5/6) to induce
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CKD where they were fed a high P diet (1.2%) containing 0.1% Mg?* (Nx-Mg?*0.1%) or a diet
supplemented with 0.6% Mg? (Nx-Mg?*0.6%); using sham-operated Wistar receiving 0.1% Mg?* as
controls. In the second section, the effect of dietary Mg?* supplementation on OS, inflammation and
vascular dysfunction was evaluated in a rat model of MetS (Zucker strain) with CKD (Nx5/6).
Nephrectomized animals were moderately P (0.9%) and Mg?* 0.1% (SMet+Nx-Mg?*0.1%) or 0.6%
(SMet+Nx-Mg?*0.6%). Similarly, sham-operated Zucker rats receiving 0.1% Mg?* were used as

controls.

In the first section, in vitro results of VSMCs cultured in proinflammatory medium with high
P, increased production of ROS, increased cytokine expression, and activation of NF-«kB signaling were
observed. Incubation with Mg?* inhibited increased ROS and cytokine production, as well as NF-xB
activation. In vivo, Nx rats fed a normal Mg?* diet (0.1%) showed a systemic inflammatory response
evidenced by elevation in plasma proinflammatory cytokines, and of glutathione peroxidase (GPx)
activity, a marker of oxidative stress. Increased expression of these cytokines was also observed in
aortic tissue. In contrast, dietary supplementation of Mg?* (0.6%) largely prevented oxidative stress
and proinflammatory activity. Regarding the second section, the in vivo MetS-CKD model, compared
with controls, the MetS+Nx-Mg?*0.1% group showed a significant increase in biomarkers of oxidative
stress and inflammation (lipid peroxidation and aortic cytokine expression) and endothelin-1 (ET-1)
levels, a decrease in nitric oxide (NO), and a worsening of uremia and MetS-associated pathology, such
as hypertension, glucose, and an abnormal lipid profile. In addition, proteomic evaluation revealed
changes mainly related to lipid metabolism and in CVD markers. In contrast, in the MetS+Nx-

Mg?*0.6% group, these parameters remained largely similar to controls.

In conclusion, Mg?* supplementation reduced inflammation and OS, exerting a direct effect
on vascular cells. Furthermore, dietary supplementation with Mg?* not only reduced CKD-associated
inflammation and EO, but also improved vascular function. Taken together, these findings support a
possible beneficial effect of Mg?* supplementation in the clinical management of patients with CVD
and CKD.
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INTRODUCCION

1. ENFERMEDAD RENAL CRONICA

La ERC es un problema de salud publica mundial. La incidencia actual en Espafia de la ERC
estd préxima al 12%. A este dato preocupante se une un continuo aumento en la prevalencia. La ERC
es la segunda causa de muerte que mas ha crecido en el periodo de tiempo analizado entre 2006 y 2016.
Hoy dia se sitla en octavo lugar del listado de causas de muerte méas frecuentes. De acuerdo con el
crecimiento de esta patologia se estima que la ERC sera la segunda causa de muerte a nivel mundial en
2100. El coste derivado de la atencion al paciente con ERC es muy elevado. Los pacientes con
necesidad de terapia renal sustitutiva, principalmente diélisis (46.000 pacientes, un 0,1% de la
poblacion espafiola), consumen el 2,5% del gasto sanitario total. Estos datos son aln mas alarmantes
cuando se consideran las tendencias demograficas de envejecimiento y los patrones de estilo de vida
en los paises desarrollados, que se asocian con un mayor riesgo de ERC [1]. Por tanto, estos nimeros
y previsiones hacen necesaria la investigacién en torno a esta enfermedad con la intencion de prevenir

su progresion y dilatar la cronicidad para evitar la necesidad de terapia renal sustitutiva.

La ERC no s6lo abarca la pérdida de la funcién renal per se, sino también diversas

complicaciones, entre las que se encuentra la ECV.

1.1. Definicion de ERC

La guia KDIGO (Kidney Disease Improving Global Outcomes) define a la ERC en el adulto
como la presencia de una alteracion estructural o funcional renal que persiste mas de 3 meses, con o
sin deterioro de la funcién renal, o un filtrado glomerular (FG) inferior a 60 ml/min/1,73 m? sin otros
signos de enfermedad renal. Dicha guia ha introducido a los pacientes trasplantados renales,

independientemente del grado de fallo renal que presenten [2].

En los Gltimos afios se ha puesto de manifiesto que las alteraciones del metabolismo mineral
asociadas a la ERC se relacionan con un aumento de la morbimortalidad por causas cardiovasculares.
Por ello, el enfoque terapéutico actual del enfermo urémico debe abordarse tomando en consideracion
las alteraciones del hueso, del metabolismo mineral y de la ECV asociada. Teniendo en cuenta estas

consideraciones la Fundacién KDIGO ha propuesto la definicién del trastorno mineral y 6seo asociado
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a la ERC como todas aquellas alteraciones bioquimicas, esqueléticas y calcificaciones extradseas que
ocurren como consecuencia de la ERC.

La ERC es una enfermedad progresiva, que evoluciona en diferentes estadios en los que se
van agravando las manifestaciones clinicas. Dichos estadios se basan en el grado de funcién renal
medida por el FG estimado. La ERC se estratifica en cinco estadios, desde el estadio 1, es la forma més
leve de ERC y puede pasar desapercibida debido a que las personas que la padecen no presentan ningun
signo o sintoma con un FG igual o superior a 90 ml/min/1,73m?, hasta la insuficiencia renal completa
en la etapa 5, también denominado fallo renal, donde el FG es inferior a 15 ml/min/1,73 m2. (Figura
1).

FG (ml/min/1,73m?)
290 60-89 30-59 15-29 <15

G1 G2 G3 G4 G5
Funcién normal Pérdida leve Pérdida moderada Pérdidasevera Fallo renal
de funcién de funcién de funcién

Figura 1. Clasificacién de los grados de ERC en funcién del FG. Se distinguen cinco estadios de ERC, en funcién de la cifra de FG: (estadio 1)
con FG normal o aumentado (FG superior o igual a 90 ml/min/1,73m?); (estadio 2) coexistencia de dafio renal con una cifra de FG ligeramente
disminuida (FG: 60-89); (estadio 3) con disminucién moderada del FG (FG 30-59); (estadio 4) reduccion severa del FG (FG 15-29) y (estadio 5)
con necesidad de inicio de tratamiento de soporte con diélisis o trasplante (FG < 15).

1.2. Metabolismo mineral

Se entiende por metabolismo mineral como el conjunto de reacciones hormonales fisiolégicas
responsables del mantenimiento de la homeostasis de minerales basicos para el organismo y de especial
relevancia en el contexto del rifion como son el calcio (Ca) o el P. El sistema homeostatico regulador
del metabolismo mineral es capaz de detectar variaciones minimas en la concentracion de Ca idnico
(Ca*) extracelular. Durante la hipocalcemia, la respuesta fisioldgica tiene como objetivo restaurar la
concentracion de Ca?* sérico. La hormona paratiroidea (PTH) es producida por las células principales

de la glandula paratiroides en respuesta a una disminucion en la concentracion del Ca?*. La PTH tiene
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un papel central en la homeostasis del Ca®*, y pequefias oscilaciones del Ca®* extracelular inducen
grandes variaciones en la produccion de PTH. Para modular la funcién paratiroidea, el Ca?* requiere la
presencia del receptor sensor de Ca?* (CaSR) en la superficie de las células paratiroideas. La relacion
entre PTH y Ca?* es inversa y sigmoidea, es decir, la disminucion de la concentracion de Ca?* produce
un aumento en la secrecién de PTH hasta que alcanza un maximo; por el contrario, el aumento de la
concentracion de Ca?* reduce la secrecién de PTH hasta un minimo. La PTH aumenta el Ca?* sérico a
través de los siguientes mecanismos, como se muestra en la Figura 2: a) estimulacion de la resorcion
6sea, que promueve la salida de Ca®* y P a la sangre, b) aumento de la reabsorcion tubular de Ca®* a
nivel renal, ¢) indirectamente, al aumentar la produccién renal del metabolito biol6gicamente activo de
la vit D 1,25-(OH),-Ds o calcitriol (CTR), que posteriormente estimula la absorcion intestinal de Ca?*
y P.

Una serie de factores u hormonas denominados fosfatoninas participan de forma activa y
especifica en la homeostasis del P. La fosfatonina mejor caracterizada hasta el momento es el FGF23.
Este induce un descenso en la fosfatemia promoviendo la excrecion renal de P, ya que produce la
internalizacion de los transportadores de P dependiente de sodio (Na) 2a y 2c (NaPi2a y NaPi2c
respectivamente) e inhibe la produccion de la-hidroxilasa (descrito detalladamente en el apartado

1.3.3), lo que mejora la fosfaturia y reduce la produccion renal de CTR, respectivamente [3].

‘,A

1 Resorcién Ca?* l N

1 Resorcion P
Lcar /} '\\, -
o) s Cm) = () —— (Y

Glandula 1 Absorcién Ca* & -
T Absorcién P v

Paratiroidea \ $ ol
T Reabsorcion Ca?
1 Excrecién P

Figura 2. Cambios en el metabolismo mineral durante la ERC. El sistema homeostatico regulador del metabolismo mineral es capaz de detectar
variaciones minimas en la concentracion de Ca?* extracelular.

18



INTRODUCCION

En una situacion de hipercalcemia se desencadena un mecanismo contrapuesto al descrito
anteriormente. La secrecion de PTH se encuentra inhibida debido a un mecanismo de “feed-back”
negativo a través del cual niveles elevados de CTR inhiben la sintesis y secrecion de PTH, lo cual
reduce la salida de Ca?*y P desde el hueso al torrente circulatorio, aumenta la calciuria y disminuye la
absorcion de ambos iones a nivel intestinal, ya que desaparece el efecto estimulador de la secrecién del
CTR inducido por la PTH.

En los ultimos afios, se ha demostrado que las alteraciones del metabolismo mineral asociadas
al fallo renal tienen dos dianas principales: el esqueleto y el sistema cardiovascular, existiendo una
conexion estrecha entre ambas alteraciones. Todas las alteraciones bioquimicas, esqueléticas y
calcificaciones extradseas, englobadas en el término CKD-MBD (Chronic Kidney Disease- Mineral
and Bone Disorder) [4], ocurren como consecuencia de las alteraciones del metabolismo mineral en la

ERC manifestandose de la siguiente forma:

e Anormalidades del Ca?*, P, PTH, Vit D y FGF23: desencadenantes del hiperparatiroidismo
secundario (HPTS), caracterizado por la hipersecrecion de PTH y la proliferacion de las

células paratiroideas [5].

e Alteraciones en el remodelado, mineralizacién, volumen, crecimiento o fragilidad del
esqueleto: estas alteraciones de la morfologia 6sea en pacientes con ERC son conocidas como

ODR y es una medida del trastorno sistémico en el componente esquelético del CKD-MBD

[6].

e Calcificaciones cardiovasculares y/o de otros tejidos blandos: a medida que avanza la ERC,
la reduccion en la tasa de filtracion glomerular conducen a una hiperfosfatemia, siendo ésta el

mecanismo primario por el cual se produce la mineralizacion extraesquelética [7].

Las alteraciones de los parametros bioquimicos relacionados con el metabolismo mineral
ocurren progresivamente y en paralelo al deterioro de FG, tal como se describe sucintamente a
continuacion (Figura 3) [8].
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Figura 3. Alteraciones del metabolismo mineral en la ERC. El gréfico resume la evolucion de las alteraciones del metabolismo mineral a lo
largo de la progresion de la ERC. El eje X representa la FG. El eje Y representa los niveles circulantes de los analitos P (linea azul), PTH (linea
verde), FGF23 (linea roja,) VitD (linea amarilla) y aKlotho (linea negra).

La primera anomalia detectada en el transcurso de la ERC coincide con la elevacion de niveles
de FGF23, acompafiada posteriormente de la deficiencia de Vit D. Estos acontecimientos,
junto con una disminucion de Klotho urinario, se observan en los estadios 1-2 de la ERC [9].
La proteina Klotho participa en la regulacién de varias actividades bioldgicas, incluida la
regulacion de la homeostasis del P, de Ca?* y la PTH, asi como del metabolismo de la Vit D
y actia como un receptor obligatorio para la familia de FGF [10]. Existen tres subfamilias de
Klotho: a-Klotho, B-Klotho, y y-Klotho. En este texto y de forma general cuando no se
especifica una subfamilia determinada, la palabra “Klotho” generalmente se refiere a la
subfamilia o-Klotho. En estos primeros estadios de la ERC los niveles de Ca®* y P se

mantienen dentro del rango normal.

Posteriormente, debido a una mayor pérdida de nefronas, la retencién de P y la deficiencia de
Vit D causan hipocalcemia por descenso de la absorcion intestinal de Ca?*, formacion de
complejos Ca-P y resistencia esquelética a la PTH. La CKD-MBD generalmente se manifiesta
en el estadio G3 de la ERC, es decir, con una tasa de filtracion glomerular entre 60 y 30

ml/min/1,73 m2.

El descenso de Vit D y la retencion de P aumentan directamente la sintesis y secrecion de PTH

e inducen hiperplasia paratiroidea. Las dianas sobre las que actla el Ca?* y la Vit D son el
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CaSR vy el receptor de la Vit D (VDR), respectivamente. Altos niveles de P inducen

proliferacion de células paratiroideas y disminuyen la expresion de los CaSR y Vit D [11].

e Gracias al aumento de FGF23 y PTH no se aprecia hiperfosfatemia ya que favorece la
excrecion urinaria de P, manteniendo niveles normales de P sérico hasta los estadios 3-4 de la
ERC donde el FG desciende por debajo de 20 ml/min/1,73 m? [12]. A pesar de los aumentos
compensatorios de la PTH, es bien sabido que en la ERC existe actualmente una resistencia a
la PTH que limita su accidn [13]. En los estadios 4 y 5 de la ERC, las concentraciones de P
comienzan a aumentar a pesar de las elevaciones de FGF23 y PTH, lo que indica que los
mecanismos compensatorios ya no son suficientes para mantener el equilibrio de P y prevenir
la hiperfosfatemia. La produccion de FGF23 es estimulada, fundamentalmente, por el exceso
de P. El incremento de FGF23 ayuda a excretar este exceso de P (marcado descenso de la
reabsorcién tubular de P por debajo de los valores normales de 80-95%) pero también suprime
la produccién de calcitriol, mecanismo que contribuye al desarrollo del hiperparatiroidismo
secundario. Las glandulas paratiroides tienen receptores de FGF23 y Klotho y el FGF23
reduce la sintesis de PTH. Sin embargo, este efecto no es capaz de prevenir el
hiperparatiroidismo secundario entre otras razones porque la hiperplasia paratiroidea se asocia
a una disminucién de los receptores de FGF23 y de Klotho. Ademas, el FGF23 también

favorece el hiperparatiroidismo indirectamente al reducir la produccion renal de CTR.

1.2.1. cCalcio

El Ca es el cuarto componente mas abundante en el organismo después del agua, las proteinas
y los lipidos. De ahi se deduce la importancia de este mineral en todos los sistemas bioldgicos. El Ca
participa en procesos fundamentales para el mantenimiento de la vida tales como la secrecién y accion
hormonal, fecundacién, permeabilidad de membranas, excitabilidad neuronal, liberacion de
neurotransmisores, contraccion muscular, coagulacién de la sangre y procesos de transduccion de

sefiales al actuar como segundo mensajero intracelular [14].

La cantidad total de Ca en el cuerpo humano varia de 1.000 a 1.200 g. Aunque mas del 99%
del Ca corporal total se encuentra en los huesos, el Ca es un cation clave tanto en el espacio extracelular
como en el intracelular. La concentracion de Ca sérico se mantiene en un rango muy estrecho en ambos

espacios. Del Ca presente en la sangre aproximadamente el 45% se encuentra unido a proteinas,
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principalmente albimina. Un 5-10% forma complejos con &cidos débiles (bicarbonato, citrato, P, etc.)
y el resto (alrededor de un 50%), se encuentra en forma i6nica (Ca?*), suponiendo una concentracion
fisioldgica extracelular de 1,25 mM, siendo éste el Gnico que tiene actividad bioldgica [15]. El
mantenimiento de una homeostasis adecuada del Ca?* y por tanto de la calcemia, es un proceso
complejo y dindmico que implica la absorcion y excrecion de Ca?* en el intestino, la filtracion y
reabsorcion en el rifién y su almacenamiento y movilizacion en el esqueleto. La absorcién intestinal de

Ca®* ocurre a través de vias transcelulares y paracelulares [16].

El CTR es la principal hormona de control del transporte intestinal de Ca?*. Aumenta la
expresion de genes y proteinas de la mayoria de las moléculas implicadas en ambas vias a través de su
unién con el VDR. La PTH, las hormonas tiroideas, los estrogenos, la prolactina, la hormona del
crecimiento y los glucocorticoides aparentemente regulan el transporte de Ca?* por accién directa,
aunque por mecanismos indirectos también regulan a través de un aumento en la produccion renal de
CTR.

Aproximadamente 10.000 mg de Ca?* se filtran diariamente en el glomérulo en personas
sanas, pero s6lo 200 mg aproximadamente se excretan en la orina [17]. Del 60 al 70% del Ca?* filtrado
se reabsorbe pasivamente en el tubulo proximal, del 20 al 30% se reabsorbe en el tubulo ascendente
del asa de Henle (TALH) y el 10% en el tdbulo contorneado distal (TCD). En el TALH, la reabsorcién
del Ca?* esta regulada por el CaSR, localizado basolateralmente, y por TRPV5 (canal catiénico de
potencial transitorio, subfamilia VV miembro 5) en el TCD. Estudios recientes han demostrado que la
activacion de CaSR protege contra el desarrollo de la hipercalcemia por el aumento de la excrecion de
Ca®* en el TALH y estimula la secrecion de calcitonina que disminuye la salida de Ca?* del hueso
(Figura 4).

Como la absorcién intestinal de Ca?* excede la excrecidn renal de Ca?* durante los primeros
30 afios de vida, un balance de Ca®* positivo da como resultado el crecimiento 6seo. Después de la
tercera o cuarta década, un balance de Ca?* negativo induce la pérdida de masa 6sea. Ademas, otros

factores pueden acelerar la pérdida dsea durante el envejecimiento, entre ellos la funcidn renal reducida.
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Figura 4. llustracion de la absorcion y regulacion de Ca?* a nivel renal. EI Ca?*se reabsorbe a lo largo de la nefrona, paracelularmente en el
tubulo proximal y en TALH y transcelularmente en los TCD.

Los factores que controlan los niveles de Ca?* séricos son CTR, PTH, Klotho y calcitonina
[18]. EI CTR favorece la absorcion intestinal de Ca?*, reduce la excrecion urinaria de Ca®* e incrementa
la resorcion 6sea incrementando los niveles séricos de Ca®*. La PTH, incrementa los niveles de Ca®*
séricos de forma indirecta al estimular la actividad de 1a-hidroxilasa en el rifién, incrementando asi la
produccion de CTR y de forma directa inhibiendo la excrecién urinaria de Ca?* y promoviendo la
resorcion 6sea. Finalmente, Klotho también mantiene los niveles séricos de Ca?* estimulando la
reabsorcion de Ca®* en las células renales [19]. Por el contrario, la calcitonina es una hormona

hipocalcemiante que estimula la excrecion urinaria de Ca?* e inhibe la reabsorcion dsea.

En los enfermos renales, bajos niveles de CTR conducen a una situacion de hipocalcemia
(nivel sérico de Ca total <8,5 mg/dL o 2,1 mmol/L y Ca?*<4,6mg/dl o 1,15mmol/L en seres humanos)
[20]. La hipocalcemia junto con la hiperfosfatemia estimula la secrecion de PTH originando el

desarrollo del hiperparatiroidismo secundario.
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1.2.2. Fésforo

El P es un macromineral nutricionalmente esencial y participa en la mayoria, si no en todas,
las reacciones metabdlicas del organismo, incluyendo el metabolismo energético, la formacion de
huesos y dientes, el equilibrio osmético y acido-base, el transporte de electrolitos y numerosos sistemas
enzimaticos. Ademas, es un constituyente de acidos nucleicos. Su concentracion sérica, a nivel
fisiologico, oscila en el adulto aproximadamente entre 2,5 y 4,5 mg/dL, aunque varia dependiendo de
la edad (mas alto en nifios que en adultos), el momento del dia (los valores mas bajos se obtienen a
mediodia), la estacién del afio, el pH o el tipo de dieta (una ingesta rica en carbohidratos o un aporte
de soluciones glucosadas en pacientes en ayunas puede disminuir la fosfatemia al inducir la entrada de

P ala célula).

Se estima que el contenido total de P en el organismo es de unos 700-800 g, de los cuales el
85% se encuentran en el hueso en forma de depdsitos de hidroxiapatita y el resto se distribuye en tejidos
blandos, bien de forma inorgénica, bien formando parte de macromoléculas como fosfolipidos,
fosfoproteinas o nucledtidos. En la sangre, el P puede circular de tres formas: ionizado (55%),

formando complejos de sales de Na*, Ca?* y/o Mg?* (35%) o unido a proteinas (10%).

La mayor parte del P no esquelético se localiza a nivel intracelular. El organismo controla las
concentraciones extracelulares de P principalmente mediante la regulacion de la excrecion urinaria,
pero también mediante la absorcidn intestinal y el depésito y liberacion de fuentes unidas en los huesos
y otros tejidos. La homeostasis del P se mantiene a través de la absorcion/secrecion en el tracto
gastrointestinal, la filtracion/absorcién en los rifiones y los cambios constantes de reabsorcion y

formacion del hueso a través del remodelado 6seo.

Todo el tracto intestinal absorbe P, aunque la absorcion ocurre en mayor proporcion en el
intestino delgado. Las dos vias principales para la absorcién intestinal de P son una via paracelular
pasiva y una via transcelular activa. La via paracelular pasiva tiende a depender de la ingesta total,
aumentando proporcionalmente su papel a medida que aumenta la ingesta de P [21], realizandose a
través de uniones estrechas por medio de las proteinas ocludinas y claudinas. Estas, no sélo forman
parte del complejo de proteinas de adhesion que unen células adyacentes, sino que también regulan el
flujo de iones que atraviesan los espacios intercelulares. El transporte paracelular de P también esta
regulado por la concentracion de protones en el enterocito, controlado por el intercambiador de
hidrégeno (H) y Na* 3 (NHE3) [22]. Cuando las concentraciones de P en la dieta se reducen por debajo

del requerimiento, domina la absorcion transcelular. La absorcion transcelular esta acoplado al flujo
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de Na* (NaPi2b) y depende de la presencia de un potencial de membrana negativo en el interior de la
célula. Esta via también puede ser estimulada por la Vit D. Un transportador dependiente de Na* de
tipo 111, PiT1, también puede desempefiar un papel en la regulacidn intestinal del P, aunque no parece

estar influenciado por cambios en la ingesta de P.

El P plasmatico ingresa al liquido extracelular y se transporta a las células y al esqueleto y se
filtra en el rifion, y la reabsorcidn en el tdbulo proximal renal proporciona el control final del equilibrio
del P.

La excrecion renal neta de P esta entre 600 y 1.500 mg/dL, lo que significa que entre el 75%
y el 85% de la carga filtrada diaria es reabsorbida por los tdbulos renales. Dentro de la nefrona,
aproximadamente el 85% de la reabsorcion de P ocurre dentro del tdbulo proximal, mientras el resto
juega un papel menor en dicha regulacion. Dentro del tibulo proximal, el transporte de P desde el
ultrafiltrado a través del epitelio del tabulo proximal se realiza con los cotransportadores de Na*/P renal
(NaPi2a, NaPi2c y PiT-2), localizados en la membrana del borde en cepillo apical de las células del
tbulo proximal renal. Un aumento en la abundancia de cotransportadores de Na*/P del borde en cepillo
aumenta la absorcion de P de la orina, mientras que una disminuciéon en la abundancia de
cotransportadores conduce al incremento de la fosfaturia. El transporte de P desde el tdbulo proximal
a los capilares peritubulares se produce a través de un transportador basolateral, aunque actualmente se

desconoce el mecanismo de extrusion basolateral de P.

En los estadios de ERC estadios 4-5 la hiperfosfatemia es frecuente debido a la retencion de
P provocada por la pérdida progresiva de nefronas funcionales, ademas de la creciente dificultad para
aumentar la ultrafiltracion glomerular de P y reducir ain mas su reabsorcidn tubular cuando ya se
encuentra inhibida al m&ximo por niveles séricos elevados de FGF23 y PTH. Estudios clinicos han
demostrado que el P sérico elevado es un factor de riesgo de calcificacién vascular (CV) y mortalidad
y morbilidad cardiovascular en la poblacién con ERC y, en particular, en pacientes en dialisis. Mas
recientemente, incluso los niveles de P en el extremo superior del rango normal se han correlacionado
con un mayor riesgo de mortalidad cardiovascular en la poblacion general, lo que indica la toxicidad
potencial de P.Los estudios clinicos han demostrado que en la ERC la hiperfosfatemia esta
estrechamente relacionada con la CV avanzada; de hecho, multiples estudios experimentales han
demostrado que la carga de P promueve la CV en roedores con dafio renal. Ademas, la hiperfosfatemia
contribuye a la disfuncion endotelial al aumentar la apoptosis, incrementar la generacién de EROs,

alterar la produccion de NO y disminuir la expresion de anexina Il [22].
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1.2.3. FGF23y Klotho

El FGF23 es una hormona fosfatirica que pertenece a la subfamilia de FGF endocrinos
[23]. EI FGF23 es secretado por osteoblastos maduros y osteocitos hacia la circulacion sistémica y
actda en rifidn, paratiroides, corazén, hueso y posiblemente también en otros 6rganos [24]. FGF23 es
una proteina de 251 aminoacidos y 32 kDa. La fosforilacion de FGF23 a través del miembro de la
familia de quinasas extracelulares 20C (FAM20C) en el aminoacido S180 evita la O-glicosilacién
postraduccional por el polipéptido N-acetilgalactosaminiltransferasa 3 (GALNT3). La falta de O-
glicosilacién hace que FGF23 sea susceptible a la protedlisis por la proteina convertasa furina. La
proteolisis de FGF23 da como resultado la secrecion de fragmentos de FGF23 inactivos. [23]. Por el
contrario, la fosforilacion y la proteolisis de furina se evitan mediante la O-glicosilacion en la posicion
T178 a través de GALNTS3, lo que da como resultado la secrecién del FGF23 intacto biol6gicamente
activo [25].

La secrecion 6sea de FGF23 es estimulada por Vit D y por el aumento de P extracelular,
formando asi un eje de retroalimentacidn entre el rifion y el hueso. Las funciones especificas de FGF23
dependen de la presencia en los tejidos diana del receptor de FGF (FGFR) vy, en algunos casos, de su
cofactor Klotho, formando el complejo Klotho/FGF23/FGFR. Se han reconocido cuatro FGFR
diferentes, FGFR1 a 4. Estudios de unién bioquimica han demostrado que la presencia de Klotho
aumenta la afinidad de FGF23 por FGFR en unas 20 veces [26], si bien la presencia de Klotho no es
un requisito previo para la capacidad de respuesta a FGF23. Mientras que las células que expresan
Klotho responden a FGF23 activando la cascada FRS2a/Ras/MAPK (receptor del factor de crecimiento
de fibroblastos substrato 2o/Ras/proteina quinasa activada por mitdégeno), FGF23 estimula
PLCy/calcineurina/NFAT (fosfolipasa-C y/calcineurina/factor nuclear de células T activadas) en
células que carecen de Klotho [27]. Ademas, mientras que FGFR1 actlia como el principal receptor de
FGF23 en los organos diana “clasicos” de FGF23 que expresan Klotho [28], los efectos de FGF23

independientes de Klotho parecen estar mediados fundamentalmente por el receptor FGFR4 [29].

El FGF23 disminuye la reabsorcion de P en los tdbulos proximales a través de la
internalizacion de los cotransportadores de Na*/P, NaPi2a y NaPi2c desde la membrana del borde del
cepillo al citoplasma, desencadenando con ello un aumento de la fosfaturia [30]. FGF23 suprime la
reabsorcion de P en el epitelio tubular proximal renal mediante un mecanismo de sefializacion
predominantemente mediado por FGFR1 dependiente de Klotho, que implica la activaciéon de la

quinasa-1/2 regulada por sefiales extracelulares (ERK1/2) y de la quinasa-1 regulada por
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glucocorticoides/sérica (SGK1), lo que conduce a la fosforilacidn del factor regulador del intercambio
de Na*/H* 1 (NHERF1) y posterior internalizacion y degradacion de los cotransportadores de Na*/P
(Figura 5) [31]. Ademas de su accion fosfatdrica, FGF23 también regula a la baja la expresion tubular
proximal renal de 1a-hidroxilasa, la enzima catalizadora de la sintesis de CTR [32]. La sefializacion de
FGF23 también regula directamente al alza la 24-hidroxilasa (CYP24Al), enzima que inicia la
degradacion de CTR [32]. Por lo tanto, FGF23 no solo aumenta la excrecién urinaria de P, sino que al
mismo tiempo suprime indirectamente la absorcion intestinal de P al disminuir la produccion de Vit D
activa. El efecto neto de ambas acciones hormonales es reducir las concentraciones de P circulante

previniendo los efectos nocivos de la hiperfosfatemia.

Espacio
S (25040 ) Fakcia el

Tubulo proximal

Figura 5. Efecto del FGF23 sobre la fosfaturia y la sintesis de CTR. En los tdbulos renales proximales, el FGF23 transportado por la sangre se
une a un complejo receptor formado por FGFRs y Klotho y activa una cascada de sefializacion en la que participan ERK1/2 y SGK1. A su vez,
SGK1 fosforila NHERF-1, lo que conduce a la internalizacion y degradacion de NaPi2a/NaPi2c. La fosforilacion de NHERF-1 inducida por el
FGF23 disminuye la abundancia de NaPi2a y NaPi2c en la membrana y conduce a un aumento de la excrecién urinaria de P. FGF23 suprime la
transcripcion de la-hidroxilasa en tabulos renales proximales mediante la activacion de ERK1/2.

Otro érgano diana de FGF23 son las glandulas paratiroides. FGF23 regula directamente la
produccion de PTH inhibiéndola a través de FGFR y Klotho [33]. Altos niveles de FGF23 intacto en
el torrente sanguineo, como las que se encuentran en pacientes con raquitismo hipofosfatémico
autosémico dominante, raquitismo hipofosfatémico ligado al cromosoma X (XLH) u osteomalacia
inducida por tumores, conducen a la pérdida renal de P y alteraciones de la mineralizacién 6sea [31].
En pacientes con ERC, los niveles elevados de FGF23 se asocian clinicamente con disfuncion

endotelial y rigidez arterial, ademéas de mayores indices de calcificacion adrtica y coronaria [34].

Hay que sefialar también que, en la poblacién general con funcién renal normal, un FGF23
mas alto se asocia de forma independiente con un mayor riesgo de eventos cardiovasculares [35]. Por
lo tanto, un aumento de FGF23 es un determinante independiente de ECV. Por lo tanto, FGF23 puede
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causar disfuncion endotelial y contribuir a la disfuncién cardiovascular [36]. Existe una estrecha
asociacion entre los niveles elevados de FGF23, mortalidad por cualquier causa y fallo cardiaco en
individuos mayores de 65 afios [37]. Curiosamente, esta asociacion parece ser mas fuerte en pacientes
con ERC. De hecho, un estudio realizado en pacientes con ERC, demostraron que niveles elevados de
FGF23 causan directamente hipertrofia del ventriculo izquierdo [38]. Del mismo modo, resultados de
nuestro grupo de investigacion demostraron que los altos niveles de FGF23 presentes en los pacientes
con ERC aumentan la rigidez arterial y deterioran la funcién vascular, lo que en tltima instancia podria
empeorar la ECV [39].

El mayor estimulo para la sintesis de FGF23 es el P, estando este elemento presente en altas
concentraciones en los enfermos con ERC [40]. Niveles elevados de FGF23 parecen estar asociados de
forma independiente con la mortalidad entre los pacientes en hemodialisis [41]. Un control sobre el P
sérico reduciria estos niveles de FGF23 [42]. También se observd que los pacientes con
concentraciones mas elevadas de P y FGF23, presentaban niveles mas altos de parametros
inflamatorios. Nuestros datos respaldan el concepto de que el P sérico, los niveles de FGF23 y la
inflamacién estdn estrechamente relacionados. Resultados propios del grupo demostraron que la
inflamacién inducida por la administracién de lipopolisacéaridos (LPS) incrementd la produccion de
FGF23 tanto en ratas normales como en ratas con ERC vy restriccion dietética de P [43]. Se ha
demostrado que las citoquinas inflamatorias, como el factor de necrosis tumoral-a (TNFa) y la
interleuquina-1p (IL-1 B), la deficiencia de hierro y la eritropoyetina, también promueven la produccion
de FGF23 [44], [45]. Estos factores se consideran mediadores potenciales de FGF23 elevado en
pacientes con ERC.

En cuanto a a-Klotho, se expresa predominantemente en el rifion y en el plexo coroideo
(sistema nervioso central), aunque su expresion también se ha descrito en la glandula paratiroides, la
glandula pituitaria, la placenta, el musculo esquelético, el pancreas y los testiculos, entre otros tejidos
[46].

Klotho puede presentarse como una isoforma asociada a la membrana o bien en forma soluble
(sKlotho), y se requiere para posibilitar la union de FGF23 con FGFR fundamentalmente en el tdbulo
distal, aunque su efecto biolégico se desarrolla fundamentalmente en el tibulo proximal [47]. El
dominio extracelular en la membrana de Klotho, que consta de 2 secuencias repetidas (KL1 y KL2),
puede ser eliminado por secretasas para producir un fragmento completo y un fragmento KL1 del
dominio extracelular, respectivamente, y liberado a la circulacion como sKlotho [48]. Otra forma de

proteina Klotho, al que se denomind Klotho secretado, se generaba mediante corte y empalme

28



INTRODUCCION

alternativo de la transcripcion del fragmento KL1; sin embargo, actualmente existe controversia acerca
de la existencia de esta forma, ya que el ARNm que lo produce no se somete a traduccién [49]. Klotho
modula muchas vias involucradas en los procesos de envejecimiento, como la regulacién de la
homeostasis del P, la sefializacion de la insulina y de Wnt [50]. Ademas, Klotho también afecta a las
vias de sefializacion intracelular que incluyen p53/p21, adenosin monofosfato ciclico (cCAMP), proteina
quinasa C (PKC) y factor de crecimiento transformante  (TGF-) [51].

sKlotho no sélo incrementa la afinidad para la union de FGFR a FGF23, sino que también
actia como un andamio para permitir una mayor proximidad entre FGFR y FGF23, lo que aumenta la
estabilidad del complejo. Algunos autores han sugerido que los niveles séricos y urinarios

de sKlotho pueden servir como indicadores de la expresion renal de Klotho [50].

Los niveles de expresion de Klotho y su concentracion circulante disminuyen con el
envejecimiento. En humanos, la deficiencia de Klotho se relaciona con calcificacion medial, hiperplasia
de la intima, disfuncion endotelial, rigidez arterial, HTA, alteracion de la angiogénesis y
vasculogénesis, todas ellas caracteristicas del envejecimiento vascular temprano [52]. En suma, Klotho
tiene un efecto protector en la vasculatura [53]. Los ratones con deficiencia de Klotho exhiben
hiperfosfatemia debido a la alteracion de la excrecion urinaria de P, ademas de desarrollar un fenotipo
progérico complejo que incluye crecimiento deficiente, atrofia de multiples érganos, CV, sarcopenia,
hipertrofia y fibrosis cardiacas, deterioro cognitivo y vida mas corta [50, 54, 55]. En consecuencia, los
ratones knock-out para Klotho muestran una enfermedad vascular grave, con CV generalizada,
disfuncion endotelial y aterosclerosis progresiva acompafiada de hipervitaminosis D, hipercalcemia e
hiperfosfatemia [56].

1.2.4. Vitamina D

La Vit D es un secoesteroide liposoluble cuyo receptor actia como factor de transcripcién al
translocarse al nlcleo. Este sistema hormonal estd involucrado en la regulacién de casi el 3% del
genoma humano. Los seres humanos adquieren la mayor parte de su Vit D a partir de la sintesis cutanea
inducida por la luz solar (aproximadamente el 80%), mientras que el resto proviene de la dieta y los
suplementos [57]. Las fuentes vegetales proporcionan ergocalciferol (D,) y las fuentes animales
proporcionan colecalciferol (D3), ambos con metabolismo similar. Tanto la Vit Dz como la D, son
precursores y, por tanto, biolégicamente inactivos. Estos precursores son transportados en el higado

por la proteina fijadora de Vit D o transcalciferina (DBP). Luego, la Vit D es hidroxilada en la posicion
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C25 por una hidroxilasa especifica codificada por el gen CYP2R1. La 25-hidroxivitamina D (25(OH)D)
o calcidiol es la principal forma circulante de Vit D. Ha sido considerada precursora de la forma activa
1,25(0OH),-D3y a muy alta concentracion tiene la capacidad de unirse al VDR. Luego se metaboliza en

los rifiones a través de la 1-a-hidroxilasa a su forma mas activa, el CTR.

La Vit D realiza sus funciones a través del VDR que se expresa universalmente en células
nucleadas. Su funcién biol6égica mas importante es promover la diferenciacién de enterocitos y

la absorcion intestinal de Ca?*, facilitando su homeostasis [58].

Durante la hipocalcemia, el nivel plasmatico de Ca®* ionizado cae y esto es detectado por los
receptores de Ca®* de las glandulas paratiroides . La PTH es secretada por la glandula paratiroides en
respuesta a la hipocalcemia y estimula la 1-a-hidroxilacién en los rifiones para producir mas Vit D a
partir del calcidiol circulante. La elevacion de Vit D aumenta el transporte de Ca?* dentro de los
intestinos, los huesos y los rifiones, y regula ain més la actividad de los osteoblastos y los
osteoclastos . A medida que el Ca?* plasmatico vuelve a la normalidad, la secreciéon de PTH se
inhibe. La Vit D es un potente regulador negativo de la produccién de PTH. Se une al complejo VDR
en las células paratiroideas y regula a la baja la expresion del gen PTH, aumenta la expresion de VDR
y aumenta la transcripcion del CaSR [59]. Este bucle fisioldgico de la homeostasis de la Vit D y el Ca?*
demuestra que es esencial una cantidad suficiente de calcidiol circulante para una sintesis adecuada de

Vit D y mantener los niveles fisioldgicos de Ca?* [60].

Los osteoclastos maduros mantienen los niveles de Ca?* y el P promoviendo el remodelado
06seo. Los osteoblastos expresan tanto la 25-hidroxilasa como los sistemas enzimaticos 1-a hidroxilasa

y pueden funcionar como células productoras independientes de Vit D [61].

La insuficiencia de Vit D (<16-30 ng/mL) es comin entre los pacientes con ERC o sometidos
a dialisis [62]. Los niveles de CTR también disminuyen progresivamente debido a la deficiencia de
calcidiol, al aumento de FGF23 y a la disminucion del tejido renal funcional. Esta disminucion

progresiva de CTR sérico conduce al HPTS y sus complicaciones.

1.2.5. Hormona Paratiroidea (PTH)

La PTH es uno de los elementos clave para el mantenimiento del metabolismo mineral. Se
produce en las células paratiroideas y esta compuesta por 84 aminoacidos, cuyo peso molecular es de

unos 9.600 Daltons. La secrecién de las células paratiroideas esta constituida fundamentalmente por la
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molécula completa de PTH, de 84 aminoacidos (Figura 6). No obstante, en el torrente sanguineo se
pueden encontrar fragmentos inmunorreactivos de PTH carboxi (C-) y N-terminales, que provienen del
metabolismo sistémico de la proteina de PTH, aunque en menor medida son también secretados por las
glandulas paratiroideas. Durante la hipocalcemia la secrecion hormonal estd constituida
fundamentalmente por moléculas de PTH intacta (iPTH), mientras que en hipercalcemia los fragmentos

C-terminales suponen la mayor parte del material inmunorreactivo secretado [63].

A pesar de que FGF23 y PTH tienen efectos sinérgicos en relacion con la excrecién renal de
P, tienen efectos opuestos sobre la sintesis de CTR. FGF23 inhibe la 1-a-hidroxilasa y, por tanto la
sintesis de CTR, mientras que la PTH estimula la produccién de 1-a-hidroxilasa, y con ello la de
CTR. FGF23 y PTH aumentan la excrecién de P al reducir la concentracion de los cotransportadores

NaPi2a y NaPi2c, a través de las vias dependientes de la proteina quinasa Ay C [12].

Figura 6. Sintesis de la PTH. La PTH se sintetiza como una prepro-PTH que luego se escinde en PTH madura y se almacena en granulos hasta
su secrecion.

2. MAGNESIO

El Mg?* es otro elemento importante en el metabolismo mineral. Por su relevancia en esta tesis
se incluye un apartado especifico dedicado a la relacion del Mg?* con la progresion de la ERC y el
desarrollo de sus comorbilidades, con especial atencién a los procesos inflamatorios y de EO

encontrados a nivel vascular.
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2.1. Homeostasis del magnesio

El Mg?* es el segundo catién divalente mas abundante en el organismo, encontrandose
principalmente de forma intracelular. EI Mg?* intracelular se localiza principalmente en el hueso (60-
65%) y es potencialmente intercambiable con el Mg?* sérico, representando una reserva
moderadamente accesible de este ién [64]. El Mg?" juega un importante papel como elemento
estructural y regulador de diversas funciones importantes en el cuerpo humano. Es cofactor en mas de
300 sistemas enzimaticos que regulan diversas reacciones bioquimicas en el cuerpo, incluida la sintesis
de proteinas, la transmision muscular y nerviosa, la conduccién neuromuscular, la transduccion de
sefiales, el control de la glucosa en sangre y la regulacion de la presion arterial (PA). Algunos ejemplos
de enzimas dependientes de Mg?* son Na*/potasio (K*)-ATPasa, hexoquinasa, creatina quinasa,

proteina quinasa y ciclasas [65].

El Mg?* también es necesario para la funcion estructural de proteinas, acidos nucleicos o
mitocondrias, para la sintesis de ADN y ARN, y para la produccion de energia tanto aerébica como
anaerobica (fosforilacidn oxidativa y glucolisis), ya sea indirectamente como parte del complejo Mg-

ATP o directamente como activador enzimatico.

Muchos estudios han demostrado que la absorcion intestinal de Mg?* se equilibra con
su excrecion renal [66]. Cuando ocurre un déficit temporal de Mg?*, el mantenimiento de sus niveles
séricos en el organismo depende de su disponibilidad en el hueso [67]. Por tanto, la homeostasis
del Mg?* depende de las acciones colaborativas de tres 6rganos: el intestino, que facilita la captacion
del Mg?* de los alimentos; el hueso, que almacena el Mg?* del cuerpo en forma de whitlockita y los

riflones, que son responsables de su excrecion urinaria.

Las concentraciones séricas de Mg?* estan estrechamente relacionadas con el metabolismo
6seo. EI Mg?* de la superficie 6sea se intercambia continuamente con el Mg?* en sangre. En el hueso,
los iones de Mg?* se unen al P y al Ca?* formando en la superficie cristales de whitlockita [68]. EI Mg?*
aumenta la solubilidad del P y Ca®" de la whitlockita y, por lo tanto, actlia sobre el tamafio y la
formacion de los cristales. EI Mg?* induce la proliferacion de osteoblastos y, por lo tanto, la deficiencia

de Mg?* resulta en una disminucion de la formacidn 6sea.

La ingesta dietética de referencia de Mg?* para adultos es de 310 a 420 mg/dia, pero suele
estar por debajo de estas recomendaciones, especialmente a medida que las personas envejecen [69].

El contenido de Mg?* es alto en los cereales integrales y las verduras blancas y de hojas verdes oscuras
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[70]. Del Mg?* dietético total consumido, entre el 24 y el 76% se absorbe en el intestino y el resto se
elimina por via fecal. Cabe sefialar que la absorcién intestinal no es directamente proporcional a la
ingesta de Mg?*, sino que depende principalmente del estado de Mg?*. Cuanto menor es el nivel de
Mg?*, mas mineral se absorbe en el intestino, por lo que la absorcidn relativa de Mg?* es alta cuando la

ingesta es baja y viceversa (Figura 7) [71].
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Figura 7. Homeostasis del Mg?*. La homeostasis del Mg?* se mantiene a través de las funciones normales del rifion, el intestino y los huesos. La
figura representa la cantidad diaria de ingesta y excrecion de Mg?*. Diariamente los intestinos absorben ~120mg y excretan 20 mg de Mg?*, lo que
resulta en una absorcion neta de 100 mg. En el rifion, el glomérulo filtra aproximadamente 2400 mg de Mg?*, de los cuales 2300 mg se reabsorben
a lo largo del tGbulo renal. Esto da como resultado una excrecién neta de 10mg, que coincide con la absorcion intestinal. Los huesos y los misculos
proporcionan las reservas de Mg?* mas importantes.

La mayor parte del Mg?* se encuentra dentro del compartimento intracelular y el paso al
espacio extracelular es lento. Es interesante mencionar que la concentracion de Mg?* en el citosol y el
espacio extracelular es similar; esto contrasta con otros aniones divalentes como el Ca?*, con una
concentracion intracelular aproximadamente 10.000 veces menor que en el compartimiento
extracelular. El gradiente de Mg?* entre el citosol y los organulos celulares es casi inexistente. EI Mg?*
intracelular esta regulado por diferentes tipos de transportadores de Mg?*: canal catidnico potencial del
receptor transitorio de la subfamilia M 7 (TRPM7), la familia de transportadores de solutos 41 miembro
1 (SLC41A1) y miembro 2 (SLC41A2), empalme de ARN mitocondrial 2 (MRS2), y del canal
mediador de transporte de cationes metalicos divalentes de dominio ciclina y cistationina B-sintasa
(CBS) 3 (CNNM3) (Figura 8). EI TRPM7 es un canal cationico divalente expresado de forma ubicua
que es responsable de gran parte del flujo de Mg?* en la célula. El transportador SLC41A1 funciona

como un intercambiador Na*/Mg?* a razon de 2:1. EI SLC41A2 se expresa en las membranas de los
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organulos y esta involucrado en el transporte subcelular de Mg?*. MRS2 es el principal canal de Mg?*
en la membrana mitocondrial. Dado que el Mg?* es de gran importancia para la unién de ATP, las
concentraciones intramitocondriales de Mg?* pueden influir indirectamente en la progresion del ciclo
del &cido citrico. EI CNNM3 tiene un patrén de expresion ubicuo y su actividad en el mantenimiento
de la homeostasis celular de Mg?* esta regulada por el oncogén de la fosfatasa de higado-2 en
regeneracion (PRL2).
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Figura 8. Regulacion intracelular del Mg?. El flujo intracelular de Mg?* esta regulada por el canal TRPM?7, el intercambiador Na*/Mg?*
SLC41A1Yy el canal CNNM3 con su activador PRL2. La entrada de Mg?* en los organulos depende de MRS2 en la mitocondria y el canal SLC41A2
en el reticulo endoplasmico.

La absorcion de Mg?* en el intestino depende de dos vias separadas. Por un lado, el transporte
paracelular a través de los pequefios espacios entre las células epiteliales es un mecanismo pasivo,
responsable de una masiva absorcién de Mg?* y tiene lugar principalmente en el intestino delgado,
fundamentalmente en el yeyuno e fleon, donde el 40% del Mg?* ingerido es absorbido. Por otro lado,
en el ciego y en el colon tiene lugar un transporte transcelular a través del canal catidnico potencial del
receptor transitorio de la subfamilia M 6 (TRPM6) y del TRPM7. El canal TRPM7 se expresa de forma
ubicua, mientras que TRPM6 se expresa predominantemente en el ciego. La expresién de TRPM6 y
TRPM?7 esta restringida a la membrana luminal de los enterocitos [72]. El mecanismo de extrusion
del Mg %* basolateral esta acoplado al gradiente de Na*, siendo las concentraciones de Na* mas bajas
en el citoplasma que en la sangre debido a la accion del Na*/K* basolateral -ATPasay a través del canal
mediador de transporte de cationes metélicos divalentes de dominio ciclinay CBS 4 (CNNM4) (Figura
9) [73].
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Figura 9. Transporte del Mg? en el intestino. La entrada de Mg?* al espacio basolateral se realiza principalmente de forma paracelular en el
intestino delgado, fundamentalmente en el yeyuno e ileon. En el ciego y en el colon tiene lugar el transporte transcelular de Mg?* a través de los
canales TRPM6 y TRPM7. Su extrusién al espacio basolateral esta acoplada al gradiente de Na* realizada mediante los canales CNNM4 y la
Na*/K*-ATPasa.

El rifién es considerado como el 6rgano fundamental en la homeostasis del Mg?*, ya que la
concentracion sérica del Mg?* se controla principalmente mediante su excrecion en la orina. El 80%
del Mg?* en el plasma es filtrado por el glomérulo. De los aproximadamente 2.400 mg diarios de Mg?*
filtrados, la nefrona recupera el 95-99%. La cantidad restante, unos 100 mg, se eliminan a través de la
orina. La absorcion tubular de Mg?* ocurre sobre todo en el asa de Henle, siendo ésta de un 60 a un
70% del total filtrado. El tibulo proximal absorbe s6lo un 15-25% del Mg?* filtrado. Por su parte, el
tGbulo distal absorbe un 5-10% del Mg?* filtrado, pero se considera como el sitio de control final en la
regulacion de Mg?*. En el asa gruesa de Henle se reabsorbe aproximadamente el 65% de la carga
filtrada, concretamente en la porcion gruesa ascendente. EI Mg?* es reabsorbido con el Ca?* de manera
pasiva a través de la via paracelular entre uniones intercelulares estrechas formada por las claudinas.
En el TAHL se expresan las varias claudinas, pero las claudinas 16 y 19 se consideran principales en
la permeabilidad del Mg?*. La fuerza que impulsa esta reabsorcion es el gradiente eléctrico generado
por la reabsorcion de Na* a través del cotransportador Na*/K*/2Cl- (NKCC2). Por dltimo, una pequefia
cantidad es reabsorbida en los tibulos distales y colectores. No existe un gradiente de concentracion
que impulse la reabsorcion de Mg?* en este segmento de la nefrona, ya que las concentraciones locales
de Mg?* son comparables con la luz de la nefrona, el citoplasma de las células del TCD vy el liquido
intersticial entre las células. Por lo tanto, la reabsorcién de Mg?* se basa en el potencial de membrana
negativo establecido por la fuga de K por los canales Kv1.1. Dicha reabsorcién de Mg?* es realizada

por TRPMS, el cual se expresa de forma especifica a este nivel, reabsorbiéndolo del lumen. El
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intercambiador de Na*/Mg?* SLC41A1 estd implicado en la extrusion basolateral de Mg?*, donde el
canal mediador de transporte de cationes metalicos divalentes de dominio ciclinay CBS 2 (CNNM2)
parece facilitar dicho intercambio. Esta extrusion de Mg?* depende de la Na*/K*-ATPasa, donde las
mitocondrias sirven como reservas intracelulares de Mg?* y proporcionan ATP para la Na*/K*-ATPasa.
Las concentraciones intramitocondriales de Mg?* se determinan mediante MRS2 y SLC41A2. El canal
TRPM6 se modula también por numerosos factores ya sea a nivel transcripcional, por su disponibilidad
en la membrana plasmatica y su actividad, ejemplo la insulina que activa el canal de Mg® TRPM6
controlando la excrecién urinaria final de Mg?* o los estrogenos que aumentan la expresion de ARNm
de este canal (Figura 10) [74].

® ,
Tubulo contorneado distal ,I TRPM6
Mg* 10% ’

~
~
~
~
~

Tabulo proximal
Mg 15-25% Tabulo ascendenjt

Claudina 16/19
(ag™) ™%

Lumen ® ¢ ——— ©
°

del asa de Henle,
Mg 60-70%

Figura 10. Reabsorcion de Mg?* en el tabulo proximal, TAHL y TCD. Alrededor del 15-25% del Mg2+ filtrado se reabsorbe pasivamente por
via paracelular en el tdbulo proximal. El tranportador NKCC2 proporciona la fuerza motriz para la reabsorcion paracelular del 60-70% del Mg?*
filtrado en TAHL con ayuda del gradiente con la Na*/K*ATPasa basolateral. EI Mg?* se reabsorbe activamente a través del TRPM6 en el DCT. El
Kv1.1 apical proporciona potencial de membrana mediante la excrecion apical de K*. La Na*/K*ATPasa basolateral establece el gradiente de
membrana para la actividad de TRPM6. El eflujo de Mg?* se conduce en el intercambiador SLC41A1 y posiblemente también en el CNNM2.

2.2.  Déficit de Mg*

Durante las Gltimas décadas, el estudio de los niveles basales de Mg ?* ha sido exhaustivo, ya
que la deficiencia de este mineral se considera un factor de riesgo importante en diversas patologias
[75]. Se han descrito asociaciones entre hipomagnesemia y patologias como HTA, aterosclerosis,
arritmias cardiacas, accidente cerebrovascular, calcificaciones cardiovasculares, cambios en el
metabolismo de los lipidos, resistencia a la insulina, SMet, diabetes tipo 2 (DT2), osteoporosis,

depresion y otros trastornos neuropsiquiatricos (Figura 11) [74, 76].
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El efecto de la disminucidon de Mg?* sobre la respuesta inflamatoria y oxidativa en rata se
conoce desde hace casi un siglo [77]. Se sabe que la deficiencia de Mg?* facilita la oxidacion de las
lipoproteinas de baja densidad (LDL), potenciando asi un ambiente oxidante y también promoviendo
la inflamacion a través de la activacion del factor de transcripcion nuclear kappa B (NF-xB). NF-kB
induce la produccion de citoquinas, factores de crecimiento, moléculas de adhesion y enzimas
involucradas en la respuesta inflamatoria [78]. Estos efectos han sido también documentados a nivel
endotelial. De esta manera, se ha comprobado in vitro que niveles reducidos de Mg?* se asocian con la
liberacion del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y moléculas de adhesidn, todos ellos

aspectos clave que favorecen el desarrollo de la ECV [79].

DEFICIENCIA Mg?*
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Figura 11. Consecuencias de la hipomagnesemia. Figura adaptada de Cristian Rodelo-Haad et al. The Role of Disturbed Mg Homeostasis in
Chronic Kidney Disease Comorbidities. Front Cell Dev Biol. 2020; 8: 543099

Cada vez existen més evidencias que respaldan una asociacion entre un mayor riesgo de ECV
y una ingesta baja de Mg?* en la dieta, asi como del efecto beneficioso de un suplemento o un mayor
consumo de Mg?* en la prevencion y el tratamiento de las ECV [80]. La deficiencia de Mg?*, de leve a
moderada, podria aumentar el riesgo de excitacion cardiaca anormal, aterosclerosis, cardiopatia
isquémica e insuficiencia cardiaca congestiva, mientras que la deficiencia grave de Mg?* puede causar
arritmias ventriculares e incluso aumentar el riesgo de muerte stbita cardiaca. Debido a que el Mg?* es
un cofactor clave de muchas enzimas, los cambios en las concentraciones intracelulares y extracelulares
pueden afectar también a numerosas vias metabdlicas, especialmente porque el Mg?* es necesario para

las reacciones dependientes de energia a través del adenosin trifosfato (ATP).

El Mg?* también juega un papel importante en el mantenimiento de los gradientes
electroquimicos a través de las membranas citoplasmaticas y, como tal, los cambios en las

concentraciones de Mg?* alteran los potenciales de membrana y el transporte de iones. EI Mg?* actla

37



INTRODUCCION

como segundo mensajero tras la union de la insulina a su receptor. La deficiencia de Mg?* tiene un
efecto negativo sobre la sefializacién, alterando la captacién de glucosa por la insulina y la secrecién
de ésta inducida por glucosa, produciendo hiperglucemia. La restriccion dietética de Mg?* se ha
asociado con otros trastornos metabdlicos, como la resistencia a la insulina, la inflamacién sistémica,
la dislipidemia, DT2 y las enfermedades cardiovasculares, estando presentes todas estas patologias en
el SMet [81, 82]. En humanos, se observé una fuerte relacion inversa entre los niveles séricos de Mg?*
y la incidencia de SMet en pacientes obesos y con sobrepeso [83]. Este aspecto es de especial interés y
sera abordado en profundidad en esta Tesis, tratando de valorar los cambios vasculares promovidos por

el suplemento de Mg?* en un contexto de ERC y SMet.

En el estudio ARIC (Atherosclerosis Risk in Communities) se observé que el mayor riesgo de
enfermedad arterial coronaria (EAC) recaia en los pacientes con los niveles mas bajos de Mg?*, incluso
después de controlar los factores de riesgo tradicionales [84]. Resultados de nuestro grupo de
investigacion relativos al estudio CORDIOPREV (The CORonary Diet Intervention with Olive oil and
cardiovascular PREVention) muestran al Mg?* basal como factor de riesgo independiente relacionado
con el grosor intima-media en pacientes con enfermedad coronaria [85]. De esta manera, se especula
con una posible accion directa del Mg?* sobre la vasculatura. Este aspecto sera también abordado
durante el desarrollo de la Tesis.

Se sabe que el Mg?* estd involucrado con la regulacion de la PA. Pequefios cambios en
las concentraciones de Mg?* extracelular e intracelular tienen efectos significativos sobre el tono, la
contractilidad y la reactividad vascular, la regulacién de la angiogénesis y la remodelacion vascular.
Bajos niveles de Mg?* extracelular disminuyen la proliferacion de células endoteliales y las CMLV,
estimulan la adhesién de monocitos y afectan a la sintesis de moléculas vasoactivas, lo cual se relaciona
directamente con HTA y disfuncién endotelial [76, 86]. Un ejemplo de la alteracion de la funcién
endotelial se observa en el modelo de hipomagnesemia familiar en raton elaborado por Tagliabracci y
cols. En comparacion con ratones control, en las aortas de los animales con bajo Mg?* se detectaron
menores niveles de 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS) y una mayor expresion de moléculas

proinflamatorias [87].

Es muy importante subrayar que la desregulacion de los niveles séricos de Mg?* es frecuente
en pacientes con ERC y esta asociada con prondsticos clinicos adversos. En estudios in vitro, in vivo y
clinicos desarrollados por nuestro grupo se ha encontrado una relacién entre los niveles de Mg?* y la

presencia de CV, ECV Yy alteraciones en el metabolismo 6seo-mineral (Figura 12). Por lo tanto, el
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desarrollo de la disfuncion vascular y las alteraciones en el metabolismo mineral en la ERC y su
relacion con el Mg?* seran estudiadas en esta Tesis.

FnERC L
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Figura 12. Relacion entre Mg?* y ECV en la ERC. Adaptada de Mehmet Kanbay et al. Magnesium in chronic kidney disease: challenges and
opportunities. Blood Purif. 2010;29(3):280-92.

Altas concentraciones de Mg?* también pueden activar el CaSR, aungue con una potencia 2 6
3 veces inferior al Ca?*, y modular la secrecion de PTH de manera similar a éste [88]. Un estudio in
vitro realizado también en nuestro grupo con glandulas paratiroides intactas de rata mostré que las
glandulas paratiroides eran sensibles a un efecto inhibitorio del Mg?* solo cuando habia una
concentracion de Ca?* moderadamente baja [89]. Otro aspecto importante por considerar es el posible
antagonismo entre Mg?* y Ca?*. Estudios epidemioldgicos han demostrado que tanto la PTH como el
Ca?* estan asociados con una PA elevada, que puede deberse a alteraciones de la homeostasis del Mg?*.
El Ca®* es una molécula de sefializacion fundamental que gobierna una gran variedad de funciones
celulares. EI Mg?* es considerado el principal antagonista intracelular del Ca?*, ya que influye en la
afinidad del Ca?* hacia las proteinas de unién al Ca?* (entre las que se encuentran la calmodulina
(CaM) y latroponina C), limita la captacién de Ca?* por el uniportador mitocondrial e inhibe la
liberacion de Ca?* por el inositol 1, receptores de 4,5-triP y rianodina. El Mg?* extracelular, por otro
lado, regula los canales de Ca?* dependientes de voltaje. Como consecuencia, la deficiencia de Mg?*
aumenta los niveles intracelulares de Ca?* con un impacto relevante en las funciones celulares. Los
niveles bajos de Mg?* en suero estan frecuentemente relacionados con una PA alta. El Mg?* intracelular

puede reducir la concentracién de Ca?* intracelular dentro de las CMLV. Se cree que esta

39


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/calmodulin
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/calmodulin
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/troponin-c
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/uniporter
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1084952120301713?casa_token=1_fYURZTL_AAAAAA:hgqo9l93UjBtnQO72i6QVA_sfMQp5lbHajqiwe3mHBp2DBuQhBXmLEigfoX4jEMoal2vEfW3#bib63
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/ryanodine-receptor

INTRODUCCION

vasodilatacién inducida por Mg?* es el mecanismo por el cual el Mg?* podria modular la PA. Durante

el desarrollo de esta Tesis, el efecto del Mg?* sobre la PA sera abordado.

El Mg?* juega un papel en la modulacion de PTH al actuar sobre el CaSR [88]. La secrecién
de PTH se estimula en la hipomagnesemia aguda y se suprime en la hipermagnesemia. En glandulas
paratiroides intactas, un aumento en el Mg?* extracelular reduce la secrecion de PTH vy este efecto se
magnifica si la PTH esta siendo estimulada por niveles bajos de Ca?* [85]. Es importante tener en cuenta
que la hipomagnesemia severa suprime (en lugar de estimular) la secrecion de PTH y aumenta la
resistencia de la PTH en el hueso, lo que lleva a la hipocalcemia [90]. La hipomagnesemia grave
produce un defecto de secrecién de PTH y una disminucion de la respuesta del hueso a la accion
calcémica de la PTH. Esto parece paraddjico, ya que en sujetos sanos una disminucién aguda de los
niveles de Mg?* estimula la secrecion de PTH. Posiblemente la hipomagnesemia cronica produce una
deplecidn intracelular de Mg?* que interfiere con la secrecién de PTH y con la respuesta de las células
del hueso a la PTH.

El Mg? es un componente importante del hueso y juega un papel vital en la homeostasis
mineral, en parte al influir en la sintesis de metabolitos activos de la Vit D que apoyan la absorcion
intestinal de Ca?* y P [91]. Se ha demostrado que la Vit D puede estimular la absorcion intestinal de
Mg?*. Por otro lado, el Mg? es un cofactor necesario para la unién de la Vit D a su proteina
transportadora, la DBP. Ademads, la conversion de Vit D por la 25-hidroxilacion hepatica y la-
hidroxilacion renal en la forma hormonal activa CTR depende del Mg?*. La deficiencia de Mg?*, que
conduce a una reduccion del CTR y una respuesta alterada de la hormona paratiroidea, se ha
relacionado con el raquitismo resistente a la Vit D dependiente del Mg?*. Algunos estudios han
demostrado que el riesgo de mortalidad asociado a la hipovitaminosis D podria reducirse mediante el
consumo de Mg?*[92, 93].

Ademas, se ha documentado que la suplementacion con Mg?* se asocia a efectos beneficiosos.
Se ha comprobado que la adicion de Mg?* en el agua de bebida fue capaz de prevenir la aterogénesis
en ratones alimentados con niveles altos de colesterol [94]. Asi mismo, la administracion oral de Mg?*
se ha asociado con la mejora de la funcién endotelial en pacientes con enfermedad coronaria. Resulta
especialmente interesante comprobar cémo la funcion endotelial aparece significativamente alterada
en un modelo de hipomagnesemia hereditaria en raton [95]. Es de destacar también como en diferentes
estudios clinicos se ha identificado una asociacién inversa entre la ingesta de Mg?* y el nivel de proteina

C reactiva (PCR), marcador de inflamacion sistémica y un factor de riesgo conocido de ECV [96]. En
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este sentido, se ha documentado que el suplemento con Mg?* cambia la expresion génica y el perfil

proteédmico de individuos con sobrepeso, disminuyendo la inflamacion [97].

Cabe mencionar que la hipermagnesemia se da en menor frecuencia que la hipomagnesemia.
Esta se manifiesta como desequilibrios asociados con una mayor ingesta, sindromes especificos como
el sindrome HELIX, provocado por una deficiencia de la claudina 10 cuya consecuencia es una
hipermagnesemia [98], o una insuficiencia renal terminal. La hipermagnesemia se puede observar en
el 10-15% de los pacientes hospitalizados con enfermedad renal en etapa terminal (ERT). En los
pacientes con ERC, la hipermagnesemia se debe a un acusado descenso del FG, ademas de la
administracion de sales de Mg?* o farmacos que contienen Mg?*. Las causas de hipermagnesemia por
una incorrecta redistribucion se derivan del movimiento del Mg?* desde el compartimento de liquido
intracelular al extracelular, como puede ser evidente en trastornos electroliticos o escenarios de ruptura

celular, incluido el sindrome de lisis tumoral [99].

Por tanto, la correccion de la homeostasis del Mg?* podria ser una estrategia de intervencion
atil y poco costosa para prevenir y/o tratar la disfuncién endotelial, inflamacién y calcificaciones
presentes en la ERC. La relacion del Mg?* con la disfuncion vascular en el contexto de la ERC sera
estudiada en esta Tesis a través de diferentes modelos experimentales animales. A continuacion,
exponemos la relacién entre ERC y ECV y como las alteraciones vasculares promovidas por el
desequilibrio del metabolismo mineral inducido por la uremia afectan a la funcionalidad cardiovascular

y conducen a la produccién de eventos cardiovasculares y muerte.

3. ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR EN LA ERC

La ECV es el término empleado para englobar cada una de las enfermedades relacionadas con
el corazén o los vasos sanguineos que producen alteraciones organicas o funcionales y, en un nimero

elevado de casos, la muerte del paciente.

La ERC es un factor de riesgo para la ECV y se asocia con un aumento de la mortalidad,
creciendo a medida que se deteriora la funcion renal. En particular, la ECV es la principal causa de
muerte en enfermos con alteraciones del metabolismo mineral, como son los pacientes con ERC. Los
trastornos renales y cardiacos estan estrechamente relacionadas entre si y la disfuncién de un érgano

causa la del otro, lo que en Gltima instancia conduce al fallo de ambos 6rganos [100].
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Los pacientes con ERT tienen un riesgo mucho mayor de mortalidad por la ECV. Multiples
estudios apoyan la idea de que los pacientes con enfermedad renal sufren un envejecimiento acelerado,
lo que precipita la aparicion de patologias, incluidas las ECV, generalmente asociadas a la edad
avanzada [101]. La ECV puede ser debida a distintos factores como la presencia de patdégenos
periodontales, EO, dislipemia, diabetes, HTA, envejecimiento, factores inflamatorios o el estado

urémico en enfermos renales, el cual lleva asociado algunos de los factores enumerados anteriormente.

3.1. Estructura de los vasos sanguineos

Los vasos sanguineos se clasifican en arterias, venas y capilares. Las arterias y las venas
poseen una estructura compuesta por tres capas concéntricas llamadas tdnica intima, tlnica media y

tlnica adventicia (Figura 13).

Artenola Capilar Vénula
Tunica Tunica interna Ténica

interna r—lﬁ intema

Vavula

Tunica media

K Tanica externa

Figura 13. Vasos sanguineos: anatomia microscépica de la arteria, vena y lechos capilares. Figura obtenida de la pagina web
https://enfermeria.top/apuntes/fisiopatologia/trastornos-flujo-sanguineo/vaso-sanguineo/.

La thnica intima es la més interna de las capas, y se compone de una capa de células epiteliales
especializadas que constituye el endotelio. Debajo de la intima esta la capa subendotelial, una fina capa
de tejido conectivo que no esta presente en los vasos de menor calibre. Entre ambas capas se dispone
la lamina basal. Los capilares sdlo presentan una tdnica intima formada por células endoteliales

apoyadas en su lamina basal. La tlnica media esta mas desarrollada en las arterias que en las venas y
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se compone de capas concéntricas de células musculares lisas entre las cuales se interponen cantidades
variables de elastina, fibras reticulares y proteoglicanos. Entre la tinica intima y la media de las arterias
esta la lamina elastica interna, una capa formada por fibras de elastina. Dicha capa confiere elasticidad
al vaso para extenderse y contraerse. La lamina elastica interna estda menos desarrollada en venas. La
capa mas externa es la tnica adventicia, la cual esta compuesta por un tejido conectivo laxo constituido
fundamentalmente por fibroblastos, fibras elasticas y fibras colagenas dispuestas paralelamente al eje
longitudinal del vaso sanguineo. Es la capa mas prominente de las venas y esta irrigada por vasos de
pequefio calibre, los vasa vasorum. Entre la tinica media y la adventicia de las arterias se diferencia

una capa limitante formada por elastina denominada ldmina elastica externa.

3.1.1. Células del musculo liso vascular

Las CMLV estan claramente enfocadas a su contractilidad ya que tienen una tasa de
proliferacion extremadamente baja y expresan un repertorio de proteinas contractiles, canales ionicos,
y moléculas de sefializacién [102]. Estas células tienen la capacidad de contraerse o relajarse para
alterar el didmetro de la luz de los vasos sanguineos con el fin de regular la tension arterial [103].
Ademas de su funcion contractil, también interviene en procesos de reparacion a través del desarrollo
de un fenotipo sintético y su alteracién juega un papel muy importante en el desarrollo de la enfermedad

vascular.

3.2 Calcificacion VVascular

Una de las principales complicaciones cardiovasculares que ocurren en los Gltimos estadios
de la ERC es la formacion de CV. Se trata de una patologia multifactorial caracterizada por la
deposicion pasiva y activa de fosfato calcico (Cas(PO.)2) en forma de hidroxiapatita en tejidos

cardiovasculares, como los vasos sanguineos, las arterias, el miocardio o las valvulas cardiacas.

En pacientes urémicos, las CV se caracterizan por ser mas prevalentes y extensas, progresar
mas rapidamente y aparecer a edades mas tempranas que en la poblacion general. Asi mismo, las
calcificaciones de las arterias coronarias tanto en la poblacién general como en pacientes urémicos
estan fuertemente correlacionadas con la presencia de placa aterosclerética, la inestabilidad de dicha
placa y con el incremento de riesgo de infarto de miocardio [104]. En los pacientes con ERC en
hemodidlisis, el grado de calcificacion arterial es un factor predictor de enfermedades cardiovasculares

y mortalidad [105]. Durante muchos afios se pensé que las CV se debian a un proceso pasivo pero en
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las dos Ultimas décadas se ha demostrado que se trata de un proceso activo fuertemente regulado y que
presenta una gran similitud al proceso fisiol6gico de la mineralizacion 6sea. Ademas, se sabe que
durante el desarrollo de las CV las CMLYV sufren una transformacion fenotipica hacia células de estirpe
osteogénica. En este sentido, existen importantes semejanzas entre el proceso de formacion de las CV
y la osteogénesis, ya que los mecanismos de osificacion que ocurren en las CV son similares a los de
la formacion de hueso [106]. La hiperfosfatemia y el elevado producto Ca x P en pacientes con
insuficiencia renal estén estrechamente relacionados con la calcificacion de arterias coronarias, arterias
periféricas y valvulas cardiacas, y estan significativamente ligados a la mortalidad en pacientes en
hemodialisis [107]. Dado que una concentracién alta de P en sangre se identificé como el principal
factor de riesgo cardiovascular en pacientes con ERC, el P ha sido a menudo considerado como
protagonista en la investigacion relacionada con la ERC. Los niveles elevados de P en sangre estan
relacionados in vitro e in vivo con un mayor riesgo cardiovascular. Se demostr6 que las CMLV
incubadas con altos niveles de P experimentan una reprogramacién transcripcional que incluye la
activacion de factores de transcripcion osteogénicos, lo que da como resultado la transdiferenciacion
de las CMLYV a células similares a osteoblastos. Ademas, los modelos de ERC en roedores desarrollan
CV en respuesta a dietas altas en P. En cualquier caso, aunque los mecanismos que conducen a la CV
aun no estan completamente definidos, cabe destacar el papel de la via canénica Wnt/B-Catenina, ruta
bioquimica implicada principalmente en el proceso de diferenciacion de células madre mesenquimales
de médula 6sea hacia osteoblastos, como parte de la osteogénesis. La alteracion de esta ruta ha sido
asociada con el proceso de CV. Shao y colaboradores demostraron que la activacion de esta ruta
alteraba la expresion de genes especificos, promoviendo con ellos la calcificacion arterial [19]. Otros
autores han observado que la activacion de la ruta Wnt/B-Catenina juega un papel crucial en la
diferenciacion de células intersticiales de la valvula adrtica a osteoblastos y en la calcificacién de dicha
valvula adrtica. Nuestro grupo de investigacion cuenta ya con resultados preliminares en este sentido.
Martinez-Moreno y colaboradores demostraron que la adicién de una alta concentracion de P a CMLV
induce la activacion de Wnt/b-catenina y que el CTR exacerb6 dicho efecto, promoviendo asi el
desarrollo de la calcificacion [106]. Montes de Oca y colaboradores también han observado, en estudios
in vitro en CMLV, que un aumento de Mg?* inhibe esta ruta y por consiguiente la calcificacion [108].
Por lo tanto, la suplementacion con Mg?* podria reducir la progresion de la CV. En pacientes con ERC,
los niveles mas bajos de Mg?* sérico se asocian con CV y predicen un aumento de la rigidez arterial y
la mortalidad. EI Mg?* puede interferir tanto con la formacién de hidroxiapatita como con la

reprogramacion osteo-condrogénica de las CMLV [109].
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Experimentos en ratones tratados con niveles excesivos de CTR, para promover una continua
activacion del receptor de Vit D durante la deficiencia de Klotho, revelaron que la suplementacion con
Mg?* es un tratamiento potencial adicional para reducir la progresion de la CV [110]. La sobrecarga de
CTR fue seguida por una extensa CV y una regulacion al alza de la osteoinduccién adrtica, como lo
demuestra la expresion de los marcadores osteogénicos Msx2, Cbhfal y Alp I. Esos efectos se atenuaron

con un tratamiento adicional con Mg?*.

3.3. Disfuncién Endotelial

Como ya se ha mencionado, el endotelio vascular esta compuesto por una monocapa de células
especializadas (células endoteliales), que forman la interfaz entre las células de mdsculo liso
subyacentes de la luz vascular. Las células endoteliales recubren la superficie interna de los vasos
sanguineos y cumplen importantes funciones mecénicas y bioldgicas. Estas células endoteliales pueden
exhibir una plasticidad significativa en funcién del medio en el que existan; por ejemplo, el endotelio
que comprende la barrera hematoencefalica tiene caracteristicas funcionales significativamente
diferentes a las del revestimiento de la aorta. Sin embargo, todas las células endoteliales comparten un
conjunto comln de funciones, incluida la regulacién de la hemostasia, el mantenimiento de la
permeabilidad vascular, la mediacidn de las respuestas inmunitarias agudas y crénicas a varios tipos de
lesiones y el control del tono vascular. Entre los compuestos vasoactivos més importantes producidos
por las células endoteliales se encuentran el NO, la prostaciclina y la ET-1, entre otros, ya que no sélo
afectan el tono vascular sino también a la actividad y adhesion de plaquetas y células inmunes al
endotelio [111, 112]. La expresion endotelial de las moléculas de adhesion celular gobierna las
interacciones con los leucocitos y monocitos circulantes, afectando la inflamacion, y con las plaquetas
circulantes, afectando a la hemostasia y la trombosis. El endotelio también modula la respuesta de la
capa de CMLV, lo que puede contribuir a la formacién de la intima durante el desarrollo de placas

ateroscleraticas.

Hay varios mecanismos moleculares que gobiernan los procesos criticos del endotelio, pero
ninguno es tan critico como la via de sefializacion del NO. EI NO es un gas inestable, soluble y con
fuertes propiedades vasodilatadoras, antiinflamatorias y antioxidantes que juega una funcion central en
el mantenimiento de la homeostasis vascular. En la fisiologia vascular normal, el NO juega un papel
clave para mantener la pared vascular en un estado de reposo mediante la inhibicion de la inflamacion,
la proliferacion celular y la trombosis. Esto se logra en parte mediante la s-nitrosilacion de los residuos

de cisteina en una amplia gama de proteinas, lo que reduce su actividad biolégica. Las proteinas diana
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incluyen el factor de transcripcion NF-xB, las proteinas que controlan el ciclo celular y las proteinas
involucradas en la generacidn del factor tisular. Ademas, el NO limita la fosforilacion oxidativa en las
mitocondrias. EI NO es producido por una familia de enzimas llamadas 6xido nitrico sintasas (NOS)
por oxidacion de L-arginina (L-Arg) a L-citrulina. Hay tres isoformas de NOS. Dos de ellos, la NOS
neuronal (NNOS) y eNOS, se expresan de forma constitutiva, mientras que la tercera es inducible y,
por tanto, se denomina iNOS. La nNOS se encuentra principalmente en el sistema nervioso y es
necesaria para la sefializacion neuronal, mientras que la eNOS se localiza en el endotelio y es esencial
para la vasodilatacion y el control de la PA. Estas dos isoformas producen cantidades nanomolares de
NO durante periodos breves (de segundos a minutos) de forma dependiente del Ca**/CaM. iNOS, por
el contrario, no esti constantemente presente en las células y solo se expresa cuando la célula es
inducida o estimulada, tipicamente por citoquinas proinflamatorias y/o LPS. En las CMLV, el NO se
difunde y activa la enzima guanilato ciclasa, que promueve la vasodilatacion mediada por guanosin
monofosfato ciclico (cGMP). El endotelio también media la hiperpolarizacion de CMLV a través de
una via independiente de NO, lo que aumenta la conductancia del K y la subsiguiente propagacion de

la despolarizacion de las CMLV, para mantener el tono vasodilatador.

La biodisponibilidad reducida del NO es un sello distintivo de la ERC, siendo esta alteracion
casi universal en los pacientes que alcanzan la fase mas avanzada de la ERC. La baja biodisponibilidad
de NO en la ERC depende de varios mecanismos que afectan la expresion y la actividad de laeNOS. La
biodisponibilidad de NO depende de varios factores como la acumulacién de inhibidores endégenos de
eNQOS, inflamacion y EO, productos de glicosilacion avanzada, trastornos del equilibrio dseo-mineral
como hiperfosfatemia, FGF23 o bajos niveles de CTR o del factor vasculoprotector y de

antienvejecimiento Klotho [36, 113, 114]. Todos inciden sobre disfuncién endotelial en la ERC.

La ET-1 es una hormona que tiene efectos pleiotropicos, destacando su papel vasoconstrictor
actuando sobre el musculo liso de los vasos sanguineos. Se compone de 21 aminodacidos y dos enlaces
disulfuro intracatenarios [115]. Aparte de la ET-1, existen otros dos isopéptidos estructuralmente
similares, denominados ET-2 y ET-3, producidos a partir de la transcripcion de sus respectivos genes
END1, EDN2 y EDN3 [116]. ET-1 es el isopéptido predominante implicado en la regulacion del
sistema cardiovascular, y las células endoteliales vasculares son la fuente mas abundante de ET-
1. Ademas de las células endoteliales, la ET-1 se expresa en una amplia variedad de células, incluidas
las CMLV, los cardiomiocitos, los fibroblastos, los macrofagos, las células epiteliales de los pulmones
y los rifiones, las neuronas y las células gliales [117]. Las ET se producen a partir de sus
correspondientes prepropolipéptidos de aproximadamente 200 residuos que estan codificados por tres

genes distintos. Estos péptidos se convierten en intermediarios inactivos de 38 ¢ 39 aminoacidos
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Ilamados Big ET (Big ET-1, Big ET-2 y Big ET-3) por la endopeptidasa similar a la furina. Los Big
ET se activan posteriormente a través de la escision proteolitica por las enzimas convertidoras de ET
(ECE), ECE-1y ECE-2. El aumento de la sintesis de ET-1 es promovida por la angiotensina 2 (Angll),
la vasopresina (AVP), la interleuquina 1 (IL-1), LDL oxidada (oxLDL), pH extracelular reducido y
ciclosporina A. Por el contrario, la prostaciclina, la tension de cizallamiento, el NO y todos los péptidos

natriuréticos son potentes inhibidores de la expresion del gen END1 (Figura 14) [118].
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Figura 14. Sintesis y potenciadores/inhibidores de la ET-1. La sintesis de la ET-1 implica el procesamiento de un precursor por una proproteina
convertasa de tipo furina a un intermediario inactivo, el Big ET-1. El dltimo péptido luego se escinde directamente por una enzima convertidora
de endotelina (ECE) en ET-1. Su sintesis puede ser regulada principalmente a nivel de transcripcién génica por potenciadores (recuadro negro) y
por inhibidores (recuadro rojo).

Las endotelinas se secretan de dos formas: la constitutiva y la reguladora. La via constitutiva
produce una intensa constriccion del misculo liso subyacente, lo que contribuye al mantenimiento del
tono vascular endogeno. La otra forma es mediante la liberacién de granulos de almacenamiento
especificos de células endoteliales (cuerpos de Weibel-Palade) en respuesta a estimulos fisioldgicos

externos, lo que produce una mayor vasoconstriccion.

En la vasculatura, ET-1 actta sobre los receptores de endotelina tipo A y tipo B (ETAy ETB
respectivamente) ubicados en las CMLV y células endoteliales para inducir la contraccion vascular o
la vasodilatacion [119]. La accion vasoconstrictora de ET-1 estd mediada principalmente por ETA. La
interaccion ET-1-ETA en las CMLV aumenta el Ca?* intracelular, lo que conduce a la fosforilacion y

activacion de la cadena ligera de miosina, lo que provoca vasoconstriccion (Figura 15) [120]. ET-1
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induce vasoconstriccién de larga duracién como resultado de la tasa de disociacion lenta de los
receptores ET [121].

Se ha demostrado que la hipomagnesemia disminuye la proliferacion de células endoteliales,
estimula la adhesiéon de monocitos y potencia el desarrollo de disfuncion endotelial a través de la
activacion de NF-«kB [76]. Sin embargo, estas modificaciones son el resultado de la privacion de Mg?*
[122].

Célula endotelial

TCa™ intracelular

CONTRACCION

Figura 15. Sefializacion de ET-1 sobre sus receptores en la vasculatura. La ET-1 es producida y secretada por las células endoteliales. La ET-
1 actta de forma autocrina y paracrina sobre los receptores ETA'y ETB. En las CMLV inducen la contraccién mediante el aumento de entrada de
Ca?.

El Mg?* bajo causa disfuncion endotelial al generar un entorno proinflamatorio, protrombético
y proaterogénico. Esto demuestra un efecto directo del Mg?* en el mantenimiento de la funcidn
endotelial debido a su efecto protector contra la aterosclerosis y su papel en la promocién del
crecimiento de vasos colaterales en la isquemia cronica. Asi, el Mg?* alto podria facilitar la re-

endotelizacién de vasos dafiados [122].

Estudios de metaanalisis y de ensayos clinicos controlados muestran una asociacién inversa
entre la ingesta de Mg?* y el riesgo de eventos cardiovasculares como enfermedad coronaria, accidente
cerebrovascular y mortalidad por enfermedad cardiaca [123, 124]. La baja ingesta de Mg®*, lo que

resulta en hipomagnesemia, es un factor de riesgo para la aterosclerosis, ya que la deficiencia de Mg?*
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conduce a la disfuncion endotelial a través de la activacion de NF-xB, y la disfuncion endotelial
contribuye a la iniciacidn y progresion de las lesiones ateroscleréticas [85, 125]. La deficiencia de Mg?*
también aumenta la agregacién plaquetaria, un evento que tiene un papel en la aterogénesis y la
trombosis (Figura 16) [126].

X 1 Permeabilidad endotelial — )
Endotelio normal | Biodisponibilidad de NO Endotelio disfuncional

1 Citoquinas
1 Adhesion leucocitaria

Bajo Mg2*

@
Alto Mg?*
—
® 1 Biodisponibilidad de NO @

| MMP-9
| NF-«xB
| Factor vWF

Figura 16. Efecto de la deficiencia de Mg?* sobre el endotelio. Figura adaptada de Jeanette A.M.Maier. Endothelial cells and
magnesium:implications in atherosclerosis. Clinical Science (2012) 122, 397-407.

Dado que esta Tesis tiene como uno de sus principales objetivos el estudio del efecto del
suplemento de Mg?* sobre la disfuncién endotelial, para ello se han realizado experimentos in vivo
empleando modelos animales de ERC.

4. INFLAMACION Yy ESTRES OXIDATIVO EN LA ERC

4.1, La inflamacién en la ERC

La inflamacién, en términos generales, es una respuesta del organismo frente a cualquier tipo
de agresion capaz de causar un dafio celular o tisular. El objetivo del organismo con esta respuesta es

aislar el elemento causante del dafio para después eliminarlo y reparar el tejido dafiado.

El incremento de la inflamacion es un proceso paralelo a la evoluciéon de la ERC. La
acumulacion de toxinas y los desajustes del metabolismo mineral propios de la disfuncién renal, la

contaminacion bacteriana del liquido de dialisis, el tipo de membrana y los catéteres venosos en la
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dialisis estimulan también la produccion de citoquinas proinflamatorias. Las principales fuentes de
citoquinas inflamatorias son los monocitos circulantes y las células endoteliales. Esta liberacién

sostenida de citoquinas proinflamatorias agrava las complicaciones del paciente urémico.

Izquierdo y colaboradores propusieron que la inflamacién sistémica o local a nivel renal
produce un descenso en la expresion de Klotho que podria ser debido a la accion de citoquinas como
TNFa y el inductor débil de la apoptosis relacionado con el TNF (TWEAK) y que esta regulacion esta
mediada por la activacion de NF-xB [127]. Las alteraciones en el metabolismo mineral pueden ser
también un estimulo adicional en la respuesta inflamatoria local [128]. A su vez, los estimulos
inflamatorios pueden favorecer la mineralizacion de tejidos vasculares [129]. Estos datos ponen de

manifiesto una posible asociacion entre inflamacion y alteracién del metabolismo mineral.

En los pacientes con ERC las toxinas urémicas ejercen efectos proinflamatorios sobre
monocitos/macréfagos. Dicho proceso adquiere un caracter crénico y contribuye a la disfuncion
endotelial y la mortalidad por ECV [130]. En general, entre un 30 y 50% de los enfermos renales tienen
niveles elevados de marcadores inflamatorios en sangre, como PCR, ferritina, fibrinégeno, IL-6, IL-
1B, IL-8 (interleuquina 6 y 8 respectivamente), TNFa, molécula de adhesion de célula vascular 1
(VCAM-1) o ICAM-1 [131]. El incremento de estos marcadores pro-inflamatorios se ha vinculado a
un aumento de la mortalidad por ECV en la poblacién general y particularmente en pacientes con ERC
[132]. En una cohorte de pacientes en hemodidlisis, altos niveles de IL-1p, IL-6 y TNF-a, en
combinacion con pardmetros antiinflamatorios bajos (interleuquina 2, 4, 5y 12 (IL-2, IL-4, IL-5, IL-

12 respectivamente)), se asociaron con una disminucion de la supervivencia [133].

No se conoce con exactitud qué factores inician el proceso inflamatorio en la ERC. En este
sentido, las toxinas urémicas y los cambios en la composicion del plasma y en la funcién endotelial,
causados por el fallo renal, favorecen el dafio vascular y juegan un importante papel en la estimulacion

temprana de la respuesta inflamatoria.

Asociada a la ERC se produce también dislipidemia que también puede contribuir al proceso
inflamatorio [134]. Estos desequilibrios lipidicos alteran también la funcion endotelial y amplifican los
efectos perniciosos de los mecanismos proinflamatorios [135]. Por otro lado, durante las primeras
etapas de la ERC se observa un importante incremento de moléculas pro-inflamatorias y pro-
osteogénicas en la pared vascular y en areas de calcificacion de la tinica media aértica [136]. De hecho,
varias lineas de evidencia indican que la inflamacion desencadena y precede a la conversién
osteogénica de CMLYV, lo que promueve el proceso de calcificacion. Se ha propuesto que la inflamacion

pudiera regular la CV, al menos en parte, a través de la activacion de una via de estrés del reticulo
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endoplasmico, que a su vez puede aumentar la captaciéon de P inorganico, lo que lleva a una mayor
diferenciacion osteogénica de las CMLV y una mayor deposicién mineral [137]. La relacion de

inflamacion vascular y calcificacion seré estudiada en esta tesis.

En los Gltimos veinte afios, una gran cantidad de evidencia establecieron que la deficiencia de
Mg?* contribuye tanto al incremento de los procesos inflamatorios agudos como a la inflamacién de
bajo grado en las enfermedades cronicas. El nivel bajo de Mg?* se acompafia de una elevacion de 2 a 4
veces de los biomarcadores inflamatorios, y en particular de la PCR y la suplementacién con Mg?* los
reduce. Estudios recientes también han indicado que la produccion de citoquinas proinflamatorias
inducida por la deficiencia de Mg?* involucra NF-xB, incluidos TNFa e IL-1p [138, 139]. En esta tesis
se valorara a nivel vascular el papel del suplemento de Mg?* sobre la inflamacion vascular asociada a

la uremia.

La deficiencia de Mg?* se relaciona con una mayor entrada de Ca®* a través de canales de
transporte lentos y una mayor liberacion de Ca®* procedente de los depdsitos intracelulares como el
reticulo sarcoplasmico. Si el suplemento de Mg?* puede inducir o no cambios vasculares que permitan
reducir la inflamacion, dislipemia e HTA seré objeto de estudio en esta Tesis Doctoral. Otro elemento

para estudiar en esta Tesis sera la inflamacion asociada a la ECV y ERC.

4.1.1. Citoquinas

Las citoquinas son proteinas mediadoras del sistema inmune que ejercen su efecto biol6gico
a través de su unién con receptores especificos expresados en la superficie celular. Las citoquinas
controlan diversas funciones fisioldgicas como inflamacién, respuesta inmune local y sistémica,
diferenciacion celular, maduracién celular, reparacién tisular, hematopoyesis, apoptosis y otros
procesos bioldgicos. Son producidas principalmente por macrofagos activados y linfocitos, aunque
también por otras células como leucocitos polimorfonucleares (PMN), CMLV, endoteliales, epiteliales,
del tejido conjuntivo y adiposo. Como se ha comentado, las principales citoquinas alteradas en el
entorno urémico inflamatorio son IL-1pB, IL-6 y TNFa. A continuacion, se describen algunas de las
principales citoquinas que se encuentran alteradas en la ERC y que son biomarcadores de riesgo

cardiovascular.
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4.1.1.1. IL-1p

La IL-1 ejerce una variedad de efectos incluyendo la induccién de inflamacion y de proteinas
de fase aguda, aumento de la temperatura corporal y estimulacion de la proliferacion de células T y B.
Aunque monocitos y macréfagos son los principales tipos celulares que la sintetizan, las células
endoteliales también la producen [140]. Presenta dos formas biolégicamente activas: la IL-1a y la IL-
1B, que comparten una alta homologia estructural y funcional [141]. En humanos, la IL-1o es un
regulador de eventos intracelulares y mediador de inflamacidn local, mientras que la IL-1p se encuentra
predominantemente en circulaciéon y contribuye a la inflamacién sistémica. Existen dos tipos de
receptores de IL-1 (IL-1R): el receptor tipo I (IL-1RI) y el receptor tipo Il (IL-1RII), los cuales
comparten muchas caracteristicas estructurales, ademas de la proteina accesoria del 1L-1 (IL-1RacP),
correceptor del IL-1R [140]. El efecto proaterogénico de la IL-1 se atribuye a su capacidad de participar
en acontecimientos como la inflamacion en la pared del vaso, la quimiotaxis de leucocitos y la
expresion de factores que estimulan la proliferacion de CMLV [142]. Tanto las MAPK como el NF-
kB estan involucrados en las condiciones patoldgicas del rifidon y son desencadenados por la IL-1p. Por
lo tanto, la IL-1p juega un papel importante en las enfermedades renales al aumentar la sefializacion de
MAPK y NF-xB. Asimismo, IL-1p y/6 TNFa producen un aumento en la expresion de
metaloproteinasas de la matriz extracelular (MMP) durante la aterogénesis, lo que promueve la
inestabilidad de la placa ateromatosa con el consecuente riesgo de trombosis, ademas de modular la
adhesion celular y alterar la permeabilidad de la monocapa de células endoteliales promoviendo la
infiltracion de monocitos en el espacio subendotelial. En la DT2 la glucosa induce la produccion de IL-
1B de la célula beta productora de insulina, y ésta a su vez induce a la célula beta a producir su propia

IL-1pB promoviendo una disfuncion endotelial presente en el SMet [143].

41.1.2. IL-6

La IL-6 es una glicoproteina producida fundamentalmente por numerosos tipos de células
inmunes, como son monocitos, células mesoteliales, fibroblastos, adipocitos y linfocitos en respuesta
a estimulos fisioldgicos, tales como TNFa, I[L1B, endotoxinas y EO. Las CMLV también expresan IL-
6. Los pacientes con ERC muestran altos niveles séricos de IL-6 [130]. Niveles elevados de IL-6 se
han asociado también con la progresion de aterosclerosis en pacientes con ERC [144]. In vitro, la IL-6
disminuye la expresion de adiponectina, una adipoquina anti-aterogénica, promoviendo ain mas la

aterosclerosis [145]. También es una potente citoquina inflamatoria que juega un papel clave en la
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patogenia de la resistencia a la insulina y la DT2 [146]. Ademas, estudios epidemiol6gicos han
informado de concentraciones aumentadas de IL-6 en asociacién con HTA y eventos cardiovasculares
[147].

41.1.3. IL-8

La IL-8 es una citoquina liberada ante un estimulo inflamatorio, y actia como mediadora de la
respuesta innata del sistema inmune, capaz de amplificar dicha respuesta inflamatoria a nivel local y
de estimular la angiogénesis. La IL-8 es un factor quimiotéactico que atrae a neutrdfilos, basofilos y
células T, aunque no a monocitos, y que es secretado por macréfagos, células epiteliales, células
endoteliales, y también por CMLV. Pacientes en hemodialisis presentan altos niveles de IL-8, asi como
de IL6 y TNFa, al compararlos con individuos normales [148]. Ademaés, dicha citoquina aumenta aln
mas sus niveles séricos en pacientes con ERT, lo cual la convierte en un importante predictor de

mortalidad cardiovascular en pacientes con ERT [149].

4.1.1.4. TNFa

TNFa es una proteina transmembrana que es sintetizada por diversos tipos celulares, pero
fundamentalmente por macréfagos e interviene en enfermedades inflamatorias crénicas como la artritis
reumatoide y la ERC [130]. La pérdida de funcion renal en la uremia afecta al aclaramiento de TNFa
y es una de las principales causas del aumento de su actividad [150]. Es miembro de una familia de
ligandos activadores de receptores cuya union inicia sefiales de proliferacion celular y apoptosis. TNFa
sufre una escisién proteolitica a través de la enzima convertidora de TNFo, (TACE) dando lugar a su
forma soluble, la cual ejerce su funcidn biolégica a través de su unién con sus receptores especificos
TNF-R1 y TNF-R2. Después de la liberacion de la forma soluble de TNFa por TACE, el dominio
intracelular residual del precursor migra hacia el nucleo de la célula, donde media la produccion de
citoquinas [151]. Una sefalizacion lenta y continuada de TNFa da lugar a una inflamacion crénica.
Varios estudios han demostrado que TNFa es capaz de inducir estrés del reticulo endoplasmico en
CMLYV, lo cual resulta en una captacion acentuada de P que conlleva a una induccion de la
calcificaciéon. Asimismo, diversos autores han mostrado que la incubacion de células vasculares
calcificantes con concentraciones crecientes de TNFa, conduce a un incremento de la actividad de la
fosfatasa alcalina y a la deposicion mineral en las células de una manera dosis-dependiente, sugiriendo
un papel del TNFa en el desarrollo de la CV [152]. Tintut y colaboradores comprobaron que la

presencia de monocitos durante el cultivo de células vasculares calcificantes aumentaba la actividad

53


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/cohort-effect

INTRODUCCION

fosfatasa alcalina. Estos resultados sugieren que el aumento de calcificacion en células vasculares
inducida por monocitos se debe a la interaccién intercelular y a la produccién de factores solubles como
el TNFa [153].

41.15. ICAM-1

ICAM-1 es una glicoproteina transmembrana de la superfamilia de inmunoglobulinas que se
une a algunas proteinas de la familia de las integrinas promoviendo la adhesién celular en las reacciones
inmunes e inflamatorias. La expresion de ICAM-1 se produce mayormente en células endoteliales,
células epiteliales, fibroblastos y en células de origen hematopoyético, como macréfagos y linfocitos,
y en menor proporcion en CMLV. Asimismo, ICAM-1 puede ser estimulada por lipopolisacaridos y
por citoquinas, como son IFNy, IL-1B y TNFa. La unién ICAM-1/LFA-1 promueve el reclutamiento y
la activacion de eosindfilos, neutréfilos y linfocitos a través de una cascada de sefiales internas donde
estadn implicadas gran nimero de quinasas, lo que representa un importante factor en la fisiopatologia
de las enfermedades vasculares [154]. Entre el 30 y el 50% de pacientes con ERC presentan niveles
elevados de ICAM-1 [155].

4.2. Estrés oxidativo

El EO se define como un estado de desequilibrio entre la formacién/produccién de EROs y su
degradacién insuficiente de esos radicales por los sistemas antioxidantes. Estos incluyen radicales de
oxigeno y peroxidos, como superoxido (O27) y especies de radicales de nitrégeno, como NO y dioxido
de nitrégeno (NO>), y otras especies, como peroxinitrito (ONOQO™), peroxido de hidrégeno (H202) e
hipoclorito (CIO7). Las EROs no son necesariamente dafiinas para las células. En concentraciones
moderadas, las EROs actlian como segundos mensajeros y regulan las vias de transduccion de sefiales
intracelulares. En condiciones normales, las EROs se producen en condiciones fisiolégicas en las
células (en el interior de la mitocondria) durante la respiracion aerébica mediante la reduccién del
oxigeno y se eliminan mediante varios mecanismos de defensa antioxidantes debido a que forman parte
del sistema de defensa no especifico del organismo [156]. Sin embargo, en caso de un desequilibrio en
el estado prooxidante/antioxidante, los niveles excesivos de EROs pueden producir dafio celular
mediante la interaccion con biomoléculas (proteinas, lipidos y acidos nucleicos) y, por lo tanto, tener
efectos negativos sobre la funcidn y estructura de los tejidos, estando implicados en diferentes
situaciones patoldgicas y enfermedades. En el mantenimiento del equilibrio redox también juegan un

papel muy importante moléculas antioxidantes exdgenas, adquiridas fundamentalmente con la dieta
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[157]. Varias enfermedades crdnicas asociadas con la inflamacidn, incluida la ERC, ECV y la diabetes

mellitus se caracterizan por una produccion excesiva de EROs.

El rifidn es un 6rgano altamente energético. Esto lo hace méas vulnerable a los dafios causados
por el EO [158, 159]. El vinculo "oxidativo" entre la ERC y sus complicaciones se logra a través de
varios mecanismos, como el desacoplamiento de la eNOS y el aumento de la actividad de la NADPH
oxidasa (NOX), ademas de pérdidas de antioxidantes debido a restricciones dietéticas, uso de

diuréticos, pérdida de energia proteica y/o disminucién de la absorcion intestinal [160, 161].

Se especula que los niveles de EROs aumentan de forma gradual a medida que la funcion renal
se deteriora. La patogenia del EO en la ERC es obviamente multifactorial e incluye diferentes causas.
A medida que progresa el deterioro de la funcion renal se acumulan también en el organismo una serie
de moléculas que denominamos toxinas urémicas. Vanholder y cols han descrito una serie de estas
toxinas que contribuirian al dafio vascular y renal [162]. Estas sustancias retenidas pueden comportarse
como substrato de posteriores modificaciones oxidativas en un medio urémico, motivo por el que

alguna de ellas veria aumentada su toxicidad.

No esta claro si la defensa antioxidante en el paciente urémico se encuentra alterada o es la
sobreproduccién de EROs lo que conlleva al desequilibrio existente entre ambos en el paciente renal.
La ERC y su tratamiento mediante hemodidlisis son estados netamente pro-oxidantes, donde aumenta
la produccidn de elementos oxidantes y disminuyen las sustancias antioxidantes de bajo peso molecular
[163].

La triada EO, inflamaci6n crénica y disfuncion endotelial como un sello distintivo de la ERC,
mantienen y perpetlan el circulo vicioso donde el dafio renal crénico promueve una mayor lesion renal
y el desarrollo de las complicaciones sistémicas de la ERC y, en particular, de la disfuncién
cardiovascular [164, 165].

La deficiencia de Mg?* se ha asociado con EO en insuficiencia cardiaca (IC), diabetes mellitus,
obesidad e HTA [166, 167]. Ademas de la asociacion entre la deficiencia de Mg?* y el EO mitocondrial,
distintos trabajos han demostrado correlaciones entre la deficiencia de Mg?* y otras fuentes de
EROs. Se encontro que la deficiencia de Mg?* interfiere con la liberacion de NO del endotelio coronario
[168]. La deficiencia de Mg?* da como resultado la activacién de eNOS, asi como la reduccién del
Mg?* sérico y el glutation tisular en todas las camaras del corazén [169]. La deficiencia de Mg?*

también provoca un aumento de la actividad de la NOX inducida por la disminucion de ATP [170].
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Estudios en animales muestran que la deficiencia de Mg?* mejora el reclutamiento de células
fagociticas para realizar sus funciones efectoras, lo que finalmente conduce a la generacién de EROs
[171]. La produccién excesiva o cronica de EROs, que afecta patolégicamente al tejido, es una de las
razones por las que el estrés inflamatorio se considera un factor de riesgo para numerosas enfermedades

cronicas.

En este sentido, en esta Tesis se valorard el posible efecto del Mg?* sobre el EO a nivel

vascular.

4.2.1. Sindrome Metabdlico en la ERC

El SMet es un grupo de anomalias metabolicas que incluye HTA, obesidad central, resistencia
a la insulina y dislipidemia aterogénica. EI SMet esta fuertemente asociado con un mayor riesgo de
desarrollar ECV aterosclerdtica. La patogenia de SMet involucra factores tanto genéticos como
adquiridos que juegan un papel en la via final de inflamacién que conduce a ECV. El SMet ha cobrado
una relevancia creciente en los Gltimos tiempos debido al aumento exponencial de la obesidad en todo
el mundo. El SMet esta estrechamente relacionado con la diabetes y la ECV y es un factor de riesgo

importante para la mortalidad de los pacientes.

El SMet es mas frecuente en adultos con una edad superior a 40 afios, con un riesgo tres veces
mayor que en adultos de 20 a 39 afios. Se desconoce si este aumento estd relacionado con el
envejecimiento per se o con cambios en la composicion corporal (por ejemplo, un aumento en el
contenido de grasa corporal y una reduccion en la masa muscular). Algunos autores reportan que,
independientemente del contenido de grasa corporal, el SMet es mas comdn en hombres que en mujeres

por los factores hormonales implicados (andrégenos).

Entre los factores de riesgo para el SMet se incluyen: la obesidad (especialmente la obesidad
abdominal), la inactividad fisica, el envejecimiento, la resistencia a la insulina, la disfuncién del tejido
adiposo, la inflamacion crénica, el EO, la interrupcién circadiana, la microbiota, la predisposicion
genética, etc. Se postula que la resistencia a la insulina y la obesidad abdominal son los componentes
mas importantes. El origen de todos esos trastornos metabolicos puede explicarse por un estado
proinflamatorio crénico derivado de una excesiva ingesta caldrica y la sobrenutricion, con la
participacion, tal vez, de otras afecciones inflamatorias cronicas. Esta hipotesis sostiene que este estado
proinflamatorio induce resistencia a la insulina y EO, siendo este el componente comun en el desarrollo
del SMet.
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Estudios prospectivos indicaron que los de factores de riesgo del SMet se asocian mas
plausiblemente con el riesgo de desarrollar ERC [172]. En un estudio de corte transversal de una
cohorte del NHANES 111 (Thrird National Health and Nutrition Examination Survey) en EE. UU, Chen
et al. demostraron una asociacion significativa entre el SMet y la presencia de dafio renal crénico (tasa
de filtracién glomerular <60 ml/min/1,73m?) [173]. La evidencia actual sugiere que el SMet actia
sinérgicamente aumentando el riesgo de dafio renal. Sin embargo, aln no esta claro qué componentes
tendrian un mayor valor predictivo en la aparicion de la enfermedad renal. Es conocido que la
prevalencia de microalbuminuria y/o disminucién de la velocidad de filtracion glomerular aumenta

progresivamente al incrementarse el nimero de factores de riesgo del SMet [174].

Se ha demostrado que el SMet es un estado proinflamatorio y protromboético en cuyo
desarrollo es clave la alteracion del tejido adiposo [175]. Hoy dia, se considera al tejido adiposo como
un 6rgano endocrino y paracrino bioldgicamente activo. Los adipocitos experimentan hipertrofia
e hiperplasia en respuesta al exceso nutricional que induce un estado hipdxico en las células al
incrementar la cantidad necesaria de oxigeno [176]. La hipoxia puede provocar necrosis celular con
infiltracion de macrofagos, produccion de adipocitoquinas, asi como de IL-6 y TNFa. Se ha
demostrado la presencia de niveles elevados de IL-6 en tejido adiposo de pacientes con diabetes
mellitus y obesidad y también, en particular, en pacientes con criterios de SMet. El exceso de TNFa es
un mediador de afecciones cardiovasculares como la aterosclerosis o la insuficiencia cardiaca. Se ha
reportado que actlia como mediador paracrino para reducir la resistencia a la insulina en los adipocitos
[177]. EI mecanismo por el cual se produce la desregulaciéon de los adipocitos no se comprende
claramente, pero se postula un papel del EO inducido por la obesidad. En estudios en humanos y en
animales se ha encontrado una correlacion positiva entre la acumulacién de grasay el EO, con
produccion de EROs y una mayor expresion de nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (NADPH)
oxidasa con una disminucién concomitante de la expresion de enzimas antioxidantes [178]. En
pacientes con SMet, marcadores de un estado prooxidante, como la oxLDL o el acido Urico estan
elevados y la actividad de enzimas antioxidantes disminuida, lo que permite que oxLDL y las EROs

activen una cascada oxidativa que promueve la apoptosis y el dafio celular.

El conjunto de condiciones patoldgicas presente en el SMet aumenta el riesgo de trastorno por
dafio aterogénico o aterosclerosis. La aterosclerosis se caracteriza por la acumulacién de lipidos y
leucocitos en los vasos sanguineos, lo que conduce a la formacidon de placa en la capa intima
subendotelial de las arterias de tamafio mediano y grande. Con el tiempo la placa se endurece, lo que

provoca el estrechamiento de las arterias y la disminucién del flujo de sangre. Posteriormente, las placas
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crecen debido a la proliferacion de tejidos fibrosos y el musculo liso circundante, lo que produce un
abultamiento dentro de las arterias y, en consecuencia, una reduccion del flujo sanguineo. La
produccidn de tejido conjuntivo por parte de los fibroblastos y el depdsito de Ca?* en la lesion provoca
esclerosis o endurecimiento de las arterias. Finalmente, la superficie irregular de las arterias da como
resultado la formacion de coagulos y trombosis, lo que conduce a la obstruccion repentina del flujo

sanguineo.

Los niveles de colesterol plasmatico, LDL y apolipoproteinas estan altamente correlacionados
con la aterosclerosis clinica. Ademas, la aterosclerosis se acompafia de una respuesta inflamatoria
cronica de bajo grado que atrae células del sistema inmunitario innato y adaptativo hacia la placa
aterosclerdtica, algunas de las cuales reconocen a la apolipoproteina B (ApoB), la proteina central de
las particulas LDL. En la intima, el LDL sufre modificaciones oxidativas por EROs que promueven la
captacion de oxLDL en macréfagos. Asi, la aterosclerosis es una enfermedad inflamatoria crénica con
un componente autoinmune. Ademas, los fosfolipidos oxidados per se desencadenan la inflamacion de
la pared arterial al unirse a los receptores tipo Toll (TLR), un grupo de receptores de reconocimiento
de patrones (PRR) ampliamente expresados que causan sefializacion proinflamatoria. La respuesta
inmunitaria promueve el aumento de expresion de moléculas de adhesién como la molécula de
adhesion intercelular (ICAM-1), que se acompafia con la infiltracion de células del sistema inmune
adaptativo.

Respecto a la relacion del SMet con el Mg?*, objetivo que sera analizado en esta Tesis, existen
estudios de metaanalisis que muestran una asociacion inversa entre la ingesta de Mg?* y el SMet y la
diabetes [179]. Con base en ocho estudios de cohortes transversales y dos prospectivos, la
metarregresion indicé que la ingesta de Mg?* en la dieta esta significativa e inversamente asociada con
el riesgo de SMet [180]. La concentracion sérica de Mg?* no solo se asoci6 negativamente con la
diabetes, sino también con la glucosa sérica, la insulina sérica, la hemoglobina Alc y el indice de
resistencia a la insulina (HOMA-IR) [181].

4.2.2. Hipertension

La HTA es otro proceso patolégico frecuentemente observado en el SMet. Se trata de una
condicién importante para el diagnostico del SMet debido al aumento de Angll o la pérdida del efecto
vasodilatador de la insulina en los vasos entre otros [182, 183]. La HTA es un trastorno generalizado
con alta prevalencia que afecta a una poblacion heterogénea de pacientes. A nivel mundial, una quinta

parte de la poblacién adulta es hipertensa y la prevalencia en mayores de 60 afios alcanza el 50. La
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HTA se define como un valor de PA sostenido de 140/90 mm mercurio (Hg) o superior [184]. Cuando
su etiologia es desconocida, lo cual ocurre en el 90% de los casos, se clasifica como HTA esencial o
primaria [185].

La asociacion entre HTA y ERC es un hecho ampliamente documentado en la bibliografia.
Son estados fisiopatologicos estrechamente interrelacionados, de modo que la HTA sostenida puede
conducir al empeoramiento de la funcion renal y, por el contrario, la disminucién progresiva de la
funcion renal puede conducir al empeoramiento del control de la PA. La fisiopatologia de la HTA en
la ERC es compleja y es una secuela de mdltiples factores, que incluyen la reduccién de la masa de
nefronas, el aumento de la retencion de Na* y la expansién del volumen extracelular, la hiperactividad
del sistema nervioso simpatico, la activacion de hormonas, incluido el sistema renina-angiotensina-
aldosterona (SRAA), y la disfuncidn endotelial. Aunque el riesgo relativo de dafio renal grave en
pacientes con HTA esencial no complicada es bajo, la HTA se mantiene como la segunda causa
principal de ERT después de la diabetes [186]. Ademas, la microalbuminuria, la disfuncién cognitiva
y el dafio sutil de los érganos diana, como la hipertrofia del ventriculo izquierdo, tiene lugar de forma
temprana en el curso de la HTA y puede pasar desapercibido hasta que se produzcan complicaciones

importantes.

Uno de los mecanismos por los cuales el Mg?* reduce la PA es actuando como un blogueador
natural de los canales de Ca?*. EI Mg?* compite con el Ca®" por los sitios de unién en las CMLV,
aumenta la prostaglandina E, se une al K de manera cooperativa, induce vasodilatacién dependiente
del endotelio, mejora la disfuncion endotelial en pacientes hipertensos y diabéticos, disminuye el Ca?*
y el Na* intracelulares y reduce la PA (Figura 17) [187].
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Figura 17. Efecto del Mg?* sobre el tono vascular en CMLV. EI Mg?* es un antagonista natural del Ca?* mediante su unién al CaSR, inhibiendo
la entrada de Ca?* al interior celular y su salida del reticulo endoplasmico, ademés de promoviendo su salida al exterior. También es capaz de
inhibir la ruta Wnt/B-catenina.
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5. Hipétesis

Nuestra hipotesis de trabajo establece que puede existir una asociacidon entre algunas
alteraciones del metabolismo mineral, relacionadas con los niveles de P, Mg?*, FGF23/Klotho y Vit D,
y el inicio y progresion de la disfuncién vascular y la inflamacién. Asimismo, pensamos que una
intervencion dietética rica en Mg?* puede modular favorablemente estos pardmetros del metabolismo
mineral y, por tanto, resultar en un efecto protector. Los resultados de este estudio pueden contribuir a
considerar dichos parametros del metabolismo mineral (y al Mg?* en particular) como factores de riesgo
cardiovascular asociados a la disfuncion vascular, ofreciendo nuevas herramientas para la intervencion

y/o prevencion de las ECV.

6. Objetivos

El Objetivo General de esta tesis fue determinar, a través de estudios in vivo e in vitro, si existe
una asociacion entre los parametros del metabolismo mineral (en particular el Mg?") y la disfuncion
vascular, con la intencidén de identificar factores de riesgo que puedan ser de utilidad en su prevencion
y/o paliacidn, asi como valorar el papel de una dieta rica en Mg?* en dicha asociacion. Este Objetivo

General se abord6 mediante los siguientes objetivos especificos:

e Evaluar, in vitro, en cultivos de CMLYV, el efecto directo de la adicién de Mg?* sobre los
procesos de inflamacién y EO inducidos por niveles elevados de P.

e Evaluar in vivo, en un modelo de ratas con ERC, el efecto de la administracion de un
suplemento de Mg?* en la dieta sobre la prevencion de la inflamacion y el EO.

e Evaluar in vivo, en un modelo experimental de SMet (ratas Zucker) y ERC, el efecto de las
alteraciones especificas de algunos parametros clave del metabolismo mineral (P, Mg?* y

FGF23/Klotho) sobre la funcién vascular y la influencia del suplemento de Mg?* en la dieta.
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7. ESTUDIOS IN VITRO

7.1. Cultivo celular de CMLV

Se realizaron cultivos de CMLV provenientes de aorta humana (Clonetics- Lonza
Walkersville, Inc., EE. UU.). Las células cultivadas se mantuvieron en un incubador de células en
condiciones de 37°C con un 5 % de CO; (diéxido de carbono) y un 90 % de humedad. Las células
fueron usadas entre los pases 3y 6 y el medio se cambi6 en dias alternos. ElI medio utilizado para la
expansion y crecimiento de las CMLV fue SmBM (medio basal de células del musculo liso),
suplementado con SmMGM-2 SingleQuot Kit Suppl. & Growth Factors (Clonetics- Lonza Walkersville,
Inc., EE. UU.), el cual contiene: factor de crecimiento epidérmico recombinante humano (hEGF),
insulina, factor de crecimiento de fibroblastos basico humano (hFGF-B), gentamicina y anfotericina-
B. Ademas, el medio fue suplementado con un 20% de suero fetal bovino (FBS) (TicoEurope,
Amstelveen, Paises Bajos). Las células fueron cultivadas en frascos de 75 cm? (Becton Dickinson
Labware, NJ, EE. UU) y tras alcanzar el 90 % de confluencia, fueron subcultivadas de la siguiente
manera: se retiré el medio de cultivo y las células adheridas al frasco fueron lavadas 2 veces con suero
fisiologico (SF). Posteriormente, las células se despegaron afiadiendo al frasco 3 ml de una solucion de
Tripsina/EDTA (&cido etilendiaminotetraacético) (Sigma Aldrich Inc, MO, EE. UU) e incubando
durante 5 minutos a 37°C. Transcurrido este periodo de incubacion, se afiadié6 medio de cultivo con
FBS para inhibir la accion de la tripsina. A continuacion, la suspension celular fue centrifugada a 400
g durante 10 minutos y a 4°C. El pellet fue resuspendido en medio de cultivo, y se extrajo una alicuota
para contar el nimero de células. Una vez contadas, se sembraron y cultivaron en placas de 6 (Nunc,
Dinamarca) y 96 pocillos (Greiner Bio-One, Alemania), ambas a una densidad de 10.000 células/cm?.
Para la realizacion de los experimentos, las células se cultivaron en medio Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM) (Sigma Aldrich Inc, MO, EE. UU) suplementado con un 20% de FBS
(BioWhittaker), piruvato sédico (1 mM), glutamina (4,5 g/L), penicilina (100 U/mL), estreptomicina
(100 nug/mL) y HEPES (acido 4-(2-hidroxietil) piperazin-1-iletanosulfonico) (20 mM) (todos los
reactivos procedieron de Sigma Aldrich Inc; MO, EE. UU).
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7.2. Disefio y tratamientos experimentales

Los experimentos se realizaron una vez las células alcanzaron el 90% de confluencia. Para
realizar los experimentos, las células se cultivaron en medio de cultivo DMEM suplementado con 20%
de FBS (TicoEurope, Amstelveen, Paises Bajos). El medio contiene niveles fisiologicos de P (0,9 mM)
y Mg?* (0,8 mM). Para promover condiciones pro-inflamatorias el medio se suplement6 con P a 3,3
mM. Las condiciones experimentales se muestran en la Figura 18.

+ Control
o = - 3 + —
P(0,9mM) Microscopia confocal
CMLV Mg*(0,8mM)
Western Blot
8 24 horas Estres oxidativo
« AP Proliferacion celular
Citotoxicidad
‘/>‘ _-. :i 2 +  —
CMLV CMLV o
Mg*(0,8mM )
) Estudios expresion génica
8 9 dias Citometria de flujo
Determinacion de citoquinas
AP+ Mg? oq
0 (_= - —— + . —
P(3,3mM) T
CMLV Mg?*(1,6mM)

Figura 18. Representacion del disefio experimental in vitro.

e Grupo control: Medio con P y Mg? normal a concentraciones de 0,9 y 0,8 mM,
respectivamente.

e Grupo AP (alto P): Medio con alto contenido en Na;HPO,* (fosfato dibasico) y NaHPO4*
(fosfato monobasico) en proporcién 1:2 (Sodium Phosphate, Sigma-Aldrich Inc., MO, EE.
UU.) para obtener una concentracion final de P de 3,3 mM y normal de Mg?* (0,8 mM)

e  Grupo AP + Mg?*: Medio con alto P (3,3mM) y Mg?* elevado (1,6 mM), suplementado con
cloruro de Mg?*(MgCl,).

Se realizaron cultivos de 24 horas para valorar los niveles de EO, proliferacién, muerte celular

y la activacion de la ruta NF-kB mediante Western Blot y microscopia confocal en estas condiciones
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experimentales. Asi mismo, se realizaron otros cultivos de 9 dias de duracion en las mismas
condiciones para cuantificar la expresion génica de marcadores inflamatorios y los niveles de
citoquinas secretadas y de ICAM-1 en la superficie celular mediante Bio-Plex y citometria de flujo,

respectivamente (Figura 18).

7.3. Determinacion de la expresién génica de marcadores inflamatorios mediante
RT-PCR

Una vez transcurridos los 9 dias de tratamiento, el medio fue retirado y las células lavadas 2
veces con SF. A continuacion, se afiadio a cada pocillo 1 ml de TriReagent (Sigma Aldrich Inc, St.
Louis, MO, EE. UU) para recoger y lisar las células. Seguidamente, las células fueron resuspendidas
con una pipetay la suspension celular colocada en un vial eppendorf de 1,5 ml. Las muestras se agitaron

con vortex durante 10-15 segundos y posteriormente se congelaron a -80°C hasta su utilizacion.

7.3.1. Extraccion del ARN

La extraccion de ARN se llevo a cabo siguiendo el método de Chomczynski y Sacchi [188].
En primer lugar, los homogenados celulares se dejaron reposar durante 5 minutos a temperatura
ambiente para permitir asi la disociacion completa de nucleoproteinas. Tras este tiempo se afiadieron
200 pl de cloroformo, se agitaron las muestras con el vortex y se centrifugaron a 15900 g durante 15
minutos a 4°C. Tras la centrifugacién, la fase superior acuosa de cada una de las muestras (que contenia
el ARN) fue recogida y transferida a otro vial con 500 pl de isopropanol frio por mililitro de TriReagent,
con el fin de precipitar el ARN. Después, se incubaron las muestras a temperatura ambiente durante 10
minutos y mas tarde se centrifugaron a 15900 g durante 10 minutos a 4 °C. El sobrenadante se retiré y
el pellet de ARN se lav6 con 1 ml de etanol 70%. Tras una centrifugacién a 15900 g durante 5 minutos
a 4°C, se retiré el sobrenadante y el pellet se resuspendid con 50 ul de agua libre de nucleasas y

agitacién a 60°C durante 5 minutos.
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7.3.2. Cuantificacion del ARN

La concentracion de las muestras de ARN fue cuantificada mediante espectrofotometria

usando un NanoDrop ND-1000 UV-Vis Spectrophotometer (NanoDrop Technologies, Wilmington,

DE, EE. UU). Se tomaron las siguientes lecturas de absorbancia:

Absorbancia a 260 nm: usada para determinar la concentracion de ARN en nuestra muestra
frente a un blanco que contiene el mismo solvente utilizado para disolver el ARN (siendo en
este caso agua libre de ARN-ADN). En este método una unidad de 260 nm corresponde a 40
pg/mL de ARN monocatenario.

Ratio 260/280: 260 nm y 280 nm son las longitudes de onda de absorbancia utilizadas para
evaluar la pureza del ARN. Una proporcion de ~2,0 en este ratio se considera como un ARN
de elevada pureza y escasa contaminacion. Una relacion de absorbancia mas baja puede
indicar la presencia de proteina, fenol u otros contaminantes que tienen una absorbancia
cercana a los 280 nm.

Ratio 230/260: la relacion de absorbancia a 260 y 230 nm se puede utilizar como medida
secundaria de la pureza del ARN. En este caso, una relacion entre 2,0 y 2,2 se considera de
elevada pureza. Si la relacion es inferior a este rango esperado, puede indicar contaminantes

en la muestra que absorben a 230 nm.

7.3.3. Tratamiento con DNasa

La posible contaminacién de ADN gendmico del ARN total extraido con Trizol fue eliminada

mediante un tratamiento con DNasa, enzima que digiere fragmentos de ADN. Para ello se utilizé un

kit comercial de Sigma- Aldrich. Se empled 1 ul de DNasa (desoxirribonucleasa) para tratar 1 ug de

ARN, en una mezcla de reaccion del kit que ademas contenia 1 pl de tampoén de reaccion 10X. Se

completd hasta un volumen de 10 ul con agua libre de nucleasas. La mezcla se incubd durante 15

minutos a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se afiadi6 a la reaccion 1 ul de solucion de

parada y se dejo incubar durante 10 minutos a 70° C en un termobloque.

67



MATERIAL Y METODOS

7.3.4. RT-PCR atiempo real

La expresién génica de marcadores inflamatorios se determin6 mediante RT-PCR cuantitativa,
descrita a continuacién. Dicha técnica permite la amplificacién especifica de una pequefia cantidad de
moléculas de ARNm, primero mediante una retrotranscripcion (RT) del ARN vy sintetizando asi ADN
complementario (ADNc) monocatenario y posteriormente amplificando dicho ADNc en sucesivos
ciclos de PCR. Se empled el kit SYBR No- Rox SensiFastM de un solo paso (Bioline, Tauton, MA,
EE. UU) en un dispositivo Light Cycler (LC480, Roche Diagnostic, Indianapolis, IN, EE. UU). El
fluorocromo usado para la cuantificacion fue SYBR Green I, que se une preferentemente a ADN de
doble cadena. La union induce la emision de una fluorescencia proporcional a la concentracion de ADN
sintetizado, pudiendo visualizar de forma continua y monitorizada la amplificacion. La sefial aparece
a partir de un nimero determinado de ciclos, dependiendo de la concentracién de partida de las

muestras y de la eficiencia de los cebadores.

Para la normalizacion de la expresion de los genes de interés se usé un gen constitutivo. Este
gen codifica para una proteina no inducible y por tanto de expresion constante y que se expresa en
todas o la mayoria de las estirpes celulares. El gen constitutivo usado fue la gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH). Cada dato de los grupos analizados se expres6 como veces de cambio
respecto a los valores del grupo control. Los genes marcadores de inflamacién estudiados y el gen

constitutivo se detallan en la Tabla 1.

Tabla 1. Cebadores usados para la RT-PCR cuantitativa.

GEN CEBADOR SENTIDO CEBADOR ANTISENTIDO

GAPDH 5-TGATGACATCAAGAAGGTGGTGAAG-3*  5-TCCTTGGAGGCCATGTGGGCCAT-3
ICAM-1 5-GGGGAACCAGAGCCAGGAGACACT-3  5-TGGGCCTCACACTTCACTGTCACC-3
IL-1p  5-CAGGATATGGAGCAACAAGTGGTG-3°  5-GGGTAATTTTTGGGATCTACACTC-3
IL-6 5-GCCCCACACAGACAGCCACTCACC-3  5-TGCCTCTTTGCTGCTTTCACACAT-3
IL-8 5-GGTGCAGAGGGTTGTGGAGAAGTT-3*  5-CATGAAGTGTTGAAGTAGATTTGC-3

TNFa 5-CTTGTTCCTCAGCCTCTTCTCCTTCC-3° 5-AAGATGATCTGACTGCCTGGGCCAG-3
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7.4, Citometria de flujo

Para los estudios de citometria de flujo, las CMLV fueron cultivadas en placas de 6 pocillos.
Cuando alcanzaron la confluencia se sometieron a las diferentes condiciones experimentales descritas
anteriormente en la Figura 18. Tras el periodo experimental, el medio de cultivo se retird por aspiracion
y las células se lavaron con SF. Las células se levantaron con 400 pl por pocillo de solucién de tripsina-
EDTA a 37 °C durante aproximadamente 5 min en incubador. Cuando se completé la tripsinizacién,
su efecto se neutralizé afiadiendo a la suspensidn celular 1ml de medio de cultivo complementado con
FBS. Las células resuspendidas se centrifugaron a 300 g durante 10 minutos a 4°C. Luego, las células
se lavaron dos veces con SF. El sedimento celular se resuspendi6 en 300 ul de suero fisioldgico y se
marc6 ICAM-1 mediante incubacién en hielo durante 30 minutos con un anticuerpo monoclonal
especifico conjugado con el fluordforo isotiocianato de fluoresceina (FITC) contra CD54 humano
(ICAM-1) (Invitrogen, EE. UU). Seguidamente se afiadié tampdn fosfato salino (PBS) para eliminar el
exceso de anticuerpo y las células se centrifugaron a 300 g durante 10 minutos a 4°C. Se desechd el
sobrenadante y el precipitado se resuspendié en 300 pl de SF. El marcaje se analiz6 utilizando un
citdbmetro de flujo FACS Calibur (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EE. UU) equipado con el
software CellQuest (Becton Dickinson, Franklin Lakes, Nueva Jersey, EE. UU), en el que se
adquirieron 10* células. Se usé 1gG1-FITC de raton (BD Biosciences, CA, EE. UU.) como control
negativo. El porcentaje de células positivas para el anticuerpo CD54 se determiné por el porcentaje de

células que superan el umbral obtenido con anticuerpos no especificos.

7.5. Determinacion de citoquinas inflamatorias por Bio-Plex

Una vez transcurrido el periodo de experimentacion (9 dias), los sobrenadantes de las CMLV
tratadas con P 6 P+Mg?* tal y como se detalla en la Figura 18 fueron recogidos para determinar la
secrecion de citoquinas inflamatorias (IL-1f, IL-6, IL-8 y TNFa). La concentracion de citoquinas se
determin6 mediante el kit Bio-Plex Pro Human Cytokine 4-Plex (BioRad Laboratories, Hercules, CA,
EE. UU) de acuerdo con las instrucciones de uso del producto. El principio del ensayo de Bio-Plex es
similar al ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA, enzyme-linked immunosorbent
assay): la union covalente de los anticuerpos de captura con microesferas magnéticas permite que sean
inmovilizados después de ser incubados con las muestras que contienen los marcadores de interés. A
continuacion, se agregan los anticuerpos biotinilados para crear un complejo sandwich el cual es

detectado finalmente por la adicion de ficoeritrina-estreptavidina (SA-PE) conjugada, que sirve como
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marcador fluorescente. Para evitar perder las microesferas magnéticas durante los lavados, la placa de

96 pocillos del kit se coloco en una placa magnética durante 1 minuto. La metodologia fue la siguiente:

e Tras agitar las microesferas diluidas (1X), se afiadieron 50 pl a cada pocillo a usar y se lavd
la placa dos veces con 100 pl de tampdn de lavado mediante el uso de la placa magnética.

e Posteriormente se transfirieron a cada pocillo 50 pl de las muestras experimentales, asi como
de los estandares previamente preparados, el blanco y los controles. Realizado esto la placa
se incub6 30 minutos a temperatura ambiente en un agitador de placa a 16 g.

e Transcurridos 30 minutos, la placa se lavd (3 x 100 ul) usando la placa magnética para evitar
la pérdida de las microesferas. A continuacion, se afiadieron 25 pl de los anticuerpos de
deteccion diluidos (1X) preparados 10 minutos antes de su uso y se incub6 la placa 30 minutos
a temperatura ambiente protegiéndola de la luz.

e Tras la incubacién con los anticuerpos, se volvioé a lavar la placa (3 x 100 ul) con la placa
magnética. Diez minutos previos al uso, se preparé la SA-PE diluida (1X) y se afiadieron 50
pl a los pocillos usados. Una vez hecho esto, la placa se incub6 durante 10 minutos a
temperatura ambiente en oscuridad, agitaciéon y a 16 g.

e Tras descartar la SA-PE de los pocillos y lavada la placa (3 x 100 ul), las microesferas se
resuspendieron en 125 pl de tampdn de ensayo, la placa se cubrié y se volvid a agitar 30
segundos a 16 g y temperatura ambiente.

e La placa fue introducida en un Bio-Plex 200 System y los resultados fueron analizados
mediante Bio-Plex Manager Software.

7.6. Mecanismos intracelulares: implicaciéon de la via de sefializaciéon NF-kB

El estudio de la activacion de la via intracelular NF-xB se llevé a cabo mediante Western Blot

y microscopia confocal. Para la realizacion del Western Blot se realizaron los siguientes pasos:

7.6.1. Extraccion de proteinas

Tras los tratamientos experimentales de 24 horas, se extrajeron las fracciones citosélica y
nuclear de proteina. Para ello, las células se lavaron dos veces con SF y se incubaron en 150 ul de

buffer A de lisis de baja fuerza idnica para la extraccion de proteina citoplasmética (pH 7,9 con 10 mM
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HEPES, 10 mM KClI (cloruro de potasio), 0,1 mM EGTA (acido egtazico), 0,1 mM EDTA, 1 mM DTT
(Ditiotreitol), 0,5 mM PMSF (fluoruro de fenilmetilsulfonilo), 70 mg/mL de Protease Inhibitor
Cocktail, 0,5% Igepal CA-360) (todos los reactivos procedieron de Sigma-Aldrich). La suspension se
centrifugd a 15900 g durante 3 minutos a 4°C. El sobrenadante, que correspondié con la fraccion
citosolica, se recogid y almacen6 a -80°C. Posteriormente, para obtener los extractos nucleares, se
empled un Buffer B de lisis de alta fuerza iénica (pH 7,9 con 20 mM HEPES, 0,4 mM NaCl (cloruro
sddico), 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 0,1 mM DTT, 1 mM PMSF, 46 mg/mL Protease Inhibitor
Coctkail). Los pellets se incubaron en 20 pl de buffer B durante 15 minutos y posteriormente se
centrifugaron a 15900 g durante 5 minutos y a 4°C. El sobrenadante resultante (fraccion nuclear) fue

recogido y almacenado a -80°C hasta su uso.

7.6.2. Cuantificacion de las proteinas

La concentracion de proteina fue determinada mediante la técnica de Bradford, utilizando el
colorante de BioRad Laboratories (Hercules, CA, EE. UU). La cuantificacion mediante este método de
Bradford se basa en la cuantificacion de la union de un colorante, el Azul de Coomassie G-250, a la
proteina, comparando esta unién con la de concentraciones conocidas de una proteina estandar
(albumina de suero bovino, (BSA) Sigma). Dicho colorante, en presencia de proteinas en medio &cido,
pasa de una coloracién anaranjada a una tonalidad azulada. Este cambio de coloracién se cuantifica
midiendo su absorbancia a una longitud de onda de 595 nm. El protocolo se describe a continuacion:

e Elaboracién de la recta patron: preparacion de diluciones seriadas de una solucién estandar de

BSA, que abarca concentraciones de entre 0,5 a 25 pg/pl.

e Preparacion de las muestras: 50 pl de NaOH (hidréxido de sodio) 1N + 2 ul del extracto
citoplasmico o nuclear + 748 ul de agua destilada.

e Adicion de 200 pl del reactivo Bradford a cada tubo y mezcla mediante vortex.

e Incubacidn a temperatura ambiente durante 15 min.

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

e Cuantificacion de la concentracion de proteina de cada muestra: se calcul6 la ecuacién de la
recta patrén obtenida mediante una recta de regresion a partir de los valores de absorbancia de
las diluciones de la curva estandar. Dicha ecuacién se uso para calcular las concentraciones

de las muestras en base a su absorbancia.
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7.6.3. Western blot

7.6.3.1. Preparacion de las muestras y electroforesis

Para realizar el western blot se emplearon 25 pg de proteina, a los que se afiadié el buffer de
carga comercial (Invitrogen, CA, EE. UU). Las muestras se incubaron a 70°C durante 10 min para
desnaturalizar las proteinas. Después, se cargaron en un gel de poliacrilamida, con un gradiente de
concentracion de 4 a 20% (BioRad, EE. UU). La electroforesis se llevo a cabo a 120 V y 80 mA en
running buffer (pH 8,3 Tris-Base 25 mM, SDS (dodecilsulfato sédico) 3,5 mM, glicina 192 mM)

durante aproximadamente 90 minutos.

7.6.3.2.  Transferencia de proteinas

Tras la electroforesis, las muestras se transfirieron a membranas de nitrocelulosa de 0,2 um
pre-humedecidas (Midi format 0,2 um nitrocellulose single application; BioRad; EE. UU) en un
sistema de transferencia semiseco (Bio-Rad, Munich, Alemania) durante 30 minutos, a amperaje
constante de 1A y con un voltaje no superior a 25 V. Posteriormente, la tincién con rojo Ponceau S al
0,1 % (Sigma) con un 5% de acido acético durante 5 minutos y a temperatura ambiente nos permitio
verificar si la transferencia fue correcta. Seguidamente, las membranas se lavaron con TTBS (solucién
salina tamponada con Tris-Tween) (Tris 20 mM; Tween 20 al 0,2% (w/v); NaCl 150 mM; a pH7.5;

Sigma) para eliminar el colorante y proceder a continuacién con el bloqueo de las membranas.

7.6.3.3. Bloqueo e inmunodeteccién con anticuerpos

Las membranas se bloquearon en TTBS con 5% de leche desnatada en polvo (Bio-Rad)
durante 1 hora a temperatura ambiente. Tras lavar durante 20 minutos con TTBS, las membranas se
incubaron con un anticuerpo primario policlonal de conejo anti-p65-NF-kB (dilucion 1:500, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, EE. UU) durante la noche a 4°C. Como proteina constitutiva se empled
TFIIB de raton (factor de transcripcion 11 B) (dilucion 1:1000, Cell Signaling, Danvers, MA, EE. UU).
Tras la retirada del anticuerpo primario, las membranas se lavaron durante 20 minutos con TTBS e
incubaron con anticuerpos secundarios anti-raton (1:5000, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,
EE. UU) y anti-conejo (1:5000, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EE. UU). Los anticuerpos
secundarios estaban marcados con peroxidasa de rabano para identificar las proteinas reconocidas por
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los anticuerpos. Dicha enzima cataliza la oxidacién del luminol en presencia de peréxido de hidrégeno,

produciendo una reaccion quimioluminiscente susceptible de ser cuantificada.

7.6.34. Revelado

El revelado se realizé incubando las membranas con el reactivo ECL plus (Amersham
Bioscience, NJ, EE. UU) durante 5 minutos a temperatura ambiente en oscuridad. Las bandas se
visualizaron mediante el documentador de geles LAS4000 (GE Healthcare Bio-Sciencies AB, Suecia).
La cuantificacion de los niveles de expresién de las proteinas analizadas se determind mediante el
programa de analisis de imagen de uso libre ImageJ versién 1.44 (Wayne Rasband, National Institutes
of Health, Bethesda, MD, USA). Los resultados se expresaron en términos de densidad 6ptica (DO)
relativa a la muestra control, y se calcularon mediante el ratio de DO de la banda correspondiente a la

proteina de interés y la de la proteina constitutiva.

7.6.4. Microscopia confocal

Para la inmunofluorescencia, las CMLV se sembraron sobre cubreobjetos colocados en una
placa de 6 pocillos, a una densidad de 8.000-10.000 células/cm?. Tras alcanzar el 90% de confluencia
fueron cultivadas en presencia de los diferentes tratamientos durante 24h. Una vez concluido el periodo
experimental, se lavaron con PBS (3 x 5 minutos), se fijaron y permeabilizaron con metanol frio al
50% durante 2 minutos, metanol frio al 100% durante 20 minutos y metanol frio al 50% durante 2
minutos. Tras lavar con PBS (3 x 5 minutos) se incubaron con un anticuerpo anti-p65-NF-xB (1:150,
Ref. SC-8008, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EE. UU) en una solucion de bloqueo (BSA
1%) durante toda la noche. A continuacion, las células se lavaron con PBS (3 x 5 minutos) y se
incubaron durante 1 hora con Alexa Fluor 488 F (ab”) fragmento de IgG anti-ratén de conejo (1:150,
Ref A-21204, Invitrogen) en PBS con 1% BSA. Tras un lavado con PBS (3 x 5 minutos), las células
se incubaron con DAPI (4 ‘,6-diamidino-2-fenilindol) (Invitrogen, CA, EE. UU) durante 5 minutos
para marcar los nucleos. Finalmente, las células fueron lavadas y los cubreobjetos se montaron sobre
portaobjetos con un medio de montaje Aqua-Poly/Mount (Polysciences, Inc; Ref 18606) para examinar
la fluorescencia. Las imagenes fueron obtenidas a 40x en un microscopio confocal invertido Z1 Axio
Observer (LSM710 Exciter Zeiss). La inmunofluorescencia se analizé con el software ImageJ (NIH,
EE. UU). El andlisis de co-localizacion se realiz6 con los plugins Colocalization 73inder y teniendo en

cuenta el valor de M1 en el Coeficiente de Mander, el cual representa el porcentaje de pixeles de color
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verde (correspondiente al marcaje del anticuerpo primario) que colocalizan con pixeles de color azul
(DAPI). Para realizarlo, los canales para ambos colores se dividieron en imagenes separadas y se uso
el canal azul para seleccionar una region de interés (ROI) que comprende los ntcleos. Luego, el ROI

se coloco en la imagen verde (p65-NF-xB) y se midieron los pixeles en la region.

7.7. Determinacion de parametros de estrés oxidativo

Para las determinaciones de los niveles de EROs implicadas en el estrés oxidativo se
emplearon tratamientos durante 24 horas. Una vez transcurrido este tiempo experimental, las células
se lavaron con DMEM libre de suero. La generacion de EROs en CMLYV se determind empleando la
sonda de fluorescencia H,DCFDA (diacetato de 2", 7"dihidro-dicloro-fluoresceina) (Invitrogen, EE.
UU) a una concentracion de 10 pM diluida en medio DMEM libre de suero y se dejo incubar durante
30 min en oscuridad. A continuacidn, las células se lavaron con solucién salinay HBSS (solucién salina
equilibrada de Hank). Finalmente, se anadieron a las células 100 pul de HBSS con FBS al 2%. La
fluorescencia se midi6 inmediatamente a una longitud de onda de excitacion de 485 nm y una longitud
de onda de emisién de 535 nm, usando un lector de microplacas Tecan Infinite F200PRO usando el
software i-control para la adquisicion de datos (Tecan Trading AG, Mannedorf, Suiza). Los valores de
fluorescencia se refirieron a la cantidad de células a través del ratio fluorescencia/mg de proteina que
se obtuvo tras calcular la concentracion de proteina mediante el ensayo de Bradford mencionado en el

apartado 7.6.2.

7.8. Ensayo de proliferacion celular

Las sales de tetrazolio se escinden en formazén mediante enzimas celulares. Un aumento en
el nimero de células viables da como resultado un aumento en la actividad general de las
deshidrogenasas mitocondriales y con ello, un aumento en la cantidad de colorante de formazan
formado en presencia de las sales de tetrazolio, que se correlaciona directamente con el nimero de
células metabdlicamente activas en el cultivo. La proliferacion en las CMLV se realizé usando el
reactivo WST-1 (sal sdédica de 2-(4-yodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H-tetrazolio)
(Roche Diagnostic GmbH, Mannheim, Alemania) formado por sales de tetrazolio. Las CMLV fueron
sembradas en placas de 96 pocillos a 10.000 células/cm? y cuando alcanzaron 90% confluencia, fueron
cultivadas en 100 pl de DMEM al 20% FBS con los tratamientos durante 24 horas. Se le afiadio 10 pl
de reactivo WST-1 cada 100 pl DMEM en el pocillo (dilucién 1:10) y después de 1 hora de incubacion,
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la absorbancia fue medida a 450 nm usando un lector de microplacas y corregida frente al blanco. Para
obtener el blanco, se afiadi6 el mismo volumen de medio de cultivo y reactivo WST-1 usado en los

pocillos del experimento, pero en ausencia de células.

7.9. Ensayo de muerte celular

Cuando las CMLYV sembradas en placas de 96 pocillos adquirieron un 90% de confluencia, se
incubaron en DMEM 1% FBS con sus respectivos tratamientos durante 24 horas. Posteriormente se
afiadid la solucion de lisis del kit de ensayo de citotoxicidad de lactato deshidrogenasa (LDH) (Canvax
Biotech, Cordoba, Espafia) en pocillos de control de lisis durante 45 min a 37°C para representar la
actividad maxima de LDH. Se transfirieron 50 pl de sobrenadante del cultivo de cada pocillo, tanto
control de lisis como tratamiento, a una nueva placa de 96 pocillos y 50 pl de la mezcla de reaccién del
kit. La placa se incubd a temperatura ambiente durante 30 min protegida de la luz. Se agregaron 50 pl
de solucién de parada y se midieron a 450 nm con un lector de placas. El fundamento de la técnica
consiste en la LDH, la cual es una enzima citosélica presente en las células que se libera en el medio
de cultivo celular tras el dafio a la membrana plasméatica. LDH quita un electron al lactato que se
transfiere a NAD* (nicotinamida adenina dinucledtido-oxidada) para producir NADH (nicotinamida
adenina dinucleétido-reducida). Posteriormente, el NADH reduce las sales de tetrazolio, lo que provoca

un cambio de color de amarillo a rojo dando lugar a formazan.

8. ESTUDIOS IN VIVO

8.1. Animales

Para los estudios in vivo se emplearon dos aproximaciones experimentales diferentes:

e  En primer lugar, se emplearon ratas Wistar machos de 9 a 10 semanas de edad con un peso de
250-300 g. En este modelo se evalu6 el efecto del suplemento de Mg?* en la dieta sobre los
procesos de inflamacién y EO asociados a la ERC.

e Por otro lado, sobre un grupo de ratas Zucker machos de 9 a 10 semanas de edad con un peso
de 350-500 g se valord el efecto del suplemento de Mg?* en la dieta sobre la disfuncidn

vascular en un modelo experimental de SMet con ERC.
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Todos los animales se mantuvieron estabulados con ciclos de luz-oscuridad de 12h:12h.
Previamente al inicio del estudio las ratas fueron alimentadas ad libitum con una dieta estandar (Ca?
0,8%, P 0,6% y Mg? 0,1%), basada en la dieta C1031 de Altromin International GmbH (Lage,
Alemania). Todos los protocolos experimentales fueron revisados y aceptados por el Comité Etico de
Investigacion Animal de la Universidad de Cordoba (Servicio de animales de experimentacion, SAEX,
UCO). Los animales recibieron cuidados humanitarios conforme a los Principios del Cuidado de
animales de Laboratorio formulados por la Sociedad Nacional de Investigacion Médica y conforme a

la Directiva 2010/63/UE. Las ratas fueron asignadas al azar a los diferentes grupos experimentales.

8.1.1. Nefrectomia

La uremia fue inducida mediante nefrectomia 5/6 (Nx5/6), un procedimiento realizado en dos
pasos que reduce la masa renal funcional original a un sexto (Figura 19). En base a nuestros estudios
previos [189], los animales fueron anestesiados con isoflurano al 3-5% durante 1-3 minutos
(Laboratorios Karizoo, Barcelona, Espafia) y al 2% durante la operacion. En el primer paso de la
nefrectomia, se realiz6 una incision de 5 a 8 mm en la superficie mediolateral izquierda del abdomen.
Se expuso el rifidn izquierdo y se extirparon los dos polos (2/3 de la masa renal). Se inspecciond el
rifidn y se devolvié a una posicion anatomicamente neutra dentro de la cavidad peritoneal. Las

incisiones en la piel y la pared abdominal se cerraron con suturas, y la rata se devolvio a su jaula.

| R \

Nefrectomia 2/3 Nefrectomia 5/6

Figura 19. Procedimiento para la realizacion de la nefrectomia en el modelo animal.
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Después de 1 semana de recuperacion, se volvio a anestesiar al animal y se realiz una incision
de 5 a 8 mm en la superficie mediolateral derecha del abdomen. Se expuso y desencapsul6 el rifion
derecho, se pinzd y ligo el pediculo renal y se extrajo el rifion. El pediculo ligado se devolvié a una
posicién anatémica neutra y las incisiones en el abdomen y la piel se cerraron con materiales de sutura.
Se utilizé buprenorfina 0,05 mg/kg s.c. (Laboratorios Karizoo, Barcelona, Espafia) como agente
analgésico en los dias de cirugia y durante los dos dias posteriores. Las ratas operadas de forma
simulada (Sham) se sometieron a los mismos procedimientos sin manipulacion renal.

8.2. Disefio experimental

Tal y como se describe en el apartado 6.1.1., transcurrié una semana entre la primera cirugia

(Nx2/3) y la segunda (Nx5/6). El disefio experimental fue diferente en cada modelo experimental.

8.2.1. Modelo experimental de inflamacion y EO asociado a la CV

La inflamacion sistémica es un factor comln en la ERC y esta asociada a la progresion de la
ECV. Por ello, dada la estrecha relacion existente entre la CV, EO e inflamacidn, nos basamos en un
modelo de CV para abordar el estudio del EO e inflamacion subyacentes. Para ello, un dia después de
la segunda nefrectomia, las ratas Wistar fueron alimentadas con una dieta con un contenido normal de
Ca®* (0,6%) vy alto contenido en P (1,2%). Los animales también recibieron CTR (Calcijex, Abbott,
Madrid, Espafa) para controlar el hiperparatiroidismo secundario e inducir CV, a una dosis de 20 ng/kg
i.p. en dias alternos. Las ratas nefrectomizadas se dividieron en dos grupos (n=10 cada uno) de acuerdo
con el contenido de Mg?* en la dieta (0,1 y 0,6%). El tratamiento con estas dietas de Mg?* y CTR tuvo

una duracién de 14 dias (Figura 20).
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Figura 20. Representacion del disefio experimental en los modelos de inflamacion y EO asociado a la CV in vivo.

8.2.2. Modelo experimental de SMet-ERC

En el modelo de SMet-ERC, las ratas Zucker recibieron una dieta con un contenido normal de
Ca?* (0,6%) y moderado contenido en P (0,9%) a partir del dia siguiente a la segunda nefrectomia.
También fueron tratadas con CTR, aunque en este caso a 60 ng/ kg i.p. en dias alternos. Las ratas
también se dividieron en grupos (n=10) que recibieron dietas con un contenido en Mg?* de 0,1y 0,6%
durante 28 dias (Figura 21).
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Figura 21. Representacion del disefio experimental en los modelos de SMet-ERC in vivo.
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En ambos grupos las ratas controles fueron sometidas a intervencion simulada (Sham-
operadas) y recibieron una dieta estandar con contenido normal de P (0,6%), Ca?*(0,6%) y Mg?
(0,1%). Las dietas fueron adquiridas en Altromin. El sacrificio se realiz6 24h después de recibir la
altima dosis de CTR. Después de finalizar el tiempo experimental, la sangre fue obtenida a través de
una puncion aértica bajo anestesia con isoflurano al 2%. Tras el sacrificio de las ratas Wistar, la aorta
toracica, y los rifiones fueron retirados y procesados apropiadamente para la realizacion de los analisis
histol6gicos y de expresion génica de marcadores inflamatorios. En el modelo de SMet con ratas
Zucker, se extrajo igualmente sangre por puncion adrtica, asi como tejido aortico para determinar la
expresion génica y proteica de marcadores inflamatorios y tejido renal para evaluar la expresién
proteica de Klotho.

8.3. Medicidn de la tensién arterial

La presion arterial sistélica (PAS) y diastélica (PAD) se registrd en ratas Zucker mediante el
método no invasivo de esfigmomanometria en manguito en la cola de rata utilizando un medidor de
presion LE 5001 (Harvard Apparatus, EE. UU) (Figura 22A). Los animales, no anestesiados, fueron

entrenados previamente para realizar este procedimiento con el minimo estrés y malestar.

El equipo de medicion de tensidn arterial cuenta con un manguito de presién que ocluye el
paso de la sangre en la cola del animal y se combina con un transductor que controla el ritmo cardiaco
del animal. Ambos se colocan en la cola del animal para operar sobre la arteria caudal, con el animal
inmovilizado en un cepo (Figura 22). La presién arterial de los animales es una variable fisiolégica que
puede cambiar muy rapidamente, presentando valores dispares que se ven muy afectados por estimulos
externos y por el estado de animo del animal. Con el objetivo de tomar registros de presién lo méas
precisos posible, se aplicaron medidas adicionales para eliminar el estrés de los animales. De esta
manera, se colocé un protector opaco alrededor del cepo reduciendo la capacidad de visién del animal.
Ademas, el cepo se colocd sobre una placa calefactora a 29-32°C, lo que ademas favorecio la relajacion
del animal (Figura 22B). Se tomaron 8-10 mediciones de PAS y PAD de cada una de las ratas Zucker

previamente al sacrificio.
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Figura 22.A) medidor de presion LE 5001. B) Representacion de la medicion arterial. La rata se encuentra dentro del cepo cubriendo su vista,
con el transductor y el manguito en la cola y sobre una placa calefactora

8.4. Determinaciones bioquimicas

Para el analisis de pardmetros bioquimicos, se obtuvo sangre por puncién de la aorta
abdominal en el momento del sacrificio. Los niveles de calcio ionizado (Cai) se midieron
inmediatamente en un autoanalizador Spotlyte pH/Ca Analyzer (Menarini Diagnostics, Barcelona,
Espafia). La sangre se recogi6 en jeringas heparinizadas y se centrifugd a 2200 g durante 5 minutos con
el fin de separar el plasma de las células. El plasma se alicuot6 en viales eppendorf de 1,5 mL y se
almacend a -20°C hasta su posterior analisis. Los niveles plasmaticos de creatinina, Ca total, P, Mg?*y
glucosa se midieron por espectrofotometria (BioSystems SA, Barcelona, Espafia). Para la medicion de
los niveles plasméticos de colesterol total y HDL, se enviaron las muestras al servicio de Analisis
Clinicos del Hospital Reina Sofia de Cérdoba. Los niveles de LDL+VLDL (lipoproteinas de muy baja
densidad) se obtuvieron sustrayendo los valores de HDL al colesterol total. Se usaron ELISAs para
analizar los niveles circulantes en plasma de FGF23 (Kainos Laboratories, Tokio, Jap6n), PTH
(Immutopics, San Clemente, CA, EE. UU), Endotelina-1 (R&D Systems, CA, EE. UU), y IL-6
(Cusabio, Wuhan, China). Para la medicién de los niveles de CTR se us6 un radioinmunoensayo (RIA,

Immunodiagnostic Systems, Reino Unido).
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8.4.1. ELISA

El ELISA es una técnica basada en un anticuerpo marcado con una enzima capaz de detectar un
antigeno inmovilizado en una superficie sélida. Este ensayo de alto rendimiento se basa en que los
materiales no unidos se lavan entre los pasos, lo que permite la deteccion del anticuerpo marcado con
un enzima adherido al antigeno, siendo la peroxidasa de rabano picante (HRP) la enzima mas
comUnmente usada. Los ELISAs usados fueron de tipo sandwich. En ellos el antigeno queda
inmovilizado entre dos anticuerpos, uno de captura y otro de deteccion, también conocidos como pares
de anticuerpos, que se uniran a dos epitopos distintos de un mismo antigeno. A continuacion, se detallan
los procedimientos comunes usados en los ELISAs (Figura 23):

e El anticuerpo de captura se encuentra inmovilizado sobre la placa de 96 pocillos procedente
de alguna de las casas comerciales especializadas.

e Se afiade la cantidad de muestra indicada en cada kit. Esta contiene el antigeno de interés que
se unira al anticuerpo de captura de la placa.

e Se afade el anticuerpo de deteccion que se uniré al antigeno unido a su vez al anticuerpo de
captura.

e En caso de que el anticuerpo de deteccion vaya conjugado con HRP procederemos
directamente con el siguiente paso. Si el anticuerpo de deteccién utilizado estd marcado con
biotina se requiere la estreptavidina-HRP adicional para la amplificacién de la sefial.

e Se aflade el sustrato tetrametilbencidina (TMB), que al reaccionar con la HRP proporcionara
una sefial visible azul, que permitira la deteccion y/o cuantificacion del antigeno de interés
una vez que se administre la solucién de parada (generalmente NaOH) en los pocillos
convirtiendo inmediatamente el azul en amarillo. Las longitudes de onda usadas para la lectura
de los ELISAs de IL-6, ET-1, PTH y FGF23 corresponden todos a 450 nm.

e Las concentraciones de los antigenos en las muestras se determinaron a través de una curva
estandar, que se calculo en base a la absorbancia de cada estandar frente a las concentraciones

respectivas de estos.
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Figura 23. Tipos de ELISAs.

A la hora de realizar los ELISASs pertinentes, estos poseen variaciones entre ellos que seran detalladas.

e En el ELISA para FGF23 (Kainos Laboratories, Tokio, Japén), el anticuerpo de captura
reconoce tanto el FGF23 intacto como N-terminal. Respecto al anticuerpo de deteccién, esta
conjugado con HRP y detecta el segmento C-terminal, por lo que en el momento de la
medicion solo reconoce la molécula intacta.

e El anticuerpo de captura para la PTH (Immutopics, San Clemente, CA, EE. UU), esta
conjugado con avidina-biotina contra el fragmento de PTH 39-84. El anticuerpo de deteccion
conjugado con HRP, reconoce epitopos dentro de la region N-terminal 1-34 y por lo tanto la
medicién informaré de la cantidad de PTH bioactiva (1-84) que hay en la muestra.

e Para visualizar los niveles de ET-1 (R&D Systems, CA, EE. UU) el anticuerpo de deteccion
estd agregado a HRP.

e LalL-6 (Cusabio, Wuhan, China) fue detectada por anticuerpos conjugados con biotina, por

lo que el uso de estreptavidina-HRP fue necesario para la determinacion del antigeno.

8.4.2. Niveles de calcitriol

La concentracion de CTR en plasma se midié con un kit RIA (Immunodiagnostic Systems

(IDS) Ltd, Boldon, Reino Unido). Brevemente, 250 pl de muestras de plasma se deslipidaron con 25
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I de reactivo de delipidacion tras una centrifugacion a 10000 g durante 10 minutos. Del sobrenadante
resultante, 100 pl fueron transferidos a inmunocapsulas que contenian anticuerpos monoclonales
unidos a particulas en fase sélida en suspension (gel de inmunoextraccién) contra CTR. Las
inmunocapsulas fueron previamente agitadas en vortex y dejadas reposar durante 5 minutos.
Posteriormente, estas inmunocapsulas fueron mantenidas en un rotador a 20 rpm durante 3 horas a
temperatura ambiente. Una vez transcurrido este tiempo y tras dejar reposar las inmunocapsulas durante
5 minutos, estas se colocaron en tubos de borosilicato de 7 ml que fueron posteriormente centrifugados
21000 g durante 1 minuto con el fin de recoger la muestra. A continuacion, el gel de inmunoextraccion
se lavo afadiendo 500 ul de solucién de lavado a cada inmunocapsula, centrifugando posteriormente
1 minuto y repitiendo este mismo paso. Tras esto, las inmunocépsulas se colocaron en un nuevo juego
de tubos de borosilicato y las muestras se eluyeron con 150 pl de reactivo de elucién mediante
centrifugacion durante 1 minuto a 1000 g. Este paso se repitié 2 veces con el fin de obtener un volumen
de 450 pl por muestra, que contenia el CTR purificado. Las muestras se evaporaron con nitrégeno en
un bafio a 30°C, dejando un residuo blanco que seria resuspendido y agitado en vortex con 100 pl de

tampdn de ensayo.

Tras reconstituir los calibradores con 1 mL de agua destilada, 100 pl de cada calibrador y los
eluidos reconstituidos, se incubaron durante 16-18 horas con 200 pl de anticuerpo de oveja anti-CTR
altamente especifico. Posteriormente, los tubos se incubaron durante 1 hora con 200 ul de anticuerpo
anti-oveja marcado con el is6topo 1'%, Mediante una breve incubacion de 30 minutos con 100 pl de
Sac-Cel, un reactivo aglutinante, se separaron aquellos anticuerpos marcados 1*?> unidos de los libres.
Tras pipetear 4 mL de solucidn de lavado seguida de una centrifugacion a 2000 g durante 20 minutos,
el sobrenadante fue decantado y se procedié al recuento con un contador gamma. La radiactividad

presente en la muestra fue inversamente proporcional a la concentracion de CTR.

8.5. Determinacion de la expresidon génica de marcadores inflamatorios por RT-
PCR

Para la extraccion del ARN total de las muestras in vivo, se tomaron 50 mg de tejido adrtico
que posteriormente fue disgregado y pulverizado con nitrégeno liquido en un mortero. El tejido
homogenizado fue colocado en un vial eppendorf de 1,5 mL al que se le agregdé 1 ml de TriReagent
(Sigma Aldrich Inc, MO, EE. UU). Tras una agitacién con el vortex durante 10-15 segundos se
procedié a la extraccién del ARN tal y como se detalla en el apartado 7.3 de la seccion de materiales y

métodos correspondiente a los estudios in vitro, siguiendo el método de Chomczynski y Sacchi [188].
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Para la normalizacion de la expresion génica, se usd el gen constitutivo GAPDH. Las
secuencias de los cebadores empleados para determinar la expresion de marcadores de inflamacién se
detallan en la Tabla 2.

Tabla 2. Cebadores usados para la RT-PCR cuantitativa.

GEN CEBADOR SENTIDO CEBADOR ANTISENTIDO

GAPDH 5-AGGGGTGCCTTCTCTTGTGAC -3 5-TGGGTAGAATCATACTGGAACATGTAG-3
ICAM-1 5-TGGAGAGCACAAACAGCAGAGATT-3  5-AGGATGGGAGCTGAAAAGTTGTAG-3
IL-1B 5-AATAGCAGCTTTCGACAGTGAGGA-3 5-CCACAATGAGTGACACTGCCTTCC-3
IL-6 5-TTGGAAATGAGAAAAGAGTTGTGC-3°  5-GGTAGAAACGGAACTCCAGAAGAC-3

TNF-a 5-TCTACTGAACTTCGGGGTGATCGG -3 5-TCCTCCGCTTGGTGGTTTGCTACG-3

8.6. Determinacion de la expresion proteica de marcadores inflamatorios en aorta

y Klotho renal

Para el analisis de la expresion de Klotho renal y la evaluacion de la via NF-xB mediante la
translocacion nuclear de p65 adrtico en los modelos de SMet-ERC, se realiz6 la técnica de Western

Blot en extractos proteicos citosolicos y nucleares respectivamente.

8.6.1. Extraccion proteica

Para la extraccion proteica se sigui6 el protocolo previamente descrito en el apartado 7.6.1. de
la seccion de material y métodos.

El aislamiento de proteina citos6lica se realizé a partir de 50 mg de tejido renal, colocados en
un vial eppendorf de 1,5 mL a los que se les afiadieron 500 pl de buffer A de lisis de baja fuerza idnica.

La homogenizacion de la muestra fue realizada con ayuda de un micropistilo.

Para la extraccion de la fraccion nuclear se usaron 50 mg de tejido adrtico homogenizado con

mortero usando nitrégeno liquido. La muestra disgregada fue colocada en un vial eppendorf de 1,5 mL
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a la cual se le afiadi6 50 ul de buffer A. Tras la extraccion de la fraccion citosélica, 25 pl de buffer B

fueron afadidos para extraer la fraccién nuclear que posteriormente fue usada.

8.6.2. Western blot

Cantidades iguales de proteina (25 ug) procedente de extractos citosélicos 6 nucleares se
cargaron en el gel de poliacrilamida para la realizacion de la electroforesis. El protocolo se continu6 de

forma similar al apartado 5.6.3.

Las membranas con extractos proteicos renales se incubaron con un anticuerpo primario
monoclonal de rata anti-Klotho (dilucién 1:500, Trans Genic Inc., Kobe, Japén) y como proteina
constitutiva se empled B-actina de ratén (dilucion 1:1000, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,
EE. UU). Para el tejido adrtico se usé durante la noche a 4°C anti-p65-NF-xB de conejo (dilucion
1:500) y TFIIB de raton (D1:1000) como control de carga.

Las membranas se incubaron con anticuerpos secundarios anti-raton (1:5000) anti-conejo
(1:5000) y anti-rata (1:5000, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EE. UU).

8.7. Determinacion de los niveles de 6xido nitrico

Dado que el NO se oxida a nitrito y nitrato, es una practica comdn cuantificar el NO%/NO*
total como medida del nivel de NO. El kit de ensayo de 6xido nitrico QuantiChrom (BioAssay Systems,
Hayward, EE. UU) esté disefiado para medir la produccién de NO después de la reduccion de nitrato a
nitrito utilizando el método Griess [190]. El reactivo de Griess usa sulfanilamida y dicloruro de N-(1-
naftil)-etilendiamina (NED), bajo condiciones &cidas (sulfanilamida) el nitrito reacciona creando
compuestos diazo que posteriormente, junto con la naftilenotilendiamina, produce un cromoéforo
magenta que puede ser leido por espectrofotometria a 540 nm. Tras preparar la recta del estindar como
indica el kit, se desproteinizaron 150 pl de cada muestra o punto de la recta mediante la adicion de 8
pl de ZnSO;4 (sulfato de zinc) y 8 pl de NaOH (suministrados por el kit) y la posterior centrifugacion a
18400 g durante 10 minutos. Los 100 ul del sobrenadante fueron transferidos a un nuevo vial eppendorf
de 1,5 mL, a los que se afiadieron 200 ul del reactivo de trabajo del kit. Tras una incubacion a 60°C
durante 10 minutos, las muestras y la recta fueron centrifugados brevemente a velocidad maxima para
precipitar cualquier pellet. Se transfirieron 250 pl a una placa de 96 pocillos y se midi6 la absorbancia
a 540 nm.
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8.8. Estrés oxidativo

8.8.1. Actividad glutation peroxidasa

Para la determinacién en plasma del estrés oxidativo se analizd la actividad de la enzima
glutation peroxidasa (GPx), utilizando el método de Flohé y Giinzler [191]. Este método se basa en
cuantificar el cambio en la absorbancia medida a 340 nm causado por la oxidacion del NADPH. Una
unidad de la enzima GPx se define como la cantidad que genera la oxidacion de 1.0 uM de NADPH a
NADP por minuto a 37°C. Los reactivos usados fueron 880 pl de tampdn fosfato potasico (0,1 M), 53
pl de glutation reductasa (45 U/ml de tampdn) (Sigma Aldrich, MO, EE.UU), 133 pl de glutation
reducido (3,07 mg/ml de tampon) (Sigma Aldrich, MO, EE.UU), 100 ul de nicotinamida adenina
dinucleétido fosfato reducida (NADPH) (1,25 mg/ml de tampdén) (Sigma Adrich, MO, EE.UU.) junto
con 100 pl de muestra. Tras 3 minutos de incubacion a 37°C, 1 ml de la reaccidn fue depositado en una
cubeta de espectrofotometro. La reaccidn se inici6 con laadicion de 100 pl de hidroperoéxido terbutilico
(1,55 pl/ml de tampon) (Sigma Adrich, MO, EE. UU). La absorbancia a 340 nm fue monitorizada
durante 5 minutos tomando mediciones cada 30 segundos desde el tiempo cero. El célculo de las
unidades de enzima que transforma un pumol de sustrato correspondiente en un minuto (UA), se realizd
a partir del incremento de la absorbancia de la muestra (AABS/min) corregido con el coeficiente de
extincion molar del NADPH (6,22 cm? umol?).

8.8.2. Ensayo de lipoperoxidacion lipidica

Los lipidos poliinsaturados son susceptibles a un ataque oxidativo, lo que da como resultado
una reaccion en cadena con la produccion de productos finales como el malondialdehido (MDA). Para
obtener la concentracion, se uso el kit de ensayo para MDA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.).
Se mezclaron 20 pl de plasma, 500 pl de acido sulfurico 42 mM (Merck, Darmstadt, Alemania) y 125
pl de la solucién de &cido fosfotlngstico aportada por el kit. Tras incubar 5 minutos a temperatura
ambiente., las muestras se centrifugaron a 13.000 x g durante 3 minutos. Tras ello, se desecharon los
sobrenadantes y los pellets se resuspendieron con 100 pl de butilhidroxitolueno (BHT) al 1X, ajustando
posteriormente el volumen hasta 200 pul con H20O ultrapura. Para cuantificar la concentracion de MDA,
se afiadieron 600 pl de una solucién de acido tiobarbitarico (TBA) a la recta y las muestras, incubando
la mezcla a 95°C durante 1 hora, ya que el TBA reacciona con MDA formando un cromégeno rosa

detectable a 532 nm. A continuacion, les muestras se enfriaron en hielo durante 10 minutos y se
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afiadieron 300 ul de 1-butanol (Sigma Aldrich, Darmstadt, Alemania) y 100 pl de NaCl 5 M (PanReac
AppliCHem, Barcelona, Espafia). Tras mezclar la reaccion, se centrifugd a 16.000 x g durante 3
minutos a temperatura ambiente. La capa formada de 1-butanol se deseché y el pellet formado se
resuspendio con 200 pl con H,O ultrapura. Posteriormente 200 pl de la mezcla se transfirieron a una

placa 96 pocillos y se midio su absorbancia en un lector de microplacas a 532 nm.

8.9. Analisis histoldgico

En las ratas del modelo de inflamacion y EO asociado a la CV, la evaluacién microscopica
de los rifiones y la aorta torécica se realizé en secciones de tejido de 3 pum fijado con una solucion de
paraformaldehido al 4% e incluido en parafina. Las secciones renales se tifieron con hematoxilina y
eosina (H&E), tricrdmico de Masson y acido peryédico de Schiff (PAS). Para las secciones de aorta,
se realizé tincion con H&E. Las imagenes fueron adquiridas a través de un escéner Leica Aperio
GT450DX (Frankfurt, Alemania), donde los portaobjetos fueron escaneados a un maximo de 40X
aumentos por el Servicio de Anatomia Patol6gica del Hospital Reina Sofia. La inflamacion, fibrosis,
necrosis, CV y dafio vascular fueron evaluados por un anatomopat6logo y se realizé una valoracion
semicuantitativa utilizando una escala de intensidad de 0 a 4, siendo 0: normal; 1: bajo; 2: leve; 3:

moderado; y 4: grave.

8.9.1. Tincién de H&E

Las secciones de tejido se desparafinaron con xilol en dos pasos de 10 y 5 minutos. Las
muestras se hidrataron con bafios de etanol de gradacion decreciente (2 x 5 minutos a 100%, 5 minutos
a 96% y 5 minutos a 70%), seguidos de un lavado de 5 minutos con agua destilada. Las secciones se
tifieron con una solucion de hematoxilina de Harris para diagnostico clinico (Panreac Applichem)
durante 30 segundos, tras lo que se realiz6 un lavado con agua corriente para retirar el exceso de
colorante. A continuacion, se realizd la contratincion con eosina Y Shandon durante 1 segundo
(Thermo Scientific) y se lavé de nuevo para retirar el exceso. Las muestras se deshidrataron con un
gradiente de etanol (3 minutos a 96% y 2 x 3 minutos a 100%), seguido de dos bafios en xilol durante
3 minutos. A continuacion, las muestras se sellaron con un medio de montaje Eukitt (ORSAtec GmbH,
Bobingen, Alemania). Una vez secas, se procedié a escanear y digitalizar las muestras en el escaner

Leica.
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8.9.2. Tincién de tricrémico de Masson

Para esta tincion, todos los cortes de tejido adrtico se desparafinaron con xilol (2 X 5 minutos)
y se rehidrataron con gradacion creciente de etanol (2 x 10 minutos a 100%, 2 x 10 minutos con 96%
y 10 minutos a 80%). Tras un lavado con agua destilada de 5 minutos, las muestras se tifieron con
solucién de hematoxilina de Harris (Panreac Applichem) durante 7 minutos. Se retird el exceso de
tincién con lavados de agua corriente y se tifio con solucion de fucsina acida (Panreac Applichem)
durante 7 minutos. Los cortes se lavaron con agua destilada durante 2 minutos y a continuacion se
procedi6 a diferenciar en solucion de &cido fosfomolibdico durante 10 minutos. Las secciones se
transfirieron sin enjuagar a una solucion de azul de anilina durante 10 minutos. Después de un lavado
breve con agua destilada, se volvié a diferenciar en una solucion de acido acético al 1% durante 1
minuto. El exceso de solucion se retiré con un lavado de agua destilada durante 5 minutos, seguido de
una deshidratacion con etanol (1 minuto a 96% y 1 minuto a 100%) y un bafio en xilol (2 x 2 minutos).
Posteriormente los cortes tefiidos fueron sellados con medio de montaje Eukitt (ORSAtec GmbH,

Bobingen, Alemania) y observadas al escaner y evaluadas.

8.9.3. Tincién de PAS

Las muestras se desparafinaron y rehidrataron de la misma forma realizada en la tincién de
tricromico de Masson (apartado 6.9.2). Las secciones de tejido se lavaron durante 5 minutos en agua
destilada y se introdujeron 5 minutos en una solucién de acido peryédico al 1%. Se continu6 con un
lavado en agua destilada y posteriormente las muestras fueron colocadas en reactivo de Schiff durante
15 minutos. Tras un lavado en agua corriente durante 15 minutos, se contratifié con hematoxilina de
Harris (Panreac Applichem) 1 minuto, seguido de un lavado en agua corriente hasta retirar el exceso.
Las muestras se enjuagaron en un gradiente de etanol (1 minuto a 96% y 1 minuto a 100%) y xilol (2
X 2 minutos). A continuacion, se sellaron con medio de montaje Eukitt (ORSAtec GmbH, Bobingen,

Alemania) y fueron observadas y evaluadas al escaner.
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8.10. Analisis proteémico

8.10.1. Preparacion de las muestras

Para la realizacion del analisis proteémico se usaron muestras de plasma del modelo de SMet-
ERC procedente de ratas Zucker. En primer lugar, las proteinas séricas mas abundantes (albimina,
serotransferrina e inmunoglobulinas) se eliminaron utilizando una columna MARS de cartucho
giratorio Ms-3 (Agilent) siguiendo el protocolo del fabricante. A continuacion, las proteinas eluidas
fueron precipitadas mediante TCA-acetona, resuspendidas en tampdn compatible (RapiGest, Waters)

y digeridas por aplicacion de tripsina de acuerdo al protocolo descrito por J.Vowinckel et al [192].

8.10.2. Espectrometria de masas

Con el fin de detectar, identificar y cuantificar los péptidos de nuestras muestras, se procedié
a realizar una cromatografia liquida con espectrometria de masas (LC-MS). Durante la cromatografia
liquida, los iones llegan al detector, generando una sefial eléctrica que a su vez es ampliada, procesada
y registrada en un ordenador. Luego se da paso a la espectrometria de masas, la cual representa

graficamente los iones detectados en su relacién masa/carga.

Para la adquisicién de los datos se utilizaron los métodos de adquisicion dependiente de datos
(DDA) y de adquisicion dependiente de informacién - adquisicién secuencial de ventanas de todos los
iones de fragmentos teoricos (DIA-SWATH). Todas las muestras se analizaron en orden aleatorio
mediante la inyeccién de 1 pg del total de muestras digeridas (2 ul de cada muestra) en un
espectrometro de masas Q-TOF hibrido (Triple TOF 5600+, Sciex, Redwood City, CA, EE. UU)
acoplado en linea a nano-HPLC (Ekspert nLC415, Eksigent, Dublin, CA, EE. UU). El método SWATH
utilizado consistié en un TOF MS (400-1250 m/z, 50 ms de tiempo de adquisicién) seguido de 50
ventanas de tamafio variable (400-1250 m/z, 90 ms de tiempo de adquisicion), con un tamafio minimo
de 5 m/z. Entre muestras, se corri6 un estandar (estandar digerido de B-galactosidasa, ABSciex) con
tres funciones: autocalibracion del instrumento, limpieza de la columna para evitar el arrastre y control
de calidad de la sensibilidad y la cromatografia. Para una mayor sensibilidad, los métodos DDA y
SWATH se realizaron a nanoflujo (300 nL/min) en una columna de 25 cm de largo % 75 um de didmetro
interno (Acclaim PepMap 100, Thermo Scientific, Waltham, MA, EE. UU) usando una columna de
120 min. gradiente de 5% a 30% B (A: 0,1% FA en agua; B: 0,1% en ACN).
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8.10.3. Anélisis de los datos

El analisis de MS se dividio en los siguientes pasos:

Creacion de una biblioteca espectral a partir de los péptidos y proteinas identificados a partir
de DDAy el fraccionamiento en fase gaseosa (GF) nanoLC-MS/MS mediante el uso de grupos
hechos de todas las muestras. Este paso se realiz6 combinando el uso del software Protein
Pilot (v5.0.1, Sciex) con una base de datos de proteinas humanas SwissProt. que incluye
péptidos RePliCal iRT (PolyQuant GmbH, Alemania) y el software PeakView (version 2.1,
(Sciex, EE. UU)) con las siguientes configuraciones: hasta 10 péptidos por proteina, hasta 7
transiciones por péptido, un umbral de confianza de péptido del 95 % y un umbral FDR (tasa
de descubrimiento falso) del 1%. Se utilizé una ventana de 5 min y una tolerancia de 50 ppm
para extraer las trazas cromatograficas de los fragmentos.

Andlisis de cada muestra mediante DIA-SWATH nanoLC-MS/MS con un método SWATH
LC-MS variable como se indic6 anteriormente.

Analisis de identificacion de proteinas y datos de cuantificacion para las proteinas contenidas
en la biblioteca espectral obtenida previamente mediante la extraccion de cromatogramas de
iones de fragmentos utilizando MS/MSALL con SWATH Acquisition MicroApp (v.2.0,
Sciex) y calibracion de tiempos de retencion de péptidos en todas las ejecuciones utilizando

péptidos RePliCal iRT enriquecidos (también presentes en la biblioteca).

Ademas, para tener la mayor confianza posible con las identificaciones y cuantificaciones,

solo se incluyeron en el anlisis puntuaciones superiores al 99% y FDR inferiores al 1%. Después de
este paso, se utilizd MarkerView (version 1.2.1; Sciex) para normalizar todos los datos adquiridos y se

generé una tabla que contenia la abundancia diferencial para fines de analisis estadistico.

9. ANALISIS ESTADISTICO

Los valores se expresan como las medias + el error estdndar de las medias (SEM). La

diferencia entre las medias de dos grupos diferentes se determind mediante la prueba t; la diferencia
entre las medias de tres 0 mas grupos se evalué mediante ANOVA. Se utilizo la prueba de Tukey como
procedimiento post hoc. Se realizé un estudio de correlacion mediante la prueba P de Pearson. Los

valores de p<0,05 se consideraron significativos.
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Los datos adquiridos del analisis proteémico se introdujeron en la plataforma en linea gratuita
MetaboAnalyst 5.0. Para su normalizacion, los datos fueron transformados a logl0 y escalados
automaticamente (centrado en la media y dividido por la desviacion estandar de cada variable). Se
incluyeron un andlisis discriminante de minimos cuadrados parciales dispersos (SPLS-DA) para
observar la distribucion de las muestras en cada grupo, un ANOVA unidireccional con el fin de obtener
las proteinas expresadas diferencialmente en funcién de la prueba LSD de Fisher con un pvalue<0,05

y un mapa de calor para dichas proteinas.

La determinacion de las redes de interaccion proteina-proteina (IPP) se construyd con el
software STRING, indicando las interacciones entre las proteinas en funcién de la fuerza del soporte

de datos y la realizacion de un agrupamiento de k-medias.

El andlisis de las rutas proteémicas de las proteinas expresadas diferencialmente se realizd
utilizando Reactome. Se us6 como especie Homo sapiens con la opcion de identificar proteinas
ortélogas en Rattus norvegicus. Posteriormente el software Graphpad Prism versién 8.0 se utilizé para

representar los graficos de enriquecimiento de las vias significativas (p-valor<0,05).
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10. EFECTO DEL SUPLEMENTO DE Mg?* SOBRE LA INFLAMACION Y
EL ESTRES OXIDATIVO EN LA ENFERMEDAD RENAL CRONICA

10.1. Estudios in vitro

Concentraciones elevadas de Mg?* reducen los niveles de citoquinas pro-inflamatorias
inducidos por AP en las CMLV

En comparacion con las CMLV no tratadas, la adicion de altos niveles de P (AP 3,3 mM) con
una concentracién normal de Mg?* (0,8 mM) promovié una mayor liberacion de los mediadores
inflamatorios IL-1B, IL-6, IL-8 y TNF-a (Figura 24). En estas condiciones, la adicién de niveles

elevados de Mg?* (1,6 mM) previno el aumento en la produccion de citoquinas, obteniéndose valores
similares al control.
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Figura 24. Efecto del Mg?* sobre la secrecion de citoquinas inflamatorias inducida por AP. La figura representa los niveles de IL-18 (A), IL-
6 (B), IL-8 (C) y TNF-a. (D) medidos en sobrenadantes de las CMLV mediante Bioplex. Las células se incubaron durante 9 dias en un medio con
AP (3,3 mM) con una concentracion de Mg?* normal (0,8 mM) o elevado (1,6 mM, (AP + Mg?*). Las células incubadas en medio con niveles
normales de P y Mg?* se usaron como controles. Los datos se representan como media + SEM. (n=6/grupo x 4 experimentos independientes). Se
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us6 el método Tukey en la prueba ANOVA para analizar las diferencias entre grupos. *,p<0,05 vs Control; **,p<0,01 vs Control; ***,p<0,001 vs
Control; ##,p<0,01 vs AP; ###,p<0,001 vs AP.

Al analizar la presencia de ICAM-1 en la superficie de las CMLV tratadas con AP, y
coincidiendo con estudios previos [193] no se observo un aumento de sus niveles respecto al grupo
control (Figura 25). Sin embargo, los niveles de ICAM-1 si fueron estadisticamente inferiores en las
células tratadas con Mg?* elevado respecto a las de los grupos control y AP (p<0,001 vs Control; p<0,01
vs AP).
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Figura 25. Efecto del Mg?* sobre los niveles de ICAM-1. Los niveles de ICAM-1 fueron determinados mediante citometria de flujo tras 9 dias
de cultivo. Los datos se representan como media = SEM (n=6 de 3 experimentos independientes).. ***, p<0,001 vs Control; ##,p<0,01 vs AP.

La expresion de citoquinas a nivel de ARNm mostré un patron similar al descrito para
proteina: en el medio con AP y Mg?* 0,8 mM hubo un marcado aumento tanto en la expresion de las
citoquinas como de la molécula de adhesion ICAM-1. Estos valores disminuyeron significativamente
con la adicion de Mg?* 1,6 mM al medio con AP (Figura 26).
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Figura 26. Efecto del Mg?* sobre la expresion de marcadores inflamatorios inducidos por AP. La figura representa los niveles de ARNm de
las citoquinas IL-1B(A), IL-6 (B), IL-8 (C), TNFa (D) y de la molécula de adhesion ICAM-1(E), medidos mediante PCR cuantitativa en las CMLV
tras 9 dias de cultivo en un medio con AP (3,3 mM) con una concentracion de Mg?* normal (0,8 mM) o elevado (1,6 mM, (AP + Mg?*).). Los datos
se representan como media £ SEM (n=4/grupo, 3 experimentos). *,p<0,05 vs Control; **,p<0,01 vs Control; ***,p<0,001 vs Control; #,p<0,05 vs
AP; #i,p<0,01 vs AP; ###,p<0,001 vs AP.

El tratamiento con Mg?* previno la activacién de la ruta de sefializacion NF-kB inducida
por AP en las CMLV

Dado que previamente habiamos demostrado en las CMLV que un medio con AP era capaz
de inducir la secrecion de citoquinas inflamatorias, a continuacién, evaluamos si este efecto podria
ocurrir a través del sistema de sefializacion NF-kB [193]. El estudio por Western blot revel6 que, en
comparacion con las células control, el contenido nuclear de p65, fragmento inducible del factor de
transcripcion NF-xB, aumento significativamente en las células cultivadas en el medio con AP-Mg?*
0,8 mM (p<0,01 vs Control). Sin embargo, la adicion de Mg?* 1,6 mM al medio con AP evit6 esta
translocacion nuclear de p65 (p<0,001 vs AP) (Figura 27A). Estos resultados se confirmaron mediante
tincion de inmunofluorescencia. Como se muestra en la Figura 27B, las células no tratadas tenian una
sefal dispersa de p65-NF-kB en el citoplasma, mientras que en las células tratadas con AP-Mg?* 0,8

mM hubo una mayor tincién nuclear de p65-NF-kB (p<0,001 vs Control). El analisis de la intensidad
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de fluorescencia verde en todas las muestras también corrobord la inhibicién de la translocacién nuclear
de p65-NF-xB inducida por la adicién de Mg?* elevado al medio con AP (p<0,01 vs AP).
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Figura 27. El Mg?* elevado previno la activacion inducida por AP de la via de sefializacion de NF-kB en las CMLV. Las células se incubaron
durante 24 horas en un medio con AP (3,3 mM) con una concentracion de Mg?* normal (0,8 mM) o elevado (1,6 mM, (AP + Mg?*). Las células
incubadas en medio con niveles normales de P y Mg?* se usaron como controles. (A) Se determind la expresion de la proteina p65-NF-xB en
extractos nucleares mediante Western blot. Cada imagen se tom6 originalmente de la misma membrana y se eliminaron los carriles no utilizados
o0 repetidos. Las imagenes son representativas de tres experimentos diferentes. Las barras se representan con medias + SEM. (B) La localizacion
intracelular de p65-NF-kB se visualizo mediante microscopia confocal. Para cada tratamiento, se muestra a la izquierda la tincion de p65
(inmunofluorescencia verde); en el medio, la misma muestra se contrasté con DAPI (azul) para tincién nuclear; la imagen combinada (merge) se
muestra a la derecha. Las imagenes son representativas de tres experimentos diferentes. Ampliacién original: 400X. Las barras representan la
mediat SEM. ** p<0,01 vs Control; *** p<0,001 vs Control; ##,p<0,01 vs AP; ###,p<0,001 vs AP.

El tratamiento con Mg?* previno el incremento en la producciéon de EROs, proliferacion
y muerte celular inducido por AP en las CMLV

La produccion de EROs (COO-, ONOO-) se determind mediante fluorescencia utilizando la
sonda H,DCFDA. Como se muestra en la Figura 28, la intensidad de la fluorescencia aumento

significativamente en las células cultivadas en el medio con AP y concentracién normal de Mg?* (0,8
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mM) en comparacion con las células control (p<0,001 vs Control). Por el contrario, cuando las células
se cultivaron en un medio con AP y altos niveles de Mg?* (1,6 mM), hubo un descenso significativo en
la fluorescencia derivada de H,DCFDA (p<0,001 vs AP).
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Figura 28. La suplementacion con Mg?* previno el aumento de produccion de EROs inducido por AP en las CMLV. Las células se incubaron
durante 24 horas en medio AP (3,3 mM) con una concentracion normal de Mg?* (0,8 mM) o suplementado con Mg?* 1,6 mM (AP + Mg?"). Las
células incubadas en medio con concentraciones normales de P y Mg?* se usaron como controles. Los niveles de EROs se midieron utilizando la
sonda H.DCFDA. Las barras se representan con medias + SEM (n = 6/grupo, 3 experimentos). ***,p<0,001 vs Control; ###,p<0,001 vs AP.

En células cultivadas con AP y una concentracion normal de Mg?* (0,8 mM), se observo un
aumento significativo en la tasa de proliferacién detectada mediante el ensayo WST-1 (p<0,01 vs
Control). La tasa de proliferacion disminuyd cuando las células se trataron con altas concentraciones
de Mg?* (1,6 mM) (p<0,05 vs AP) (Figura 29).

2.0
*%*
— 1.5 - #
(@)
= -
5 S 1.0 I
= (@)
7]
Z 0.5-
0.0 T . T
Control AP AP+Mg?*

Figura 29. La suplementacion con Mg?* redujo la proliferacion inducida en las CMLV por AP. La tasa de proliferacion se valoré mediante
el ensayo WST-1. Las barras representan la media £ SEM (n=6/grupo, 3 experimentos). **,p<0,01 vs Control; #,p<0,05 vs AP.

Finalmente, como demostro el ensayo LDH, en células cultivadas en medio con AP + Mg?*

0,8 mM (p<0,01 vs Control) se observé un aumento en los niveles de muerte celular, pero se inhibi6
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significativamente en las células cultivadas en medio que contenia Mg?* 1,6 mM (p<0,05 vs AP)
(Figura 30).
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Figura 30. La suplementacion con Mg?* inhibi6 la muerte celular inducida por AP en las CMLV. La muerte celular se evalué mediante el
ensayo LDH. Las barras representan la media = SEM (n=6/grupo, 3 experimentos). **,p<0,01 vs Control; #,p<0,05 vs AP.

10.2. Estudios in vivo

Determinaciones bioquimicas

La bioquimica sanguinea de los distintos grupos experimentales se muestra en la Tabla 3.
Como se esperaba, los niveles de Mg?* sérico aumentaron en las ratas Nx-Mg?*0,1% alimentadas con
niveles normales de Mg?* (p<0,05 vs Sham), siendo ademas significativamente mayor en el grupo que
recibié Mg?* elevado (p<0,05 vs Nx-Mg?*0,1%). Los animales con disfuncion renal mostraron niveles
reducidos de calcio idnico en suero (p<0,05 vs Sham), siendo ademas estos niveles mas bajos en ratas
alimentadas con una dieta con Mg?*0,1% (p<0,05 vs Nx-Mg?*0,1%). Como cabia esperar, hubo un
marcado aumento en la creatinina en las ratas Nx alimentadas con una dieta con contenido normal de
Mg?* (0,1%), en comparacion con las ratas control (p<0,05 vs Sham); a su vez, las ratas que recibieron
Mg?*0,6% mostraron niveles significativamente mas bajos de creatinina (p<0,05 vs Nx-Mg?*0,1%). De
manera similar, las ratas Nx-Mg?*0,1% tuvieron un nivel de P sérico mas alto que los controles (p<0,05
vs Sham); sin embargo, la hiperfosfatemia se atenué en los animales alimentados con Mg?*0,6%
(p<0,05 vs Nx-Mg?*0,1%).
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Tabla 3. Determinaciones biogquimicas en plasma. Las ratas nefrectomizadas con alto contenido de P en la dieta y Mg?* (0,1%) normal fueron
comparadas con aquellas que recibieron suplementos dietéticos de Mg?* (0,6%) durante 14 dias. Como controles se usaron ratas con funcion renal
normal alimentadas con una dieta con contenido normal en P (P 0,6%), Mg?* (0,1%) y Ca?* (0,6%). Los datos se expresan como media + SEM
(n=8/grupo). *,p<0,05 vs Sham; #,p<0,05 vs Nx-Mg?*0,1%.

Sham Nx-Mg®*0,1% Nx-Mg?*0,6%
Creatinina (mg/dL) 0,35+0,02 1,59+0,2* 0,98+0,1*#
Fosfato (mg/dL) 6,73+0,3 12,2+1,5* 7,54+£04*#
Magnesio (mg/dL) 2,1240,1 3,00+0,1* 3,26+0,1%#
Calcio i6nico (mM) 1,22+0,02 1,01+0,1* 1,10+0,03*#

Evaluacion del efecto del Mg?* en la dieta sobre la lesion renal inducida en ratas con
ERC

El examen histoldgico de los rifiones (Figura 31A) reveld que los animales Nx-Mg?*0,1%
mostraban lesiones glomerulares y tubulares renales, inflamacién y aumento de la celularidad
intersticial. La reaccion inflamatoria, la fibrosis y la calcificacion también fueron mas prominentes en
el grupo Nx-Mg?*0,1% que en el grupo de Nx-Mg?*0,6% (Figura 31B, 31D y 31E). En las ratas Nx-
Mg?*0,1% se presentaron hallazgos inflamatorios, principalmente a nivel periglomerular y zona
intertubular, donde se pudo observar inflamacion mixta (linfocitos y neutréfilos). Esta inflamacién
aparecié reducida en las ratas Nx-Mg?*0,6% en comparacion con las Nx-Mg?*0,1%, lo que
probablemente esté relacionado con la mayor severidad de la necrosis tubular y los cambios de
calcificacién encontrados en este Gltimo grupo. De manera similar, la necrosis y el dafio vascular
(Figuras 31C, 31F y 31G) también se redujeron considerablemente con la administracion del

suplemento de Mg?* en la dieta.
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Figura 31. El suplemento de Mg?* en la dieta redujo la lesion renal inducida en ratas con ERC. (A) Imégenes representativas de las tinciones
de H&E, PAS y tricromico de Masson en muestras histoldgicas de rifiones. Punta de flecha: calcificacion; estrella: necrosis tubular; circulo:
dilatacion vascular; rombo: dilatacién glomerular; cruz: inflamacién focal; flecha: fibrosis intersticial. Ampliacion original: 100x. (B-G)
Evaluacion semicuantitativa de alteraciones renales mediante el uso de un rango de escala de intensidad de 0 a 4 como se describe en Material y

Métodos. Los datos se expresan como media = SEM. *** p<0,001 vs Sham; #,p<0,05 vs Nx-Mg?*0,1%; ##,p<0,01 vs Nx-Mg?*0,1%; ###,p<0,001
vs Nx-Mg?*0,1%.

El suplemento de Mg?* en la dieta disminuye la produccién de citoquinas pro-
inflamatorias y el estrés oxidativo en ratas con ERC

Como se muestra en la Figura 32, en ratas Nx-Mg?*0,1% con una dieta normal de Mg?*, los
niveles plasmaticos de las citoquinas proinflamatorias IL-1B, IL-6 y TNF-a aumentaron
significativamente con respecto al control. En comparacién con este grupo de ratas urémicas, la

administracion de una dieta rica en Mg?* (0,6%) disminuyd significativamente los niveles plasmaticos
de las citoquinas pro-inflamatorias analizadas.
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Figura 32. El suplemento de Mg?* disminuyd los niveles de citoquinas proinflamatorias en el plasma de ratas con ERC. La figura representa
los niveles de las citoquinas plasmaticas IL-1f (A), IL-6 (B) y TNF-a (C) medidos mediante Bioplex en ratas controles alimentadas con una dieta
con contenido normal en P y Mg?* y en un modelo de rata con ERC que incluia nefrectomia 5/6 (Nx) junto con la administracion de una dieta alta
en Py tratamiento con calcitriol. Las ratas Nx5/6 fueron alimentadas con una dieta normal de Mg?* (0,1%) o recibieron un suplemento dietético
de Mg?* (0,6%). Los datos son expresados como media + SEM (n = 8/grupo). **,p<0,01 vs Sham; *** p<0,001 vs Sham; #,p<0,05 vs Nx-
Mg?*0,1%; ###,p<0,001 vs Nx-Mg?*0,1%.

Dado que el EO estéa relacionado con la ERC, este proceso también fue evaluado en los grupos
de estudio. Se midié en plasma la actividad de la enzima antioxidante GPx, que se induce para
contrarrestar el aumento de los niveles de EROs. Como se muestra en la Figura 33, la actividad de la
GPx aument6 considerablemente en ratas Nx-Mg?*0,1%, en comparacidn con las ratas control (p<0,001
vs Sham). Sin embargo, este incremento no se produjo en ratas Nx-Mg?*0,6% alimentadas con un
suplemento de Mg?* (p<0,001 vs Nx-Mg?*0,1%).
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Figura 33. El suplemento con Mg?* en la dieta redujo la actividad de la GPx (un marcador de EO sistémico) en el plasma de ratas con
ERC. Las ratas nefrectomizadas con alto contenido de P en la dieta y Mg?* (0,1%) normal fueron comparadas con aquellas que recibieron
suplementos dietéticos de Mg?* (0,6%) durante 14 dias. Como controles se usaron ratas con funcion renal normal alimentadas con una dieta con
contenido normal en P (P 0,6%) y Mg?* (0,1%). El suplemento con Mg?* en la dieta redujo la actividad de la GPx (un marcador de EO sistémico)
en el plasma de ratas con ERC. Los datos son expresados como valores de la media + SEM (n = 8/grupo). ***,p<0,005 vs Sham; #,p<0,05 vs Nx-
Mg?*0,1%.
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El suplemento dietético de Mg?* redujo la expresion de citoquinas pro-inflamatorias y
el dafio tisular en tejido adrtico de ratas con ERC

A continuacién, analizamos especificamente el grado de inflamacion en el tejido adrtico
(Figura 34). El patron de expresion de todas las citoquinas estudiadas a nivel de ARNm reflej6 lo

observado a nivel proteico en plasma.
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Figura 34. El suplemento dietético con Mg?* redujo la expresion de citoquinas proinflamatorias en el tejido adrtico. La figura representa los
niveles de ARNm de las citoquinas TNF-a (A), IL-1f (B) e IL-6 (C), medidos mediante RT-PCR a tiempo real. Se utilizé un modelo de rata de
ERC que incluia una nefrectomia 5/6 (Nx) més una dieta alta en P (1,2%) y un tratamiento con CTR. Las ratas Nx fueron alimentadas con una
dieta normal de Mg?* (0,1%) o recibieron un suplemento dietético de Mg?* (0,6%). Las ratas controles con operacion alimentadas con una dieta
normal de P y Mg?* sirvieron como controles. Los datos son expresados como valores de la media + SEM (n = 8/grupo). *,p<0,05 vs Sham;
** n<0,01 vs Sham; #,p<0,05 vs Nx-Mg?'0,1%.

Ademas, a nivel histolégico observamos que el suplemento de Mg?* en la dieta (Mg?*0,6%)
redujo significativamente el grado de inflamacion de la aorta, el dafio vascular y la dilatacion observada
en las ratas Nx-Mg?*0,1% (Figura 35B-E). En las aortas del grupo Control se observé una estructura
parenquimatosa conservada sin inflamacién, necrosis o fibrosis. Ademéas, como ya habiamos

demostrado previamente en un estudio previo de nuestro grupo [109], también se observé una
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reduccion de la calcificacion vascular en las ratas Nx-Mg?* 0,6% en comparacion con el grupo Nx-

Mg?*0,1%. Por lo tanto, el suplemento con Mg?* redujo especificamente la expresion de citoquinas

proinflamatorias y el dafio vascular en aorta toracica.
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Figura 35. El suplemento dietético con Mg?* redujo la lesion histolégica inducida en aorta toracica de ratas con ERC. (A) Tinciones de
H&E representativas en muestras histologicas de aorta. Punta de flecha: calcificacion; asterisco: remodelacion; cruz: inflamacion focal. Ampliacion
original: 100x. (B-E) Evaluacion semicuantitativa de alteraciones adrticas mediante el uso de un rango de escala de intensidad de 0 a 4 como se
describe en material y métodos. Los datos son expresados como valores de la media + SEM. *,p<0,05 vs Sham;***,p<0,001 vs Sham; #,p<0,05 vs

Nx-Mg?*0,1; ##,p<0,01 vs Nx-Mg?0,1.
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11. EFECTO DEL SUPLEMENTO DIETETICO DE Mg?* SOBRE EL
ESTRES OXIDATIVO, LA INFLAMACION Y LA DISFUNCION
VASCULAR EN UN MODELO EXPERIMENTAL DE SINDROME
METABOLICO CON ENFERMEDAD RENAL CRONICA

Los resultados de los parametros bioquimicos de los diferentes grupos experimentales se
recogen en la Tabla 4. Como era de esperar, las ratas SMet+Nx alimentadas con Mg?*0,1% (SMet+Nx-
Mg?*0,1%) mostraron niveles superiores de Mg?* en plasma con respecto a las ratas controles (p<0,05
vs SMet). Cuando se consideraron los grupos experimentales urémicos, se observo un aumento en la
concentracion tanto plasmatica como urinaria de Mg?* en las ratas alimentadas con Mg?* elevado
(p<0,05 vs SMet+Nx-Mg?'0,1%). En comparacion con el grupo control, la creatinina en plasma
aumentd en el grupo de ratas SMet+Nx-Mg?*0,1% (p<0,05 vs SMet). Del mismo modo, el suplemento
con Mg?* resulté en una disminucion significativa de los valores de creatinina plasmatica respecto al
grupo SMet+Nx-Mg?*0,1%. El P en plasma y orina también aumentd en las ratas SMet+Nx-Mg?*0,1%
comparado con las ratas controles (p<0,05 vs SMet). Sin embargo, estos niveles resultaron ser
significativamente mas bajos tras administrar el suplemento de Mg?* cuando se compararon con ratas
SMet+Nx-Mg?*0,1% con concentraciones normales de Mg?* en la dieta (p<0,05 vs SMet+Nx-
Mg?*0,1%). Los datos de fosfaturia y fosfatemia se relacionan con los observado de FGF23 intacto,
donde las ratas SMet+Nx-Mg?*0,1% experimentan un incremento significativo respecto a los controles
(p<0,05 vs SMet). Sin embargo, se detectd un descenso significativo de FGF23 intacto en las ratas
SMet+Nx-Mg?*0,6% (p<0,05 vs SMet+Nx-Mg?*0,1%). La cepa de ratas Zucker presenta
hiperglucemia. Tras la nefrectomia, los valores de glucosa aumentaron en el grupo SMet+Nx-
Mg?*0,1% (p<0,05 vs SMet). El suplemento dietético de Mg?* (0,6%) no indujo cambios significativos
en glucosa con ningun grupo. Una de las anomalias presentes en el SMet y ERC es la dislipidemia.
Como se observa, tras una administracion dietética de Mg?* los niveles de colesterol total y
LDL+VLDL descendieron significativamente, mientras que los de colesterol HDL aumentaron (p<0,05
vs SMet+Nx-Mg?*0,1%).
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Tabla 4. Determinaciones bioquimicas plasmaticas. Para el modelo de ERC con SMet se utilizaron ratas Zucker nefrectomizadas 5/6 (Nx)
alimentadas con una dieta alta en P (Ca*0,6% y P 0,9%) vy a las que se administr6 CTR. Esta dieta contenia niveles normales (0,1%) o elevados
de Mg?* (0,6%). Los experimentos tuvieron una duracion de 28 dias. Ratas sham, alimentadas con una dieta normal en P (P 0,6%) y en Mg?*
(0,1%), sirvieron como controles. Los datos se representan como valores de las medias + SEM (n=8/grupo) *,p<0,05 vs SMet; *** p<0,001 vs
SMet; #,p<0,05 vs SMet+Nx-Mg?*0,1%; ##,p<0,01 vs SMet+Nx-Mg?*0,1%.

SMet  SMet+Nx-Mg°'0,1% SMet+Nx-Mg>*0,6%

Creatinina (mg/dL) 0,52+0,1 1,59+0,2* 0,99+0,1*#
Fosfato (mg/dL) 8,75+0,4 13,05+0,9* 10,63+0,4*#
Magnesio (mg/dL) 2,30£0,2 3,97+£0,3* 6,24+0,8*#
Glucosa (mg/dL) 269+54,5 426,7+34,5* 297,7+35,1
FGF23 (pg/mL) 692,5+32,2  2275+270,1*** 1229+142 1##
Colesterol total (mg/dL) 256,2+19,5 326+13,5** 285,3+19,6#
HDL (mg/dL) 67,06+0,6 64,05+7,6 82,7+5,6%#
LDL+VLDL (mg/dL) 189,1+19,8 256,6+14** 202,6+14,9#
Fosfato urinario (mg/24h) 2,98+0,4 24,9742 3* 12,11+0,8*#
Calcio urinario (mg/24h) 0,6310,2 3,5674£0,5*** 1,27+0,4##
Magnesio urinario (mg/24h)  7,08+1,3 3,37%0,2* 8,02+0,9#

Efecto del suplemento de Mg?* sobre la expresion renal de Klotho

Por otro lado, se analiz6 el efecto del suplemento de Mg?* sobre la expresion de Klotho a nivel
renal (Figura 36). Se encontré un descenso en la expresion de Klotho asociado a la ERC (p<0,05 vs
SMet). Tras la administracion del suplemento de Mg?* en la dieta, la expresion de Klotho mejord en el
grupo SMet+Nx-Mg?*0,6% (p<0,05 vs SMet+Nx-Mg?*0,1%).

106



RESULTADOS

1.59
£
3] HH
S = | I
@c 10 *%
SMet+Nx =]
£ 0o *%k% ——
SMet Mg?0,1%  Mg*0,6% o z
- £ N4 > 0.5
Klotho )
~ . n =

SMet+Nx

00 T T T
2+ 0 2+ 0
Bactina Wy IF h SMet Mg?*0,1%  Mg?'0,6%

Figura 36. El suplemento de Mg?* incrementa los niveles de Klotho renal en ratas con ERC y SMet, cuya expresion se encuentra reducida
respecto de la observada en animales con SMet y funcidn renal normal. La expresion de aKlotho se determind mediante Western blot en
extractos proteicos de rifion. Cada imagen se tomo originalmente de la misma membrana. Las imagenes son representativas de tres experimentos
diferentes. Los datos se presentan como valores de la media + SEM (n=8/grupo). **,p<0,01 vs SMet; *** p<0,001 vs SMet; ##,p<0,01 vs
SMet+Nx-Mg?0,1%.

El suplemento dietético de Mg?* redujo la disfuncién vascular asociada al SMety laERC
in vivo

Tras el periodo de tratamiento de 28 dias, se determiné la presion arterial sistolica (PAS) y
diast6lica (PAD). Como se esperaba en esta cepa de ratas, se observaron valores elevados de PAS
(Figura 37A) (150+9,04 mmHg) y PAD (Figura 37B) (107+6,16 mmHg) en las ratas control sin
nefrectomizar [194]. Los valores de PA aumentaron significativamente en el grupo SMet+Nx-
Mg?*0,1% (PAS=200+3,80 mmHg; PAD=153+4,75 mmHg) y disminuyeron con la administracion del
suplemento de Mg? en la dieta (PAS=157+3,98 mmHg; PAD=118+3,69 mmHg) en donde se

encontraron valores de presion similares a los del grupo control.
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Figura 37. Efecto del suplemento dietético de Mg?* sobre la presion arterial. Zucker nefrectomizadas 5/6 (Nx) fueron alimentadas con una
dieta P0,9% y niveles normales (0,1%) o elevados de Mg?* (0,6%), a las que se administré CTR durante de 28 dias. A 25 dias, la presion arterial
sistélica A) y diastélica B) de los grupos experimentales fueron medidas. Los datos son mostrados como valores de la media + SEM (n=8/grupo).
**% 0<0,001vs SMet; ###,p<0,001 vs SMet+Nx-Mg?*0,1%.

Con relacion a los niveles de ET-1 (Figura 38A), en los animales SMet+Nx-Mg?"0,1% se
produjo un aumento significativo que no se observo en el grupo de animales que recibieron una dieta
suplementada en Mg?*0,6%. Respecto al NO, se encontrd un descenso significativo en el grupo de
animales SMet+Nx-Mg?*0,1% con dieta normal. Sin embargo, los animales con suplemento de Mg?*

en la dieta no mostraron cambios en los niveles de NO.
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Figura 38. Efecto del suplemento dietético de Mg?* sobre la produccion de ET-1 y NO en ratas con ERC y SMet.. Las ratas Zucker
nefrectomizadas con alto contenido de P en la dieta y Mg?* (0,1%) normal fueron comparadas con aquellas que recibieron suplementos dietéticos
de Mg?* (0,6%) durante 28 dias. Como controles se usaron ratas Zucker con funcion renal normal alimentadas con una dieta con contenido normal
en P (P 0,6%) y Mg?* (0,1%). Se midi6 en muestras de plasma los cambios en la produccion de A) ET-1y B) NO entre los grupos experimentales.
Los datos son expresados como valores de la media + SEM (n=8/grupo). *,p<0,05 vs SMet; #,p<0,05 vs SMet+Nx-Mg?*0,1%.

108



RESULTADOS

El suplemento dietético de Mg? disminuyé la produccion de citoquinas pro-
inflamatorias en el tejido adrtico inducida en ratas con SMety ERC

Como se muestra en la Figura 39, la expresion de las citoquinas proinflamatorias IL-1f y IL-
6 en la aorta aument6 significativamente en las ratas SMet+Nx-Mg?*0,1% alimentadas con una dieta
normal en Mg?* en comparacion con las ratas controles. Este aumento no se observo en las ratas que
recibieron la dieta con 0,6 % de Mg?*, donde se produjo un descenso significativo de expresion de estas
citoquinas entre ambos grupos Nx (p<0,05 vs SMet+Nx-Mg?*0,1%).
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Figura 39. El suplemento de Mg?* en la dieta disminuyd la expresion de citoquinas proinflamatorias en la aorta toracica de ratas con ERC
y SMet. Se utilizé6 un modelo de rata de ERC y SMet que incluia una nefrectomia 5/6 (Nx) mas una dieta alta en P (0,9%) y un tratamiento con
CTR. Las ratas Nx fueron alimentadas con una dieta normal de Mg?* (0,1%) o recibieron un suplemento dietético de Mg?* (0,6%). Las ratas Zucker
con operacion alimentadas con una dieta normal de P y Mg?* sirvieron como controles. Se evaluaron los niveles de expresion génica en aorta
torécica de IL-1pB (A) y IL-6 (B). Los datos son expresados como valores de la media = SEM (n = 8/grupo). **,p<0,01 vs SMet; *** p<0,001 vs
SMet; #,p<0,05 vs SMet+Nx-Mg?*0,1%.

Puesto que, como se ha observado, el dafio renal y la disfuncién vascular se relacionan con la
expresion génica de citoquinas inflamatorias, se determind a través de Western Blot la modulacion del
sistema de sefalizacion NF-xB tras la administracion del suplemento dietético de Mg?* (Figura 40).
Los resultados obtenidos revelaron un aumento en la translocacion nuclear de p65-NF-kB en las ratas
SMet+Nx-Mg?*0,1% alimentadas con dieta normal. Sin embargo, se observé un descenso significativo
de p65 en el grupo con dieta Mg?*0,6%, no encontrandose diferencias entre este grupo y el grupo

control.

109



RESULTADOS

N
o
1

**
SMet+Nx o _ 15 T 4
L o
SMet Mg?0.1% Mg*0.6% £ = —_
© o 1.0
a o
g
[a)] 0.5
0.0 T

1 1
SMet MgZ'0,1% Mg*0,6%

M', SMet+Nx

Figura 40. El suplemento de Mg?* previno la activacion de la via de sefializacion de NF-kB en ratas con ERC y SMet. Ratas SMet+Nx fueron
alimentadas con una dieta normal de Mg?* (0,1%) o suplementada (0,6%) durante 28 dias, usando como control ratas SMet con dieta normal de
Mg?* (0,1%). Se determind la proteina p65-NF-kB mediante Western blot en extractos nucleares de aorta. Cada imagen se tomé originalmente de
la misma membrana. Las imagenes son representativas de tres experimentos diferentes. Los datos son expresados como valores de la media + SEM
(n=8/grupo). **,p<0,01 vs SMet; #,p<0,05 vs SMet+Nx-Mg?0,1%.
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El suplemento dietético de Mg?* disminuyd el estrés oxidativo inducido en ratas con
SMety ERC

Como muestra la Figura 41, el suplemento de Mg?* en la dieta disminuyd la produccion de
IL-6 respecto de la observada en las ratas Nx alimentadas con una dieta basal de Mg?* (0,1%). Estos

resultados corroboran los niveles de expresion de IL-6 observados en el tejido adrtico.
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Figura 41. El suplemento de Mg?* previno la produccion de la citoquina inflamatoria I1L-6 en ratas con ERC y SMet. Niveles plasmaticos
de IL-6 en ratas medidos mediante ELISA en ratas con ERC (Nx) y SMet con una dieta alta en P (0,9%) y normal de Mg?* (0,1%) o recibieron un
suplemento dietético de Mg?* (0,6%), ademas con un tratamiento con CTR. Se usé como controles ratas Zucker con operacion alimentadas con
una dieta normal de P y Mg?*. Los resultados son expresados como valores de la media = SEM (n=8/grupo). ***,p<0,001 vs SMet; #,p<0,05 vs
SMet+Nx-Mg?*0,1.

Ya que la ER y el SMet conllevan un aumento de EO, analizamos en el plasma los efectos del

suplemento de Mg?* sobre dicho proceso, evaluando la actividad de la GPx y los niveles de MDA
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(Figura 42A-B). Los resultados muestran que, concomitantemente al desarrollo de la ER, en las ratas
Nx-Mg?*0,1% se produce una disminucion significativa (p<0,001 vs SMet) de la actividad de la enzima
GPx asi como un aumento significativo de los niveles de MDA (Figura 42A). La actividad de la GPx
aument6 mientras que la peroxidacion lipidica disminuy¢ significativamente tras la administracion del
suplemento dietético de Mg?* (0,6%) (p<0,05 vs SMet+Nx-Mg?*0,1% en ambos casos). Por Ultimo, se
observ6 una correlacion inversa significativa entre la actividad GPx y los niveles de MDA (Figura
42C).
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Figura 42. El suplemento de Mg?* en la dieta disminuy0 el estrés oxidativo en un modelo experimental de ERC y SMet. A) El suplemento
de Mg?* incrementd la actividad de la enzima antioxidante GPx, y redujo B) los niveles de peroxidacion lipidica. C) Correlacion inversa
significativa entre la actividad GPx y los niveles de MDA. Los resultados son expresados como valores de la media = SEM (n=8/grupo). **,p<0,01
vs SMet; *** p<0,001 vs SMet; #,p<0,05 vs SMet+Nx-Mg? 0,1%.

El suplemento dietético con Mg* restaura las alteraciones de los marcadores
proteémicos del SMet, la ERC y la disfuncién vascular

Las proteinas cuantificadas en el plasma se analizaron con el algoritmo PLSDA para

discriminar los tres grupos experimentales. Los resultados se muestran en la Figura 43, donde puede
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observarse una clara estratificacion segin la induccidon de la ERC (controles frente a animales
nefrectomizados) a lo largo del primer componente, que también separa en gran medida a los grupos
nefrectomizados que recibieron las diferentes cargas de Mg?* en la dieta.
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Figura 43. Resultados del algoritmo PLSDA.

Posteriormente se realizd un estudio ANOVA de los tres grupos muestrales. Se encontraron
un total de 22 proteinas expresadas diferencialmente entre las condiciones evaluadas con un valor de
p<0,05 (Figura 44).
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Figura 44. Anélisis ANOVA unidireccional por el método LSD de Fisher de 195 proteinas con p<0,05.
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Se llevd a cabo un clustering u ordenamiento de los grupos experimentales en funcion de la
abundancia relativa normalizada de cada proteina mediante un mapa de calor jerarquico (Figura 45).
Como se puede visualizar claramente, se observa la division de dos clusters En el primer cluster los
grupos con nefrectomia (SMet+Nx-Mg?*0,1% y SMet+Nx-Mg?*0,6%) presentan una abundancia
relativa menor respecto al grupo control, frente al segundo cluster donde la nefrectomia las aumenta.
El grupo con suplemento de Mg?* (SMet+Nx-Mg?*0,6%) muestra a su vez un cambio de abundancia
respecto al grupo SMet+Nx-Mg?*0,1% en ambos clusters.
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Figura 45. Mapa de calor de las 22 proteinas significativas.
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A continuacién, en la Tabla 5 se detalla la informacion de cada una de las 22 proteinas
significativas. La significacion obtenida con el test LSD de Fisher mostr6 11 proteinas diferencialmente
expresadas entre los grupos SMet+Nx-Mg?*0,1% vs SMet+Nx-Mg?*0,6% (Figura 46A). En 8 de estas
11 proteinas, el suplemento de Mg?* en ratas nefrectomizdas produjo un descenso significativo de
expresion frente al grupo SMet+Nx-Mg?*0,1% (Cistatina-C (Cst3), Fetuina B (Fetub), Cinindgeno-1
(Kng1l), Cinindgeno-2 (Kng2), Angiotensindgeno (Agt), Antitrombina 111 (Serpincl), Carboxilasterasa
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1C (Ceslc) y Apolipoproteina B-100 (Apob)) (Figura 46A), mientras que 3 proteinas presentaron un
aumento de expresion (Lumican, Globulina transportadora de corticoides (Serpina6) y Muriglobulina-
1(Mug1)) (Figura 46B).

Tabla 5. Proteinas diferencialmente expresadas en plasma de rata con SMet-ERC.

Fisher'sLSD

Accesoproteina - Gen Proteina D-VANE 1y vs MetS+Nx+Mg0.1% MetSvs MetS-Nx-Mg0.6%  MefS+Nx+Mg0.1% vs MetS+Nx+Mz0.6%

AOAOG2KS31  Gpx3  Glutation peroxidasa 3 0.00 l l
P14841 Cst3  Cistatina-C 0.00 T T l
Q6IRS6 Fetub Fetuina B 0.00 T l
P08932 Kngl Cinindgeno-1 0.00 T T l
FIMSE9 Lyz2 Lisozima 0.00 T T
QB0ZA3 Serpinfl -2 antiplasmina 0.00 T T
FGQIN1 F13b Cadena B del factor de coagulacion XII 0,00 T T
P51886 Lum Lumican 0.00 T T T
P03934 Kig2 Cininégeno-2 0.00 T T l
P01048 Mapl T-cininégeno-1 0.00 T T
Q63416 Ttih3 E_ﬁ;;ﬁe:éda del inhibidor de la inter- 0.00 T T
Q6P734 Serping] Inhibidor de la proteasa plasmitica C1 0,00 T T
Q6IN22 Ctsb  Catepsina B 0.00 T )
P32038 Cfd  Factor del complemento D 0.00 T T
P31211 Serpina6 Globulina trasnportadora de corticoides 0,00 l T
P01015 Agt  Angiotensinogeno 0.00 T l
QSM7Ts  Serpincl Antitrombina-IIT 0.00 T l
Q03626 Mugl Murinoglobulina-1 0.00 l T
P10959 Ceslc Carboxilesterasa 1C 0.00 l l
FIM6Z1 Apob  Apolipoproteina B-100 0.00 T l
035849 Leat Fosfatidileolina-esterol aciltransferasa 0.00 l l
o oo [okEmberine ! !
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Figura 46. Diagrama de cajas de las proteinas diferencialmente expresadas entre los grupos SMet+Nx-Mg?*0,1% vs SMet+Nx-Mg?*0,6%.
El grupo SMet esta representado en color rojo, el grupo SMet+Nx-Mg?*0,1% en color verde y el grupo Nx-Mg?*0,6% en color azul. Se us6 el
analisis ANOVA unidireccional por el método LSD de Fisher. A) Proteinas que presentan un descenso de expresion tras el suplemento de Mg?* en

el grupo Nx. B) Proteinas que aumentan su expresion en ratas SMet+Nx+Mg?*0,6%.

* p<0,05 vs SMet; #,p<0,05 vs SMet+Nx-Mg?*0,1%.

La interaccion de las 22 proteinas diferencialmente significativas se analiz6 con la base de

datos STRING (Figura 47A). Las proteinas glutation peroxidasa 3 (Gpx3) y T-cinindgeno 1 (Map1) no

fueron admitidas por la base de datos. Como se observa en la red IPP, casi la totalidad de las proteinas

muestran asociaciones. Las asociaciones del IPP sugirieron 3 clusters relacionadas con la activacion

del sistema inmune, la regulacién de la hemostasia y marcadores de funcion renal (Figura 47B).
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Las proteinas expresadas diferencialmente se introdujeron en la base de datos Reactome para
obtener el conjunto de rutas proteémicas en las que estan implicadas. Las proteinas Fetub, Map1, a-2
antiplasmina (Serpinfl) y Ceslc no fueron reconocidas por la base de datos. El analisis Reactome
mostré un conjunto de rutas relacionadas con 1) el sistema inmune, 2) hemostasia, 3) metabolismo de
proteinas, 4) union y captacion de ligandos por receptores scavenger, 5) ensamblaje, remodelado y
aclaramiento de lipoproteinas en plasma, 6) regulacion del metabolismo de proteinas por el receptor o
activado por proliferador peroxisomal (PPARw), 7) desintoxicaciéon de EROs y 8) receptor de union a
ligando peptidico (Figura 48). De acuerdo con el analisis Reactome, las rutas del sistema inmune,
hemostasia y metabolismo de proteinas mostraron mayor enriquecimiento. Las alteraciones de estas
rutas mayormente enriquecidas estan fuertemente presentes en las ECV y ERC.
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Figura 47. A) Las interacciones proteina-proteina entre las proteinas expresadas diferencialmente se determinaron utilizando la base de datos
STRING. Los nodos representan las proteinas y las lineas las IPP. B) Clusters en relacién a funciones similares.
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Receptores de union al ligando peptidico 2 (3.48E-2) Nivel 5
Detoxificacion de EROs 1 (4.79E-3) INiveI4
Regulacién del metabolismo de lipidos por PPARa 2 (2.7E-2) Nivel 3
Ensamblaje, remodelado y aclaramiento de lipoproteinas plasmaticas 2 (1.05E-2)
Unidn y captacion de ligandos por receptores scavenger 1 (3.59E-1) Ivael2
Metabolismo de proteinas 9 (1.31E-2)
Hemostasia 8 (1.49E-5) Nivel 1
Sistema inmune 8 (3.9E-2)
0% 10% 20% 30% 40% 50 %

Porcentaje de genes

Figura 48. Enriquecimiento de las rutas protedmicas expresadas diferencialmente mediante Reactome en el modelo SMet-ERC. La abscisa
representa el porcentaje de genes; la ordenada enumera las vias encontradas en Reactome. Los niveles determinan el nivel de jerarquias en sus
respectivas rutas. P<0,05.

e Sistema inmune (R-HSA-168256.7)

La ruta del sistema inmune present6 un enriquecimiento de 8 proteinas (Figura 49A). Siete de
estas protefnas se regularon al alza en el grupo SMet+Nx-Mg?*0,1% respecto al control (Cadena B del
factor de coagulacion X111 (F13b), Inhibidor de la proteasa plasmatica C1 (Serpingl), Lisozima (Lyz2),
Catepsina B (Ctsb), Factor del complemento D (Cfd), Cst3, Apob), mientras que la proteina MuG1
mostré una disminucién (p<0,05 vs SMet). En el grupo SMet+Nx-Mg?*0,6% se observaron diferencias
significativas en Cst3, Apob y Mugl respecto al grupo con nefrectomia y Mg?* normal (p<0,05 vs
SMet+Nx-Mg?*0,1%). No hubo diferencias en Apob y Mugl entre el grupo control y SMet+Nx-
Mg?*0,6%. En la Figura 49B se proporciona la red IPP, mostrando las relaciones potenciales de las 8
proteinas presentes en las rutas jerarquicas del sistema inmune en la base de datos Reactome. El analisis
de la ruta revel6 un conjunto de procesos significativos relacionados con el sistema inmune: sistema
inmune innato, cascadas de receptores tipo Toll, cascada del complemento, desgranulacion neutrofila,
presentacion del antigeno MHC clase Il, trafico y procesamiento de TLR endosomal, regulacion de la

cascada del complemento y activacidn alternativa del complemento (p<0,05) (Figura 49C, Tabla 6).
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Figura 49. A) Diagrama de cajas de las proteinas diferencialmente expresadas implicadas en el sistema inmune en Reactome y B)
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Porcentaje de genes
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correspondiente IPP de STRING de las proteinas (color rojo). C) Enriquecimiento de las rutas implicadas en el sistema inmune en Reactome, La
abscisa representa el porcentaje de genes; la ordenada enumera las vias encontradas en Reactome, Los niveles determinan el nivel de jerarquias
en sus respectivas rutas. P<0,05. *,p<0,05 vs SMet; #,p<0,05 vs SMet+Nx-Mg?*0,1%.
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Tabla 6. Rutas significativas pertenecientes a la jerarquia de sistema inmune.

RESULTADOS

Identificacion

Nombre ruta

Gen

pValue

FDR

R-HSA-168236.7

R-HSA-168245.8

R-HSA-168898.7

R-H5A-166658.4

R-H5A-67986952

R-H5A-2132205.3

R-HSA-1679131.1

R-HSA-977606.3

R-HSA-1737362

Sistema inmune

Sistema inmune innato

Cascadas de receptorestipo Toll

Cascada del complemento

Desgramiladénneutrofila

Presentacion del antigeno MHC clasell
Trafico y procesamiento de TLR. endosomal
Regulacion dela cascada del complemento

Activacion altemativa del complemento

F13b
Serpingl
Lyz2
Cstb

ApoB
Cst3
Mugl
Flib
Serpingl
Lyz2
Cstb
CFD
ApoB
Cst3
Cstb
ApoB
Flib
Serpingl
CFD
Lyz2
Cstb

Cst3
Mugl
Cstb
Cstb
Flib
Serpingl

39E-2

293E-3

213E-2

24E2

1.87E-2

9.05E-3

7.79E-2

1,51E-2

1,98E-2

437E-2

7.51E-2
7.51E-2
TATE2

6.02E-2

e Hemostasia (R-HSA-109582.3)

En el enriquecimiento de la ruta de la hemostasia se encontraron 7 proteinas (Apob, Kngl,
Ctsh, Cfd, Serpincl, F13b y Cadena pesada del inhibidor de la inter-a-tripsina H3 (Itih3)) que se
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regularon al alza en el grupo Nx (p<0,05 vs SMet) (Figura 50A). Sin embargo, Apob, Kngl y Serpincl
mostraron niveles reducidos de expresion en el grupo SMet+Nx-Mg?*0,6% (p<0,05 vs SMet+Nx-
Mg?*0,1%). La red IPP de las 7 proteinas presentes en las rutas jerarquicas de la hemostasia se muestra
en la Figura 50B. El analisis de la ruta revel6 un conjunto de procesos significativos relacionados con
la hemostasia: activacién, sefializacion y agregacion plaquetaria, formacién de coagulo de fibrina
(cascada de coagulacion), respuesta al Ca?* citosélico plaquetario elevado, ruta intrinseca de la
formacion del coagulo de fibrina, ruta coman de la formacién del codgulo de fibrina, sensibilizacion

plaquetaria por LDL y desgranulacién plaquetaria (p<0,05) (Figura 50C, Tabla 7).
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SMet+Nx SMet+Nx SMet+Nx SMet+Nx
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) -E 1 * ok g
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Figura 50. A) Diagrama de cajas de las proteinas significativas implicadas en la hemostasia en Reactome y B) correspondiente IPP de STRING
de las proteinas (color verde). C) Enriquecimiento de las rutas implicadas en la hemostasia en Reactome, La abscisa representa el porcentaje de

genes; la ordenada enumera las vias encontradas en Reactome, Los niveles determinan el nivel de jerarquias en sus respectivas rutas. P<0,05.
* p<0,05 vs SMet; #,p<0,05 vs SMet+Nx-Mg?*0,1%.
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Tabla 7. Rutas significativas pertenecientes a la jerarquia de hemostasia.

Identificacién Nombre ruta Gen pValue FDR

Serpincl

Fl3b
R-HS5A-100382.3 Hemostasia Serpingl 134E4 24E3

Itih3
ApoB
CFD
Kngl

B-HSA-76002.3 Activacion, sefializaciony agregacionplaquetaria ks 9,15E-4 1,28E-2
3

Serpingl
Serpincl
R-HSA-1408772  Formacion de codgulo de fibrina (cascadade coaguladon) s 5,46E-7 7,04E-5
=
Serpingl
CFD
R-HSA-T6005.2 Respuestaal Ca’ citosdlico plaquetario elevado His3 6,89E-5 145E-3
2
Serpingl
Serpincl
R-HSA-140837.8  Rutaintrinseca de laformacion del coagulo defibrina Kngl 8,67E-6 5,55E-4
Serpingl
Serpincl
R-HSA-140875.4 Ruta comun de laformacion del codgulo de fibnna Fi3b 6,7E-4 1.07E-2
&
R-HSA-4321422  Sensibilizacion plaquetaria por LDL ApoB 343E-2 151E-2

R-HSA-114608.3 Desgramiacionplaquetana 3,712E-5 1.43E-3

Serpingl

e Metabolismo de proteinas (R-HSA-392499.9)

La reparacion de proteinas permite revertir el dafio a algunas cadenas laterales de aminoacidos
causado por EROs, La formacion de fibra amiloide y la acumulacion de depdsitos mayoritariamente
extracelulares de proteinas fibrilares, estan asociadas con el dafio tisular observado en numerosas
enfermedades, incluida la insuficiencia cardiaca y renal. La ruta del metabolismo de proteinas present6

un enriquecimiento de 9 proteinas (Figura 51A). En el grupo SMet+Nx+Mg?*0,1%, las proteinas
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Serpincl, Kngl, Kng2, Lyz2, Apob, Agty Cst3 se regularon al alza, mientras que la proteina Mugl y
la Fosfolipasa D especifica de fosfatidilinositol-glicano (Gpld1) mostraron una disminucién (p<0,05
vs SMet). Estas desregulaciones presentaron diferencias significativas tras el suplemento de Mg?* en
las proteinas Serpincl, Kngl, Kng2, Apob, Agt, Cst3 y Mugl (p<0,05 vs SMet+Nx-Mg?*0,1%). En la
Figura 51B se proporciona la red IPP y las relaciones potenciales de las 9 proteinas presentes en las
rutas jerarquicas del metabolismo de proteinas en la base de datos Reactome. El conjunto de procesos
significativos relacionados con el metabolismo de proteinas fueron los siguientes: modificacion
postraduccional de proteinas, regulacion del transporte y la captacion del factor de crecimiento
insulinico (IGF) por las proteinas de unién al factor de crecimiento insulinico (IGFBP), formacion de
fibra amiloide, fosforilacion de proteinas postraduccional y metabolismo de Agt a Angiotensina (Ang)
(p<0,05) (Figura 51C, Tabla 8).
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Metabolismo de Agt a Ang Agt
Nivel 3
Fosforilaciéon postraduccional de proteinas Serpinc1, Kng1, Kng2, ApoB, Cst3
Formacion de fibra amiloide Lyz2, Cst3
Regulacion del transporte y captacion de IGF por IGFBP Serpinc1, Kng1, Kng2, ApoB, Cst3 Nivel 2
Modificacion postraduccional de proteinas Serpinc1, Kng1, Kng2, Mug?1, Gpld1, ApoB, Cst3
. I3 Serpinc1, Kng1, Kng2, Mug1, Lyz2, Gpld1, .
Metabolismo de proteinas ApoB, Cs13, Agl I Nivel 1
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Figura 51. A) Diagrama de cajas de las proteinas significativas implicadas en el metabolismo de proteinas en Reactome y B) correspondiente IPP
de STRING de las proteinas (color azul). C) Enriquecimiento de las rutas implicadas en el metabolismo de proteinas en Reactome, La abscisa
representa el porcentaje de genes; la ordenada enumera las vias encontradas en Reactome, Los niveles determinan el nivel de jerarquias en sus
respectivas rutas. P<0,05. *,p<0,05 vs SMet; #,p<0,05 vs SMet+Nx-Mg?*0,1%.
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Tabla 8. Rutas significativas pertenecientes a la jerarquia del metabolismo de proteinas.

Identificacidn Nombre ruta Gen pValue DR

Serpincl
Kngl
Kng?
Mugl
R-HSA-3924900 Metabalismo de proteinas Lyz2 129E-2 6,02E-2
Gpldl
ApoB

Cst3

R-HS5A-597592.7 Modificaciénpostraduccional de protanas Mugl 2,88E-2 7,51E-2

R-HS5A-3814262 Regulacion del transporte v la captacion del IGF por IGFEP Kng2 3,82E-5 1,22E-3

E-HSA 9772256 Formacion de fibra amiloide 8.01E-3 6,02E-2

R-HS5A-8957275.1 Fosfonlacion deproteinas postradicaonal KEngl 211E-5 9.07E-4

B-HSA-20.

]
]
L]

5

(]

Metabolismo de Agta Ang Agt 4.01E-2 8,02E-2

e Unidny captacion de ligandos por receptores scavenger (R-HSA-2173782.1)

La proteina Apob se encontrd relacionada con la ruta de union y captacion de ligandos por
receptores secuestradores o scavenger. Se observd un aumento de expresion en el grupo con

nefrectomia (p<0,05 vs SMet) que se corrigio tras la administracion del suplemento de Mg?* (p<0,05
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vs SMet+Nx-Mg?*0,1%) (Figuras 52A y 52B). El conjunto de procesos significativos regulados por la

unién y captacion de ligandos por receptores scavenger se muestra en la Figura 52C: Eliminacién por

receptores de Clase B, Eliminacion por receptores de Clase F y Eliminacion por receptores de Clase H

(p<0,05) (Tabla 9).
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Figura 52. A) Diagrama de cajas de Apob y B) correspondiente IPP de STRING (color marrén). C) Enriquecimiento de las rutas implicadas en la
unién y captacion de ligandos por receptores scavenger en Reactome, La abscisa representa el porcentaje de genes; la ordenada enumera las vias
encontradas en Reactome, Los niveles determinan el nivel de jerarquias en sus respectivas rutas. P<0,05. *,p<0,05 vs SMet; #,p<0,05 vs SMet+Nx-

Mg?*0,1%.
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Tabla 9. Rutas significativas pertenecientes a la jerarquia de unién y captacion de ligandos por receptores scavenger.

RESULTADOS

Identificacion Nombre ruta Gen pValue FDR
R-HSA-2173782.1 Unibn y captacion de ligandos por receptores scavenger ApoB 2,26E-1 2,26E-1
R-HSA-3000471.2 Eliminacion por receptores de Clase B ApoB 3,13E-2 7.51E-2
R-HSA-3000484.1 Eliminacién por receptorss de Clase F ApoB 24E-2 7,51E-2
R-HSA-3000497.1 Eliminacion por receptores de Clase H ApoB 2,25E-2 7,51E-2

e Ensamblaje, remodelado y aclaramiento de lipoproteinas plasmaticas (R-HSA-174824.4)

Las proteinas Apob y Fosfatidilcolina-esterol aciltransferasa (Lcat) se desregularon en la ruta,
mostrandose aumentada y disminuida respectivamente en el grupo SMet+Nx-Mg?*0,1% (p<0,05 vs
SMet). La administracion de Mg?0,6% solo redujo la expresion de la proteina Apob (p<0,05 vs
SMet+Nx-Mg?*0,1%) (Figura 53A). Las relaciones potenciales entre ambas proteinas, como se
muestran en el IPP de STRING en la Figura 53B se relacionaron en un conjunto de procesos
significativos regulados por el ensamblaje, remodelado y aclaramiento de lipoproteinas plasmaticas
indicados a continuacion: ensamblaje de lipoproteinas plasmaticas, remodelado de lipoproteinas
plasméticas, ensamblaje de quilomicrén, ensamblaje de VLDL, aclaramiento de quilomicron,
aclaramiento de LDL, aclaramiento de VLDL, remodelado de quilomicrén, remodelado de HDL y
remodelado de LDL (p<0,05) (Figura 53C, Tabla 10).
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C) Ensamblaje, remodelado y aclaramiento de lipoproteinas plasmaticas

Remodelado de LDL ApoB

Remodelado de HDL Leat
Remodelado de quilomicrén 4 Ascs

Aclaramiento de VLDL ApoB

Nivel 4
Aclaramiento de LDL 4l Apc8
Aclaramiento de quilomicrén ApoB
Ensamblaje de VLDLAE ApcB
Ensamblaje de quilomicron 4l e
Remodelado de lipoproteinas plasmaticas ApoB, Leat Nivel 3
Ensamblaje de lipoproteinas plasmaticas 4l apcs
Ensamblaje, remodelado v aclaramiento de lipoproteinas plasmaticas ApoB, Leat W vivel 2
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Figura 53. A) Diagrama de cajas de las proteinas significativas implicadas en el ensamblaje de lipoproteinas plasméticas, remodelado de
lipoproteinas plasmaticas en Reactome y B) correspondiente IPP de STRING de las proteinas (color verde). C) Enriquecimiento de las rutas
implicadas en el ensamblaje de lipoproteinas plasmaticas, remodelado de lipoproteinas plasmaticas en Reactome, La abscisa representa el
porcentaje de genes; la ordenada enumera las vias encontradas en Reactome, Los niveles determinan el nivel de jerarquias en sus respectivas rutas.
P<0,05. *,p<0,05 vs SMet; #,p<0,05 vs SMet+Nx-Mg?*0,1%.

Tabla 10. Rutas significativas pertenecientes a la jerarquia de ensamblaje, remodelado y aclaramiento de lipoproteinas plasmaticas.

Identificacion Nombre ruta Gen pValue FDR
ApoB
R-HSA-174824.4 Esamblaje, remodelado y aclaramiento de lipoproteinas plasmaticas Leat 1,04E-2 6,02E-2
R-HSA-8963898.1 Esamblaje de lipoproteinas plasmaticas ApoB  445E-2 8.89E-2
ApoB
R-HSA-8963899.1 Remodelado de lipoproteinas plasmaticas Lot 3.27E-3 3,27E-2
R-HSA-8963888.1 Esamblaje del quilomicréon ApoB 2.1E-2 7.51E-2
R-HSA-8866423.4 Esamblaje de VLDL ApoB 135E-2 6,02E-2
R-HSA-8964026.1 Aclaramiento de quilomicron ApoB 1,35E-2 6,02E-2
R-HSA-89640383 Aclaramiento de LDL ApoB 4,16E-2 831E-2
R-HSA-8964046.1 Aclaramiento de VLDL ApoB 15E-2 6,02E-2
R-HSA-8963901.1 Remodelado de quilomicron ApoB 2,54E-2 7,51E-2
R-HSA-8964058.2 Remodelado de HDL Leat 3,57E-2 7.51E-2
R-HSA-8964041.2 Remodelado de LDL ApoB 1,5E-2 6,02E-2

e Metabolismo de lipidos (R-HSA-556833.7)

Un total de 2 proteinas significativas estan presentes en la ruta del metabolismo de lipidos
(Figura 54A). Estas son Apob, que se encuentra al alza, y Serpinaé que por el contrario se muestra
desregulada, en el grupo SMet+Nx-Mg?*0,1% (p<0,05 vs SMet). En ambos, el suplemento de Mg?*

normalizé la expresién, no mostrando diferencias respecto al grupo control (p<0,05 vs SMet+Nx-
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Mg?*0,1%). En la Figura 54B se puede apreciar la red IPP obtenida de STRING de las 2 proteinas
presentes en las rutas jerarquicas del metabolismo de lipidos en la base de datos Reactome. El analisis
de la ruta reveld un conjunto de procesos significativos: regulacion del metabolismo lipidico por
PPARa, PPARa activa la expresion génica y Biosintesis de glucocorticoides (p<0,05) (Figura 54C,
Tabla 11).
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Figura 54. A) Diagrama de cajas de las proteinas significativas implicadas en el metabolismo de lipidos en Reactome y B) correspondiente IPP de
STRING de las proteinas (color marrén). C) Enriquecimiento de las rutas implicadas en el metabolismo de lipidos en Reactome, La abscisa
representa el porcentaje de genes; la ordenada enumera las vias encontradas en Reactome, Los niveles determinan el nivel de jerarquias en sus
respectivas rutas. P<0,05. *,p<0,05 vs SMet; #,p<0,05 vs SMet+Nx-Mg?*0,1%.
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Tabla 11. Rutas significativas pertenecientes a la jerarquia del metabolismo de lipidos.

Identificacion Nombre ruta Gen pValue FDR
R-HSA-400206.6 Regulacion del metabolismo lipidico por PPAR«a Agt 2.92E-2 7.51E-2
R-HSA-1989781.4 PPARu activa la expresion génica Agt 2,86E-2 7.51E-2
R-HSA-194002.2 Biosintesis de glucocorticoides Serpina6 4.3E-2 8.6E-2

e Detoxificacién de EROs (R-HSA-3299685.5)

La proteina significativa implicada en la detoxificacion de EROs fue Gpx3. De manera similar
a su actividad en plasma, se observo una menor expresién en un modelo SMet-ERC (p<0,05 vs SMet)
(Figuras 55A y 55B, Tabla 12). El software STRING no admitié Gpx3.

A) 2 - Gpx3
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Porcentaje de genes

Figura 55. A) Diagrama de cajas de Gpx-3. B) Enriquecimiento de la ruta detoxificacion de EROs en Reactome, La abscisa representa el porcentaje
de genes; la ordenada enumera las vias encontradas en Reactome, Los niveles determinan el nivel de jerarquias en sus respectivas rutas. P<0,05.
* p<0,05 vs SMet.
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Tabla 12. Rutas significativas pertenecientes a la jerarquia de la detoxificacion de EROs.

Identificacion

Nombre ruta

Gen pValue FDR

R-HSA-3299685.5

Detoxificacion de EROs

Gpx3  477E-3  429E-2

e Receptores de unién al ligando peptidico (R-HSA-375276.6)

Esta ruta pertenece a la jerarquia de receptores acoplados a proteinas G de clase A (GPCR)

como el ATR1 de Angll, promotor localizado de EROs, El nivel fisiolégico de EROs producido en

respuesta a los agonistas de GPCR juega un papel importante en la hipertension, la diabetes y la

insuficiencia cardiaca que contribuyen a la muerte celular y la apoptosis. Las proteinas implicadas en

esta ruta de Reactome fueron Kngl y Agt, ambas reguladas al alza en el grupo SMet+Nx-Mg?*0,1%

(p<0,05 vs SMet). Estas mostraron una disminucion significativa en el grupo que recibié el suplemento

dietético de Mg?*, llegando incluso a normalizarse en el caso de la proteina Agt (p<0,05 vs SMet+Nx-

Mg?*0,1%) (Figura 56A, Tabla 13). La red IPP, que revela las interacciones entre las proteinas y el

enriquecimiento de la ruta, se muestra en las Figuras 56B y 56C.
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Receptores de union al ligando peptidico

Receptores de union al ligando peptidico Kng-1Agt Nivel 5
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Porcentaje de genes

Figura 56. A) Diagrama de cajas de las proteinas significativas implicadas en los receptores de union al ligando peptidico en Reactome y B)
correspondiente IPP de STRING de las proteinas (color negro). C) Enriquecimiento de las rutas implicadas en los receptores de unién al ligando
peptidico en Reactome, La abscisa representa el porcentaje de genes; la ordenada enumera las vias encontradas en Reactome, Los niveles
determinan el nivel de jerarquias en sus respectivas rutas. P<0,05. *,p<0,05 vs SMet; #,p<0,05 vs SMet+Nx-Mg?*0,1%.

Tabla 13. Rutas significativas pertenecientes a la jerarquia de los receptores de unién al ligando peptidico.

Identificacion Nombre ruta Gen pValue FDR
Kngl
R-HSA-375276.6  Receptores de union al ligando peptidico 3,76E-2 7,51E-2
Agt
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En pacientes con ERC es habitual observar la simultaneidad de varios procesos patoldgicos
como, por ejemplo, anemia, hipertension, alteraciones del metabolismo mineral o inflamacion crénica
entre otros [130, 131]. Respecto al metabolismo mineral, de particular interés en nuestro grupo de
investigacidn, una de las alteraciones mas importantes que ocurre durante la ERC es la presencia de
altos niveles séricos de P. Como ya se ha descrito, el exceso de P conduce a la CV a través de la
transdiferenciacion de las CMLV hacia un fenotipo osteogénico. Las CV favorecen el deterioro
cardiovascular y conducen a la generacion de eventos cardiovasculares que a menudo acaban con la
vida del enfermo renal. Como se observa en esta tesis, el incremento de P en la dieta se asocia con
niveles mas altos de P sérico y con un mayor deterioro de la funcion renal. Ademas, estos altos niveles
de P también se relacionan con un incremento del EO tal y como refleja la actividad GPx o los niveles
de peroxidacion lipidica. A nivel de mecanismo de accion, la asociacién entre el exceso de P y el
incremento de EO puede justificarse debido a que los niveles elevados de P sérico provocan una
sobrecarga de P citosélico en las CMLV, lo que acelera la captacion de P mitocondrial que
posteriormente promueve la generacion de EO [195]. Se ha observado que la sobrecarga de P en las
CMLYV regula al alza las expresiones de los cotransportadores PiT-1/PiT-2 a través de ERK/mTOR
(diana de rapamicina en células de mamifero) y estimula su trafico hacia la membrana plasmética
aumentando el P intracelular [196]. Esto implica un cotransporte de 2 iones Na* por cada P y, por lo
tanto, implica un flujo de corriente positivo neto que despolariza la membrana plasmatica de las CMLV.
Esta despolarizacion permite una mayor entrada de Ca®* a través de los canales de Ca?* sensibles al
voltaje de tipo L. Ademas, la sobrecarga de P en la célula promueve la internalizacién de P y la
extrusion de Mg-ATP en la mitocondria a través de un transportador P/Mg-ATP dependiente de Ca?*
desencadenando un aumento de EROs mitocondriales [197, 198]. Por tanto, una mayor entrada de P en
la célula desencadena cambios en la entrada y salida de otros iones como Na*, Mg?* o Ca?* que generan
EROs.

En particular, la generacion de EROs puede estar asociada con la translocacion nuclear de NF-
kB. Ambos estimulos, pro-oxidante y pro-inflamatorio pueden desencadenar el incremento de
expresion de proteinas osteogénicas, como Runx2, osteopontina o fosfatasa alcalina. La activacion de
estas proteinas y rutas conduce a la transdiferenciacion celular y a la transformacion fenotipica hacia
células de estirpe osteogénica [199]. Como se ha demostrado anteriormente por distintos investigadores

y por nuestro grupo de investigacion, el exceso de P puede directamente incrementar la respuesta pro-
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inflamatoria de las CMLV [193, 200]. De esta manera, se ha demostrado que la sefializacion que
controla la transdiferenciacién osteo/condrogénica y la posterior mineralizacion de las CMLV en
presencia de alto P, implica la activacion de vias asociadas con la inflamacién como son la Wnt/p-
catenina y la NF-xB [193, 201]. Por ésta y otras razones, como su capacidad para promover EO y CV
o0 su relacion con la mayor progresion de ECV, el control del P sérico resulta uno de los objetivos
terapéuticos méas importantes en el tratamiento de los pacientes con ERC. Por tanto, el potencial efecto
directo del P como agente pro-inflamatorio y pro-oxidante sobre las CMLV podria ser responsable de

la generacion de dafio vascular y posteriormente problemas cardiovasculares [193].

Por otro lado, ha sido demostrado que el Mg?* actla como un efectivo quelante de P y podria
ser Gtil protegiendo al paciente frente a las complicaciones presentes en la ERC, como las CV, el HPTS
o la acidosis [202]. Ademas, también se ha observado que los efectos beneficiosos del Mg?* no sélo
estarian relacionados con su accion quelante sobre el P, sino que se han demostrado otros efectos
beneficiosos independientes de la reduccion de la absorcion de P [109]. EI Mg?* es esencial para
mantener la salud y reducir el riesgo de ECV como evidencian estudios clinicos y experimentales in
vivo e in vitro donde el Mg?* bajo esta asociado con procesos inflamatorios, calcificantes y oxidantes
[85, 86, 109, 150, 203, 204]. La modulacion de la respuesta inflamatoria a nivel endotelial por parte
del Mg?* también ha sido ya ampliamente documentada [95, 123, 205]. Varios trabajos han demostrado
el papel del Mg?* sobre la disfuncién endotelial ya sea a través del control de marcadores
proinflamatorios (como pueden ser VCAM-1, TNF-a ¢ IL-6), alterando los niveles de los
vasomoduladores (como NO y ET-1) o modificando las concentraciones de LDL, factor de riesgo
aterosclerético [206, 207, 208, 209]. De hecho, en un estudio anterior de nuestro grupo ya hemos
demostrado que el tratamiento de células endoteliales humanas (HUVEC) con Mg?* prevenia el
aumento de la expresion de BMP-2 y p65-NF-kB inducido por altos niveles de TNF-a recombinante.
Por otra parte, se debe reconocer que durante la ERC otros diferentes estimulos pueden llevar a las

CMLYV a aumentar la produccion de citoquinas proinflamatorias y de EROs [19, 134].

Con todo ello, los resultados in vitro obtenidos en esta tesis muestran que, en comparacion
con las CMLYV incubadas con una concentracién normal de Mg?*, la adicion de concentraciones mas
altas de Mg?* disminuye la produccion de EROs, citoquinas proinflamatorias e ICAM-1 incrementadas
por los altos niveles de P (Figura 57). Cabe sefialar que, en las células tratadas con P normal, sélo llegd
a observarse la estimulacion de ICAM-1 a nivel de ARNm, pero no a nivel proteico, lo que podria
deberse a una regulacion postraduccional especifica. Sin embargo, los niveles mas altos de Mg?*
redujeron la cantidad de ICAM-1 a nivel de ARNm y de proteina. Estos resultados son consistentes

con los observados en un estudio previo de nuestro laboratorio en donde las CMLYV fueron cultivadas
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con alto P durante 9 dias mostrando un aumento significativo de expresion génica de ICAM-1 pero no

sobre la presentacion de ICAM-1 en la superficie de estas células.
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Figura 57. La sobrecarga de P en las CMLV promueve el aumento de produccién de ERO, proliferacion, muerte celular, translocacion nuclear de
p65-NF-xB y secrecion de citoquinas inflamatorias. Tras la adicion de Mg, los efectos de EO e inflamacion fueron disminuidos.

Dado que NF-xB juega un papel clave en la expresién de moléculas de adhesion celular y de
citoquinas inflamatorias [139, 193], evaluamos su implicacion en el efecto del Mg?* sobre el proceso
inflamatorio desarrollado por P. La adicidon de Mg?* al medio con alto P previno la inflamacion de
CMLYV mediante la inhibicion de la via de sefializacion NF-kB. Ademas, también es conocido que NF-

kB esta involucrado en la modulacion de la respuesta inflamatoria por el EO, estimulando la produccion
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de citoquinas pro-inflamatorias dependientes de EROs [210]. Por tanto, cabe suponer que el efecto
inhibidor ejercido por el Mg?* elevado sobre el EO también podria subyacer a su accién moduladora

sobre la respuesta inflamatoria dependiente de NF-«B.

Por otro lado, estudios anteriores destinados a valorar el efecto protector del Mg?* sobre las
células vasculares dieron relevancia a las propiedades del Mg?* como antagonista del Ca?*, de modo
que la accion del Ca?* es también susceptible de ser modificada por el suplemento de Mg?*[211]. Se
sabe que el aumento del Ca?* intracelular puede activar las vias de transducciéon que conducen a un
aumento del EO, la activacidn de la sefializacion NF-«B y la produccién de citoquinas proinflamatorias
[212, 213]. Asi, el Mg?*, actuando como inhibidor fisioldgico de los canales de Ca?*, podria alterar el

flujo de Ca?*y, con ello, la respuesta inflamatoria.

Del mismo modo, ha sido documentado in vitro que los altos niveles de P incrementan la
produccion de citoquinas pro-calcificantes en un efecto que es dependiente de ERO/NF-«B [106, 108,
193]. Los resultados obtenidos en esta tesis demuestran que este efecto va acompafiado de la induccion
de la proliferacion y la muerte celular, estando esta respuesta inhibida por la adicion de Mg?* elevado.
La proliferacion celular es también una caracteristica esencial en el cambio fenotipico de las CMLV, y
el incremento del EO es un mecanismo clave para el desarrollo de este proceso [214, 215]. Por lo tanto,
no resulta sorprendente encontrar un incremento de EROs en nuestras células estimuladas con alto P.
Es probable que el efecto preventivo del Mg?* ocurra a través de la reduccion de los niveles de EO y
de la inhibicién de NF-kB. Como se menciond, la membrana mitocondrial interna contiene un
transportador dependiente de Ca®* que intercambia P por el complejo Mg-ATP [198]. Un efecto del
aumento de Mg?* citoplasmatico debido al suplemento provocaria una mayor exportacion de P
mitocondrial con una mayor importacion de Mg-ATP, contrarrestando la captacion excesiva de P y sus
efectos oxidantes [197]. La deficiencia de Mg?* se ha correlacionado ampliamente con el desarrollo de
EO provocado por una produccion excesiva de EROs debido a la disfuncion mitocondrial y la
homeostasis anormal del Ca?*. Se sabe que la deficiencia de Mg?* intracelular inhibe el transporte de
Mg?* a la mitocondria alterando el equilibrio electroquimico de la membrana mitocondrial [216]. Bajo
hipomagnesemia, el canal MRS2 disminuye la entrada de Mg?* mitocondrial y a su vez el canal
SLC41A3 aumenta su salida probablemente como una compensacion para que las mitocondrias puedan
liberar Mg?* con el fin de hacer frente a la deficiencia de Mg?*. Dicha deficiencia aumenta la produccion
de EROs mitocondriales, suprime el sistema de defensa antioxidante (como la superoxido dismutasa,
la catalasa y el glutation) y se regula a la baja la ATP sintasa lo que provoca un aumento de la actividad
NADPH oxidasa (NOX) [170, 217]. Por otro lado, la deficiencia de Mg?* también aumenta la

concentracion de Ca?* mitocondrial e intracelular debido al aumento de la extrusion de Mg?*
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intracelular al espacio extracelular con la intencidn de corregir la deficiencia de Mg?* [218]. El exceso
de Ca®* mitocondrial e intracelular da como resultado la activacion de procesos dependientes de Ca?*,
como la liberacion de citoquinas inflamatorias y la activacion de NOX, de calmodulina y la activacién
de NOS desacoplada, que exacerban la produccion de ERO [219]. Sin embargo, se sabe que el Mg?*
estd ampliamente involucrado en los mecanismos celulares que controlan tanto el potencial de
membrana como la entrada de Ca?" intracelular [220]. En las CMLV, el control del potencial
transmembrana por parte del Mg?* hace que disminuya la entrada de Ca?* a través de los canales de
Ca®* tipo L [220], por lo que es plausible que el suplemento de Mg?* reduzca asi la inflamacion y el

EO tal y como se ha observado en nuestros resultados.

Ademas, se ha demostrado que las EROs y las citoquinas proinflamatorias inducen la
apoptosis en células vasculares (CMLV y células endoteliales) [214, 215, 221], lo que podria justificar
la mortalidad celular obtenida en las CMLYV tratadas con alto P [222]. Este hecho fue demostrado por
Xiao y colaboradores, observando que el alto contenido de P activa simultineamente tanto la
sefializacion de apoptosis como la proliferacion en las CMLV [223]. En esta misma linea, un estudio
reciente en CMLYV tratadas con alto contenido de fructosa mostré un aumento de los niveles de
inflamacién, EO, proliferacion y apoptosis, efectos mediados por la activacién de NF-xB [224].
Nuestros resultados muestran un importante papel de las CMLV como dianas del Mg?* en la proteccion
del sistema vascular contra la inflamacidn. Asi, el reconocido papel protector del Mg?* a nivel vascular

podria explicarse, al menos parcialmente, por su efecto anti-inflamatorio.

Una vez observado el efecto modulador del suplemento de Mg?* sobre el EO y la inflamacion
in vitro en las CMLV, nos dirigimos a comprobar si este efecto se observaba también en un modelo
experimental de EO e inflamacion asociado a la CV en ratas. Para ello, se emple6 un modelo in vivo
de insuficiencia renal basado en la realizacion de una Nx5/6, administracion de niveles elevados de P
en la dieta y dosis de 20 ng/kg i.p. de CTR lo cual reproduce con relativa fidelidad las CV asociadas a
la ERC. Para valorar el efecto del suplemento de Mg?* sobre este modelo se estudid el efecto de una
dieta con contenido normal (0,1%) o elevado de Mg?* (0,6%). Debemos discutir primero que no hay
consenso acerca del contenido basal de Mg?* en la dieta. En algunos estudios se ha considerado un
contenido del 0,05% de Mg?* como cantidad basal o normal [225], mientras que en otros se establece
un 0,1% como cantidad basal [226]. Consideramos que, en estudios experimentales con ratas, pueda
ser necesaria una concentracion dietética ligeramente superior a 0,05% sobre todo en aquellas
condiciones experimentales donde pudiera verse afectada la absorcién de Mg?*. Dado que la ERC
puede alterar la absorcidn/excrecién de Mg?*, la cantidad de Mg?* normal para nuestros experimentos

fue considerada como 0,1% [227]. Esta premisa ha sido también considerada por otros investigadores,
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estableciendo un porcentaje de 0,1% como el valor basal de Mg?* en la dieta y un porcentaje de
Mg?*0,6% como la cantidad adecuada para mantener elevados niveles séricos de Mg?* en los que
valorar su efecto [228, 229, 230, 231]. Ademas, es conocido también que un alto contenido de P en la
dieta puede reducir la absorcion y/o la disponibilidad de Mg?* debido a la aglutinacion de estos dos
elementos en forma de sales que posteriormente son excretados, hallazgo que se observa a menudo en

la enfermedad renal [227].

Nuestros resultados mostraron que las ratas alimentadas con un Mg?* normal (0,1%) sometidas
a nefrectomia 5/6 y con alto P en la dieta (P 1,2%) y CTR tuvieron un incremento significativo en la
respuesta inflamatoria sistémica, como se deduce de la elevacion en el plasma de las citoquinas
proinflamatorias TNF-a, IL1p e IL-6, que estan relacionadas con las respuestas de fase aguda. Ademas,
también se acompafié de un aumento de la actividad plasmatica de la GPx, un conocido marcador de
EO. Estos resultados sostienen por tanto que la uremia, y el elevado contenido de P en la dieta conducen
a un incremento del EO e inflamacién. Posteriormente, la inflamacién podria conducir al desarrollo de
calcificaciones vasculares y extradseas. Mdltiples estudios han demostrado que la progresion y la
gravedad de la ERC estan fuertemente asociadas con la exacerbacion del EO y el estado inflamatorio
[232], la CV [109] y una alta tasa de morbilidad y mortalidad cardiovascular [233].

Nuestros resultados obtenidos en el modelo de EO e inflamacidn asociado a la CV (Figura 58)
respaldan los hallazgos anteriores observados in vitro en las CMLV cultivadas en medio HP con
suplemento de Mg?*. Es interesante subrayar que los efectos beneficiosos de Mg?* no se desarrollaron
exclusivamente a nivel renal, sino que fue observado un importante efecto a nivel vascular que
contribuye muy probablemente a mejorar el estado general de los animales. Se trata del desarrollo de
un efecto directo antioxidante y anti-inflamatorio sobre la pared vascular. Los resultados observados
mostraron que el suplemento de Mg?* en la dieta redujo significativamente el grado de inflamacion de
la aorta, el dafio vascular y la dilatacién observada en las ratas Nx-Mg?*0,1%. Esto es de especial interés
ya que la vasculatura se erige como una diana inflamatoria clave para el progreso de las comorbilidades

asociadas a la ERC como son el desarrollo de patologias vasculares como la CV o la aterosclerosis.
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Figura 58. En un modelo in vivo de EO e inflamaci6n asociado a la CV, el efecto de la uremia promueve inflamacién, EO, ademas de dafio vascular

y renal. Un suplemento dietético de Mg?* (0,6%) es capaz de mitigar los efectos de la inflamacion y el EO, junto con una mejora de la funcion

vascular y renal.

Estudios previos del grupo ya han valorado la contribucion del suplemento dietético de Mg?*
sobre el desarrollo de CV [109]. Sin embargo, su implicacién sobre la aterosclerosis en los modelos
experimentales de uremia que se han explorado en esta tesis no habia sido ain valorada. Otros autores
han sugerido ya una relacién significativa entre los niveles de Mg?* y el establecimiento de
aterosclerosis u otras patologias vasculares [85, 207, 234]. De esta manera se ha reportado un mayor
riesgo de aterosclerosis carotidea en los pacientes con los niveles mas bajos de Mg?* [235], asi como
una fuerte asociacion entre hipomagnesemia y aterogénesis en pacientes con ERC [236]. Por otro lado,
el suplemento de Mg?* y un nivel moderadamente mas alto de Mg?* promueve un efecto protector a
nivel vascular [206, 208, 237, 238, 239].

Con respeto a la relacion del Mg?* con la funcidn renal es conocido que el Mg?* se absorbe en
el intestino y que el exceso de Mg?* se excreta tanto por la orina como por las heces. El rifion desempefia
un papel principal en el equilibrio del Mg?*, ya que los niveles de Mg?* sérico estan controlados
principalmente por su excrecién en la orina. En el contexto urémico, a medida que la funcion renal se
deteriora, la capacidad renal de eliminacion de Mg?* se reduce progresivamente hasta llegar a un punto

en el que puede ser insuficiente para equilibrar la absorcidn intestinal de Mg?* y la ingesta dietética se
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convierte en el principal determinante de los niveles séricos de Mg?* [240, 241]. En nuestro estudio, el
suplemento dietético de Mg?* (0,6%) produjo un leve aumento estadisticamente significativo de los
niveles séricos de Mg?* en comparacion con el de los animales que recibieron la dieta normal de Mg?*.
Hay que tener en cuenta que un suplemento dietético de Mg?* a veces puede ser dificilmente observable
en suero. Sin embargo, la excrecién urinaria de Mg?* si refleja con mayor rapidez estos cambios. Por
ello el uso de una correcta valoracion en suero y en orina puede ser una posible herramienta para

detectar estas variaciones en pacientes.

Los resultados obtenidos mostraron como el suplemento de Mg?* evitd en gran medida el
incremento de EO vy la inflamacién vascular desarrollada en condiciones de uremia. Curiosamente,
algunas alteraciones fisioldgicas observadas en la ERC, como el aumento de la produccién de EROs y
la liberacion de citoquinas inflamatorias, se asemejan inversamente a las relacionadas con la deficiencia
de Mg?*[138, 139, 242]. De hecho, el mismo conjunto de citoquinas proinflamatorias que observamos
en nuestro estudio resultaron estar elevadas en otro estudio en ratas normales con deficiencia de
Mg?*[243]. Es interesante comprobar, cdmo la restauracion de los niveles de Mg?* via oral tras la

hipomagnesemia promovi6 una mejor respuesta antiinflamatoria y una mejor funcién endotelial [206].

En un contexto vascular, pudimos comprobar como una dieta alta en P promueve la expresion
de citoquinas inflamatorias a nivel vascular y cémo se regularon éstas a la baja como consecuencia del
suplemento dietético con Mg?*. Estos hallazgos sefialan también a la pared vascular como un actor
clave en el proceso inflamatorio que puede estar involucrado directamente con la alteracién vascular
encontrada en la ERC. Ademas, es probable que este patron inflamatorio vascular pueda tener un papel
especifico en el desarrollo de la alteracidn vascular relacionada con la insuficiencia renal. De hecho, el
analisis histoldgico mostrd que el suplemento con Mg?* redujo en gran medida el dafio vascular
observado en los tejidos adrticos de las ratas urémicas reduciendo el grado de inflamacion, dilatacion

y el remodelado vascular observado en las aortas de las ratas Nx- Mg?*0,1%.

En las ratas nefrectomizadas del modelo de EO e inflamacion asociado a la CV, la
administracion del suplemento dietético de Mg?* se asocié también con un menor dafio renal y por
tanto con una marcada mejoria de su funcion. Estudios clinicos sugieren que valores moderadamente
altos de Mg?* tienen efectos beneficiosos descendiendo la mortalidad de pacientes con ERC [244]. Del
mismo modo, niveles bajos de Mg?* se asocian con una mayor incidencia y progresion de la ERC [245]
y con una disminucion del FG en la poblacién general [246]. Ademas, resultados clinicos obtenidos en
nuestro grupo de investigacion revelan que, en un total de 1271 pacientes con fallo renal avanzado, se

observa que niveles de Mg?* séricos por debajo de 2,1 mM se asocian directamente con un aumento en
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la mortalidad siendo esto independiente del estado nutricional (datos en revisidn). De hecho, se ha
sefialado que la alteracion de la homeostasis del Mg?* desarrollando hipomagnesemia podria exacerbar
la fibrosis renal, unos de los procesos fisiopatolégicos principales de la ERC que contribuye a su

progresion [247].

La accién quelante del Mg?* sobre el P esta ampliamente documentada. De hecho, hoy dia la
industria farmacéutica dispone ya de productos que contienen Mg?* dirigidos a disminuir la absorcién
de P en pacientes con ERC [248]. Por este motivo, uno de los principales mecanismos por los que el
Mg?* puede proteger frente a la lesién renal inducida puede deberse a su accién sobre la disminucion
de la absorcién de P [245]. Como ya se ha comentado la sobrecarga de P promueve el dafio renal, la
apoptosis de las células tubulares, asi como la calcificacion del tejido renal y vascular [245]. Se ha
demostrado que el Mg?* suprime la apoptosis inducida por P en estas células tubulares, ademas de
inhibir la nefrocalcinosis [245]. Estos efectos estan mediados también por una reduccion del EO,
inflamacién y dafio celular provocado por los cristales de Cas(POa.)2. El efecto beneficioso del
suplemento de Mg?* sobre el dafio vascular se debe también entre otros, a la capacidad del Mg?* de
reemplazar a los iones de Ca?* en la estructura de la hidroxiapatita [249]. Estos cristales, productos de
la sobresaturacion de Ca?* y P en circulacion, inducen la calcificacion de las CMLV, asi como la
inflamacion/EO y también puede ser una causa de lesién renal [250, 251]. EI Mg?* conduce a una
pérdida de la estructura cristalina de la hidroxiapatita e inhibe la maduracién de las particulas de
calmodulina, lo que inhibe la CV y la produccién de EO, asi como la liberacién de citoquinas
inflamatorias y la activacion de NOX [219, 252]. Por otro lado, en nuestro grupo de investigacion
hemos observado que el Mg?* también inhibe la via de sefializacion Wnt/B-catenina y la activacion de
los genes osteogénicos para reducir la CV [108]. También el Mg?* favorece la formacion del mineral
whitlokita en detrimento de hidroxiapatita. En este caso, los dep6sitos de Caz(PO4)2 y Mg?* da lugar a

una cristalizacion amorfa con cristales mas solubles y, por lo tanto, potencialmente reversibles [253].

El efecto del Mg?* podria también ser beneficioso a nivel de otros aspectos de la ERC. Desde
el punto de vista del metabolismo mineral, la reduccion de la hiperfosfatemia se asocia con un aumento
del Ca?* sérico y un descenso de la PTH y el FGF23 [254], pudiendo ser promovido por el suplemento
de Mg?*. Ademas, el Mg?* también podria mejorar la uremia al prevenir la CV 'y la calcificacion de los
tejidos blandos [108, 109] inducida por niveles altos de P que probablemente contribuyan al

empeoramiento de la insuficiencia renal.

El aumento de Mg?* en la dieta en ratas Nx (Mg?'0,6% vs la dieta normal con Mg?*0,1%)

disminuyd la magnitud de la insuficiencia renal, y redujo el dafio tisular, el EO y la inflamacién (Figura
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59). En resumen, los resultados obtenidos in vivo en ratas urémicas sugieren que un suplemento de
Mg?* en la dieta podria tener efectos beneficiosos en la ERC. Estos hallazgos respaldan la necesidad
de mantener los niveles séricos de Mg?* en un rango fisiol4gico en los pacientes, con el fin de prevenir
los efectos adversos asociados a la hipomagnesemia. De hecho, distintos estudios in vitro han
relacionado que los niveles bajos de Mg?* afectan directamente a las células vasculares. La disfuncion
endotelial causada por la deficiencia de Mg?* puede contribuir a generar un entorno proinflamatorio,
protrombético y proaterogénico que conduce a la enfermedad vascular [122]. De la misma manera en
CMLYV, la deficiencia de Mg? promueve el desarrollo de hipertension, aterogénesis, enfermedad

vascular y accidente cerebrovascular [234, 255].

Dado que el suplemento de Mg?* mejord los parametros de inflamacion y EO en ratas Wistar
con ERC, se decidid evaluar el efecto del suplemento dietético de Mg?* en un modelo mas severo de
dafio con un mayor componente inflamatorio y de estrés oxidativo. Para ello se usé un modelo animal
de ratas Zucker con SMet y ERC. Nuestros resultados mostraron que, en comparacion con animales
con SMet alimentadas con un Mg?* normal, las ratas con ERC mostraban un aumento significativo de
los marcadores de EO e inflamacién, asi como de la PA. Por el contrario, en las ratas con SMety ERC
que recibieron un suplemento dietético de Mg?*, los niveles de estos pardmetros se mantuvieron

similares a los de las ratas control.
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Figura 58. En un modelo in vivo de SMet y ERC, el efecto de las patologias concomitantes promueven inflamacién, EO y disfuncion vascular. El
suplemento de Mg?* (0,6%) en la dieta disminuye los efectos de la inflamacion y el EO, junto con una mejora de la funcion vascular y renal.
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Patologias de alta prevalencia como el SMet y la ERC estan asociadas a la ECV. Tanto en
SMet como en ERC, las alteraciones vasculares estin causalmente asociadas con la induccion de EO e
inflamacién. Ademas, el SMet se ha asociado claramente con la ERC [256]. Se ha demostrado que los
pacientes con un SMet no controlado presentan un mayor riesgo de deterioro rapido de la funcion renal
en comparacion con aquellos con patrones dietéticos controlados [257]. De hecho, el manejo
terapéutico del SMet puede tener un efecto beneficioso en la prevencion y el enlentecimiento de la
progresién de la enfermedad renal [256]. Dado que cada vez hay mas evidencias de que algunos
parametros del metabolismo mineral son posibles factores de riesgo cardiovascular como el P, Mg?*,
FGF23, Vit D o Klotho [128], un manejo sobre estos parametros podria tener un efecto beneficioso
sobre la ERC y el SMet concurrentes. En nuestro estudio, el suplemento dietético con Mg?* fue capaz
de mejorar la uremia y restablecer total o parcialmente los niveles fisioldgicos de algunos de estos
pardmetros, como el P 6 el FGF23. En pacientes con ERC, los niveles elevados de FGF23 se han
asociado con hipertrofia de ventriculo izquierdo incrementando la mortalidad cardiovascular. A nivel
vascular, resultados obtenidos por nuestro grupo han revelado que los altos niveles de FGF23 también
provocan un cambio fenotipico en las CMLV. Este cambio de fenotipo desde el contractil al sintético
conlleva un aumento de la rigidez arterial y el deterioro de la funcion vascular, lo que en Gltima
instancia empeora la enfermedad cardiovascular [39]. Por lo tanto, la reduccion de FGF23 que
promueve el suplemento dietético de Mg?* protege también de forma indirecta frente al dafio

cardiovascular.

También hemos demostrado en esta tesis un efecto protector de Mg?* sobre la expresion renal
de Klotho. Hubo una marcada disminucion de este co-receptor en el grupo SMet+Nx con dieta normal
de Mg?* (0,1%), que fue corregida con el suplemento dietético de Mg?*0,6%. Datos de otros grupos
detallan el efecto vasculoprotector del Klotho sobre la aterosclerosis y la disfuncion endotelial [258,
259]. Entre los efectos vasculoprotectores de Klotho se encuentra el aumento de produccion de NO, el
incremento de la expresién de superoxido dismutasa al inhibir la sefializacién insulina/IGF-1, asi como
suprime la via de sefializacion Whnt, la apoptosis y la sintesis de aldosterona [260]. Ademas,
experimentos realizados con alto contenido de Mg?* en la dieta inhibieron la calcificacion en ratones
knock-out para Klotho [261]. Hallazgos realizados por Zhou y colaboradores observaron como los
niveles séricos de Klotho estan inversamente asociados con HTA [262]. Incluso estudios recientes
apoyan una interaccion entre Klotho y la HTA en la que la deficiencia de Klotho facilita el
envejecimiento vascular y la disfuncién endotelial [263]. Wang y colaboradores observaron como en
CMLYV de aorta de ratas transfectadas con ADNc de Klotho, el aumento de expresion de Klotho que

no soélo disminuyd la expresion de la proteina NOX y la produccion de superoxido intracelular, sino
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que también atenud la produccion de superéxido, el dafio oxidativo y la apoptosis inducidos por Angll
[264].

Ademas, en nuestro modelo experimental de SMet el suplemento de Mg?* mejor6 pardametros
clave en el desarrollo del SMet como los niveles de glucosa, el perfil lipidico o la hipertension arterial,
hasta niveles similares a los del grupo control. Nuestros resultados muestran que el suplemento de Mg?*
disminuy6 colesterol y LDL+VLDL y aumenté HDL. Estos resultados estan de acuerdo con los
hallazgos de T. Vaskonenen y colaboradores, donde observan como el enriquecimiento en la dieta de
Ca®* y Mg?* mejora el perfil lipidico de ratas Zucker obesas [265]. Se ha comprobado in vitro que
niveles reducidos de Mg?* se asocian con un incremento en el transporte de LDL y su oxidacion, asi
como en la liberacién de PDGF y moléculas de adhesion, todos ellos aspectos clave que pueden

favorecer el desarrollo de la ECV [79].

Nuestros resultados mostraron que en la uremia se agrava la HTA inducida por el SMet. En
este contexto, pudimos observar como el suplemento dietético de Mg?* disminuyo significativamente
la PA de los animales con uremia y SMet. Uno de los mecanismos por los cuales el Mg?* podria reducir
la PA es actuando como un blogueador natural de los canales de Ca?*. En un metaanalisis que englobd
seis estudios y 20.119 casos de HTA, se encontrd una relacion inversa entre el Mg?* dietético y la HTA
cuando se compararon los grupos con la ingesta mas alta y baja de Mg?* [266]. Asf, el incremento de
la ingesta de Mg?* se asoci6 con una reduccion del riesgo de HTA. Otro metaanalisis que incluyé 11
estudios con 543 pacientes con factores de riesgo para la HTA como resistencia a la insulina,
prediabetes o enfermedades no transmisibles como DT2 o ERC, encontrdé que la administraciéon de
suplementos de Mg?* redujo también tanto la PAS como PAD [267]. Los resultados obtenidos en esta
tesis respecto a la PA son también consistentes con los cambios observados en la produccion de ET-1
y NO. Los animales alimentados con altos niveles de Mg?* en la dieta mostraron niveles similares a los
controles, indicando asi una mejoria de la disfuncion vascular presente en este modelo experimental.
Se ha demostrado que el Mg?* potencia la produccién de mediadores vasodilatadores locales y facilita
la respuesta vascular a las sustancias vasoactivas. En un estudio realizado en ratones tratados con
hipoxia cronica, un suplemento de Mg?* atenud la respuesta contractil inducida por ET-1 y mejord la
vasodilatacion a través de la liberacién de NO del endotelio [268]. Ademas, en ratas hipertensas la
adicion de Mg?* en la dieta no sdlo atenuo el efecto de la ET-1 sino que redujo su expresion génica
[269].

Tanto la inflamacion como el EO son caracteristicos del SMet y la ERC que contribuyen a

trastornos vasculares como la aterosclerosis [270, 271, 272, 273]. Nuestros resultados mostraron que
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en las ratas con SMet y ERC alimentadas con una dieta normal de Mg?*, se produjo una respuesta
inflamatoria vascular, como se deduce de la elevacion de la expresion de las citoquinas inflamatorias
IL-6 y IL-1P en el tejido adrtico, ademas de la activacion de NF-kB. Este efecto se vio atenuado tras el
suplemento dietético de Mg?* al 0,6%, no observandose diferencias respecto al grupo control. Nuestros
hallazgos subrayan que la existencia simultanea de SMet y ERC contribuyen a una inflamacion

significativa de la pared vascular y este proceso patolégico puede ser modulado por el Mg?* en la dieta.

El EO se ha asociado también ampliamente con el SMet y la ERC [272, 273]. En nuestro
estudio, la actividad plasmatica de la enzima GPx, descendi6 significativamente en aquellas ratas con
SMet y ERC alimentadas con una dieta normal de Mg?*, lo que conduce a un agotamiento de la bateria
enddgena antioxidante y a la aparicién de EROS que afectan a macromoléculas celulares (proteinas,
ADN, lipidos, glucosa...) que terminan generando EO, disfuncion celular y tisular. Ciertamente, la
inhibicion de la actividad GPx se correlacioné con el aumento de MDA, un biomarcador de dafio
oxidativo derivado de la peroxidacién lipidica. Fue muy relevante demostrar que tanto la actividad GPx
plasmatica como los niveles de MDA del grupo suplementado con Mg?* fueron restituidos hasta valores
similares a los del grupo control. En este sentido hay que mencionar que el rifion es el principal 6rgano
responsable de la produccion de GPx, que posteriormente se excreta al plasma. La deficiencia de esta
enzima durante la ERC en pacientes y animales de experimentacion se ha relacionado con eventos
cardiovasculares [274, 275]. Cabe destacar que en los pacientes con SMet la peroxidacion de LDL es
elevada, lo que favorece la aterosclerosis y la ECV en la ERC [276]. Por lo tanto, la prevencion de la
disminucion de la actividad plasmatica de la GPx mediante la administracion de suplementos de Mg?*
podria proteger del excesivo EO vy, por lo tanto, del mayor riesgo de ECV dependiente del SMet y la
ERC. Ademas, los altos niveles de oxLDL son citotoxicos en el rifién y se ha observado que reducen
la expresion de Klotho renal [277]. Por lo tanto, es probable que la preservacion de Klotho renal y la
funcidn renal por la suplementacion de Mg?* que hemos observado también podria ser mediada a través
de la reduccion del EO. Los efectos de Klotho como inhibidor del EO ya han sido descritos en otros
tejidos y células [278, 279]. Ademaés, el EO también se puede generar por la sobreactivacion del sistema
renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), el cual puede ser activado por la deficiencia de
Mg?* [280]. La Angll activa NOX y disminuye la expresion de los transportadores TRPM6 y TRPM?7,
lo que aumenta atin mas la deficiencia de Mg?* intracelular [247]. Debido a que la produccién de Angll
y aldosterona son dependientes de Ca?*, una infusion de Mg?* en humanos disminuye la produccion de
estos, al inhibir la entrada de Ca?* celular [281]. Asimismo, la deficiencia de Mg?* y el aumento de

Ca?* estimula la actividad de la fosfolipasa A2 [282]; enzima encargada de movilizar los acidos grasos

insaturados de los fosfolipidos que pueden ser facilmente oxidados por EROs para formar
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hidroperéxidos lipidicos. A su vez, los hidroperdxidos pueden descomponerse para formar nuevos
radicales, iniciando asi reacciones en cadena de ramificacion que conducen a una peroxidacion
autosostenida [280]. Hay resultados que demuestran como un estado deficiente en Mg?* se asocia con
diabetes, un control glucémico deficiente y resistencia a la insulina [181]. Por otro lado, el aumento de
la ingesta de Mg?* mejoro la sensibilidad a la insulina, la hiperglucemia, la hiperlipidemia y redujo la
peroxidacion lipidica en ratas alimentadas con fructosa [283]. Ademas, dado que se ha demostrado
que el EO esta asociado a alteraciones en las vias de sefializacion de ET-1 y NO [284], la modulacién
del EO ejercida por el suplemento de Mg?* también podria haber tenido un papel en el mantenimiento
de los niveles de ET-1 y NO vy, por tanto, de la presion arterial y la funcion vascular que hemos

observado.

Resultados previos de otros grupos de investigacion realizados en pacientes con SMet usando
técnicas multiémicas proporcionaron informacion relevante acerca de los perfiles moleculares
implicados en la patologia [285]. También se observé que el suplemento de Mg?* durante 4 semanas
en pacientes con sobrepeso condujo a cambios favorables en la expresion génica y el perfil proteébmico
con efectos beneficiosos en varias vias metabdlicas relacionadas con el metabolismo de la insulina y
la glucosa, la inflamacion y la homeostasis del Mg?*como son C1IQTNF9 (complemento C1q y proteina
9 relacionada con factor de necrosis tumoral), PPBP (proteina basica pro-plaquetaria), y los canales
TRPM6y TRPM7, respectivamente [286]. En esta tesis, con el fin de dilucidar el efecto del suplemento
de Mg?* sobre la disfuncién vascular y la inflamacion en el SMet-ERC, se procedi6 a realizar un anélisis
proteémico. Los resultados, evidenciaron un total de 22 proteinas expresadas diferencialmente debido
a los cambios inducidos por la nefrectomia. De estas proteinas, 11 presentaron cambios en el grupo Nx
tras el suplemento de Mg?*. El analisis de las rutas protedmicas reveld un conjunto de 8 rutas implicadas
significativamente en el efecto del Mg?*. En consecuencia, el presente estudio nos permitié también
establecer la identificacion de un perfil protedmico concreto que podria ser igualmente Gtil como

biomarcador de dafio presente en pacientes con SMet y en la ERC.

Del total de las 22 proteinas, excepto Ceslc, las demas proteinas presentaron cambios
significativos entre el grupo control y el grupo SMet+Nx-Mg?*0,1%. De esta manera, como se ha
comentado, el andlisis estadistico mostré 11 proteinas diferencialmente expresadas entre los grupos
nefrectomizados alimentados con Mg?* normal y elevado. El suplemento de Mg?* produjo un descenso
significativo de expresion de proteinas como Cst3, Fetub, Kngl, Kng2, Agt, Serpincl, Cescl y Apob,
mientras que Lumican, Serpina6 y Mugl mostraron una regulacion al alza. Por otro lado, el suplemento
de Mg?* revirtio los efectos provocados por la nefrectomia en 6 proteinas de tal manera que no se

observaron cambios respecto al grupo control, en tales proteinas como Fetub, Serpina6, Agt, Serpincl,
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Mugly Apob. Otros grupos de investigacién han mostrado cambios en la abundancia de estas proteinas
diferencialmente expresadas en pacientes con ECV [287, 288] y SMet [285, 289]. Nuestros resultados
mostraron un aumento de la expresion proteica de Lumican tras la nefrectomia, que a su vez aumenta
tras la administracion del suplemento de Mg?*. Esta es una proteina de la matriz extracelular unida al
colageno cuya funcién es el mantenimiento de la integridad del tejido conectivo en varios 6rganos,
entre ellos la pared arterial. En la aterosclerosis coronaria, Lumican contribuye a la fibrogénesis de la
placa, con una mayor inflamacién aterosclerdtica y se relaciona incluso con un aumento de la PA en
pacientes obesos [290]. Por otra parte, aunque el aumento de los niveles séricos de Lumican se ha
asociado con un aumento del colageno y de la fibrosis, la sobreexpresion de Lumican (en grasa visceral
e higado) se ha asociado con una adaptacion positiva para sensibilizar a la insulina y el aclaramiento
de la glucosa [291]. En consecuencia, el papel de Lumican sobre las comorbilidades relacionadas con

la ECV son controvertidos y su interpretacion podria depender de un contexto patoldgico especifico.

El andlisis de las rutas protedbmicas mostr6 también un conjunto de rutas implicadas en el
sistema inmune, hemostasia, metabolismo de proteinas, unién y captacion de ligandos por receptores
depuradores, ensamblaje, remodelado y aclaramiento de lipoproteinas en plasma, metabolismo de
lipidos, detoxificacién de EROs y receptor de unién a ligando peptidico. Es de particular interés
mencionar que el perfil proteémico encontrado en los andlisis realizados revel6 cambios en los niveles
de proteinas relacionadas con el metabolismo de lipidos y lipoproteinas que se modulan tanto por la
existencia de dafio renal como por el suplemento de Mg?*. Este efecto podria estar mediado a través de
dos vias clave identificadas en la base de datos de reactoma: regulacién del metabolismo lipidico por
PPARa y ensamblaje, remodelacion y aclaramiento de lipoproteinas plasmaticas. Asi, la proteina Lcat,
que se ha asociado inversamente con la progresion del dafio renal [292], disminuy6 de forma similar
en ambos grupos de ratas Zucker nefrectomizadas con Mg?*0,1% y Mg?*0,6% y no se observé ningtn
cambio en la Lcat tras el suplemento de Mg?*0,6%. Sin embargo, mientras que Agt, Apob y Serpina6
estaban altamente desregulados en las ratas urémicas, el suplemento con Mg?* mantuvo los niveles de
estas proteinas similares a los de ratas sanas control. Cabe destacar ademas que todas ellas estan
relacionadas con la ECV. Se ha descrito una asociacion inversa entre Serpina6 y la ECV y el riesgo
inflamatorio [293]. En particular, se ha demostrado que la IL-6 inhibe la expresion génica y proteica
de la Serpina6 in vitro permitiendo que mas cortisol “libre” acttie en la vasculatura en la aterosclerosis
en un intento de amortiguar la respuesta inflamatoria [294]. Sin embargo, los aumentos prolongados
en el cortisol libre pueden volverse desadaptativos y potenciar el desarrollo de placas [295]. La Apob,
un componente esencial de las VLDL y sus metabolitos, y un componente proteico estructural clave de

las principales lipoproteinas aterogénicas [296], es un buen indicador de ECV, resistencia a la insulina,
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SMet e inflamacién [288]. El Agt, precursor de la Angll, es un elemento clave del SRAA, que esta
fuertemente implicado en la ECV [297]. También se han establecido efectos independientes de la Angll
sobre la funcién renal [298]. Es importante mencionar que estas proteinas también parecen estar
implicadas en otras vias relacionadas con el sistema inmunitario, la hemostasia o el metabolismo de
proteinas. Es probable que la modulacién de dos proteinas pleiotrépicas como la ApoB y la Agt, con
muchos efectos fisioldgicos estrechamente relacionados con el riesgo de ECV, sea un mecanismo
subyacente al efecto protector del Mg?* dietético que hemos observado.

El analisis protedmico también destacd a la detoxificacion de EROs como otra via importante
a través de la modulacién de la abundancia sérica de la GPx3 extracelular, una enzima antioxidante que
aparecio regulada a la baja en los animales nefrectomizados en comparacion con los controles. Los
pacientes con ERC muestran una deficiencia de esta enzima [299] y es un factor importante que
contribuye al desarrollo de cardiopatias inducidas por insuficiencia renal [300]. En nuestro estudio no
se observaron diferencias en la cantidad de GPx3 entre los dos regimenes de Mg?* dietético, aunque la
actividad GPx medida en plasma estaba mas reducida en las ratas con Mg?* normal que en las
suplementadas con Mg?*. Ademas, los procesos relacionados con el sistema inmunitario y la
hemostasia incluyen proteinas que muestran una abundancia alterada como resultado de la concurrencia
de SMet y ERC. En general, los niveles de estas proteinas aparecieron aumentados en la disfuncion
renal. Esto incluye Kngl, un importante factor proinflamatorio y prooxidante perteneciente al sistema
calicreina-quinina que regula la funcion cardiovascular y renal [301, 302], la Cst3, un biomarcador
reconocido de dafio renal, SMet y predictor de ECV [303, 304] y la ApoB citada anteriormente.
También hay que mencionar que el sistema calicreina-quinina constituye una cascada multienzimatica
compleja que usa el Kngl como precursor con un potente factor vasodilatador, mediador de respuestas
inflamatorias y antioxidantes frente al EO [305, 306]. Ademas, es interesante sefialar que este aumento
de Kng1, Cst3 y Apob se evitd total o parcialmente mediante la administracion del suplemento de Mg?*
en la dieta. Por otro lado, la Mugl que se ha asociado inversamente con la respuesta inflamatoria [307],
mostré una reduccion en el grupo Nx- Mg?*0,1%. Mugl es un homoélogo de la o2-macroglobulina
humana, otro inhibidor de proteasas y un componente principal del plasma humano que inhibe factores
de coagulacion y la calicreina plasmatica entre otros [308]. De forma similar, los ratones deficientes en
Mugl también muestran niveles plasmaticos elevados de citoquinas entre las que se encuentran IL-1p,

IL-6 y TNFa, lo que indica su implicacién con la inflamacion [309].

La deficiencia de Mg?* se asocia con un mayor riesgo de multiples manifestaciones preclinicas
y clinicas presentes en el SMet [310]. Los resultados de varios estudios clinicos han demostrado que el

aumento de la sintesis y la liberacién de citoquinas proinflamatorias desencadenan un proceso de
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inflamacién cronica en el SMet [311]. Por otro lado, la hipomagnesemia desencadena una inflamacion
crénica de bajo grado [179]. La ingesta de Mg?* es inversamente proporcional a los parametros que
identifican el SMet junto con los niveles de insulina en ayunas. Esto sugiere que una mayor ingesta de
Mg?* podria tener un papel protector frente al riesgo de desarrollar SMet [310]. En este mismo sentido,
otras investigaciones han observado que jovenes con una ingesta alta de Mg?* tienen menor riesgo de
desarrollar SMet y ese riesgo es dependiente de la dosis de Mg ingerida [312]. Estos hallazgos
respaldan nuestros resultados y apoyan la idea de que el suplemento de Mg?* puede desempefiar un

papel importante en la prevencién de la fisiopatologia del SMet.

Debemos reconocer que el presente trabajo tiene también algunas limitaciones. Una de ellas
es la ausencia de un estudio en pacientes que aborde las condiciones experimentales estudiadas.
Nuestros datos podrian proporcionar nuevos conocimientos sobre los efectos beneficiosos del aumento
de los niveles plasmaticos de Mg?* facilitando una prevencion del desarrollo de lesiones
cardiovasculares y dafios renales que pueden ayudar en el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos en
el futuro. Hay que reconocer que faltan ensayos clinicos independientes con tamafios de poblacion
aceptables en los que se valore con precisién tanto los potenciales efectos beneficiosos del Mg como

el mayor riesgo en los casos de hipermagnesemia.

Como resumen de este segundo bloque de experimentos se concluye que en el modelo de rata
con SMet y ERC con alto P en la dieta, el suplemento dietético con Mg?* protege frente a la inflamacion
y el EO desarrollado durante el SMet y la ERC, permitiendo una mejora de la funcion vascular que
repercute sobre la progresién de la ERC y la ECV. En conjunto, consideramos que, nuestros hallazgos
demuestran que el suplemento de Mg?* muestra un papel protector frente a la inflamacion y la
disfuncion vascular inducidas en condiciones experimentales (niveles elevados de P y uremia) que se
asocian habitualmente con el desarrollo de alteraciones cardiovasculares como las encontradas en el
SMet. Ademaés, mediante el andlisis protedmico, hemos podido identificar posibles biomarcadores que
nos ayuden a controlar el avance de las patologias aqui analizadas. Todo ello, sugiere que el
mantenimiento del Mg?* puede convertirse en una herramienta Util e inmediata para el manejo de los
pacientes en diferentes estadios de la ERC, asi como afectados por patologias con elevado riesgo de

sufrir disfunciones vasculares, como el SMet.

Si bien la utilidad de los suplementos de Mg?* deben ser objeto de mas estudios, la prevencion
de la hipomagnesemia también debe ser considerada como un elemento importante a tener en cuenta
para prevenir la progresion de la ERC y la ECV. Un diagndstico y un tratamiento tardio de la

hipomagnesemia puede incrementar la progresion de la ERC y los factores de riesgo cardiovascular.
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Por lo tanto, la hipomagnesemia debe reconocerse y tratarse de la forma mas precoz posible para que

no repercuta negativamente en el prondstico y la evolucion clinica del paciente.
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En estas células el incremento de magnesio en el medio de cultivo disminuye el estrés
oxidativo y la respuesta inflamatoria a través de la inhibicion de la via NF-«xB.

En ratas con insuficiencia renal crdnica, el suplemento de magnesio en la dieta disminuye el
estrés oxidativo y la inflamacién tanto a nivel renal como vascular.

En un modelo experimental de sindrome metabolico y enfermedad renal cronica, el
suplemento dietético con magnesio protege frente al estrés oxidativo y la inflamacién vascular
mejorando con ello la funcion vascular.

Los niveles plasméticos de magnesio podrian considerarse como una herramienta Gtil para
prevenir el dafio vascular y renal de pacientes con enfermedad renal cronica, especialmente
de aquellos afectados por patologias con elevado riesgo de disfuncién vascular, como el

sindrome metabélico.
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