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Resumen

Introduccion: El estrés oxidativo ha sido implicado en el desarrollo y la progresion de la calcificacion
vascular (CV); sin embargo, ain existen interrogantes sobre esta asociacion causal.

Objetivo: Analizar en un modelo experimental de insuficiencia renal cronica (IRC) el efecto del estrés oxida-
tivo sobre el desarrollo y la progresion de la CV, evaluando la implicacion del microARN-377 (miR-377).
Material y métodos: Se estudiaron 2 grupos de ratas Wistar con IRC. El grupo 1 recibio dieta normal en
fosforo AIRC+PN). El grupo 2 recibi6 dieta con alto fosforo (IRC+PA). Se incluy6 un grupo de ratas Sham.
Trascurridas 20 semanas, las ratas fueron sacrificadas.

Resultados: El fosforo y la parathormona séricos no aumentaron en el grupo IRC+PA respecto al IRC+PN,
pero si los niveles de factor de crecimiento fibrobdstico 23 (FGF23). En el grupo IRC+PN aumento tres
veces el contenido aértico de calcio respecto al grupo Sham, un aumento 17 veces superior en el grupo
IRC+PA, donde la densidad mineral 6sea en tibia proximal descendié significativamente. En el grupo
IRC+PN la expresion del miR-377 disminuy6 un 65%, sin efecto adicional de la dieta con alto contenido
en fosforo. En el grupo IRC+PN aument6 3 veces la expresion proteica de superéxido dismutasa 2 mito-
condrial (SOD-2), y en el grupo IRC+PA lo hizo hasta 6 veces.

Conclusiones: La IRC con o sin alto contenido en fésforo en la dieta desencadené el descenso del miR-377.
El exceso de fésforo increment6 la SOD-2 como mecanismo compensador para frenar el estrés oxidati-
vo y el dano vascular. Controlar el contenido en fésforo en la dieta cuando la funcion renal se ve com-
prometida permitird aminorar el dafio vascular producido como consecuencia, entre otros factores, del
estrés oxidativo.
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The effect of oxidative stress on vascular calcification through microRNA-377

Summary

Introduction: Oxidative stress has been implicated in the development and progression of vascular cal-
cification (VC). However, this causal association remains a matter of controversy.

Objective: To analyze in an experimental model of chronic renal failure (CRF), the effect of oxidative stress
on the development and progression of the VC, assessing the implication of microRNA-377 (miR-377).
Material and methods: Two groups of Wistar rats with CRF were studied. Group 1 received normal diet
in phosphorus (CRF+NP). Group 2 received a high phosphorus (CRF+HP) diet. A group of sham rats was
included. After 20 weeks, the rats were sacrificed.

Results: Serum phosphorus and parathormone did not increase in the CRF+HP group compared to
CRF+NP, but fibroblast growth factor 23 (FGF23) levels significantly increased. In the CRF+NP group, aor-
tic calcium content increased three-fold over the sham group, a 17-fold increase in the CRF+HP group,
where the bone mineral density in the proximal tibia decreased significantly. In the IRC+NP group, the
expression of miR-377 decreased by 65%, with no additional effect detected of the diet with high phos-
phorus content. In the IRC+NP group, the protein expression of mitochondrial superoxide dismutase 2
(SOD-2) increased 3-fold, and in the IRC+HP group it increased up to 6-fold.

Conclusions: CRF, with or without high phosphorus dietary content, triggered the descent of miR-377.
Excess phosphorus increased SOD-2 as a compensatory mechanism to curb oxidative stress and vascular
damage. Controlling phosphorus content in the diet when the renal impairment function is compromised

will reduce the vascular damage produced due oxidative stress, among other factors.

Key words: vascular calcification, miR-377, SOD-2, oxidative stress, BMD.

Introduccién

La calcificacion vascular (CV) es una de las altera-
ciones mas frecuentes en el envejecimiento, pero
especialmente en pacientes con enfermedad renal
cronica (ERC). El aumento de las especies reacti-
vas de oxigeno en respuesta a sobrecargas de f6s-
foro (P) que ocurre durante la CV, contribuye a la
desdiferenciacion fenotipica de las células de mus-
culo liso vascular (CMLV) de un fenotipo propia-
mente muscular (contrictil) a un fenotipo osteo-
blastico™. En concreto, se sabe que el peroxido de
hidrogeno, uno de las especies reactivas de oxigeno
mds comunes, es capaz de inducir la expresion del
factor de transcripcion osteoblastico Cbfal/RUNX2 e
inducir la calcificacion®®.

Los microARNs (miRs) son pequenos ARNs
(~22 nucledtidos) no codificantes de cadena sim-
ple que median el silenciamiento postranscripcio-
nal de genes al unirse por complementariedad de
bases a la regién 3° UTR de los ARNm diana. Los
miRs estan implicados en procesos biolégicos cru-
ciales, incluyendo proliferacién celular, diferencia-
cion y desarrollo de tejidos’™. Estudios recientes
han demostrado que varios miRs son importantes
reguladores de la diferenciacion de las CMLV a
células semejantes a osteoblastos y, por tanto, de
la calcificacion vascular®'2.

El miR-377 aparece como un importante regu-
lador del envejecimiento al regular, entre otros, al
enzima superoxido dismutasa 2 (SOD-2)¥'. La
SOD es el principal antioxidante del organismo,
que cataliza la conversién de radical superéxido a
peroxido de hidrégeno. La SOD-2 corresponde a
la forma mitocondrial del enzima. Numerosos tra-
bajos han estudiado el papel del estrés oxidativo

como inductor de la CV, por lo que en el presen-
te estudio nos planteamos analizar en un modelo
in vivo el posible papel del miR-377 como regula-
dor de la mineralizacion de la aorta.

Materiales y métodos

Modelo de calcificaciéon vascular

El protocolo fue aprobado por el Comité Etico de
Experimentacion Animal de la Universidad de
Oviedo.

El estudio se realizo con ratas Wistar macho
(n=10) de 4 meses de edad (350-400 g) que fue-
ron sometidas a una insuficiencia renal crénica
(IRC) (7/8) en un solo acto quirlrgico, previa
anestesia con isoflurano por via inhalatoria. Se
realiz6 nefrectomia completa del rindén derecho y
a continuacion nefrectomia subtotal del rifén
izquierdo, mediante incision lateral y del polo
superior. Con este procedimiento se conserva
aproximadamente la cuarta parte de la masa
renal. Las ratas con IRC se dividieron en dos gru-
pos: uno, PN, alimentado con dieta para roedo-
res estandar con un contenido normal de P
(0,6%) y 0,6% de calcio (Ca), y un contenido de
proteina del 20% (Panlab, Barcelona, Espafa); y
el otro, PA, alimentado con una dieta con alto
contenido en P (0,9%), 0,6% de Ca, y un conte-
nido de proteina del 20% (Panlab, Barcelona,
Espana). El estudio durd 20 semanas con el obje-
to de inducir calcificaciones vasculares. Se inclu-
y6 igualmente un grupo Sham (n=5) que fue
seguido hasta la semana 20. Veinticuatro horas
antes del sacrificio, las ratas se alojaron en jaulas
metabdlicas para obtener muestras de orina reci-
biendo en cada caso la misma dieta y agua ad
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libitum. Se sacrificaron usando como anestesia
CO,, y se extrajeron muestras de suero para su
analisis. De cada rata se extrajo la aorta abdomi-
nal descendente hasta la bifurcacion de las iliacas
y se dividi6 en tres porciones: el primer fragmen-
to mas proximo al cayado de la aorta para deter-
minar el contenido de Ca, el segundo fragmento
se utilizo para la extraccion de ARN y proteinas,
y el tercer fragmento se incluyé en parafina para
estudios futuros.

En el momento del sacrificio se extrajeron las
dos tibias. La izquierda se conservé en alcohol
para medir la densidad mineral 6sea (DMO). La
tibia restante se congel6 a -80°C.

Marcadores bioquimicos

El Ca, el P y la creatinina séricos y la creatinina en
orina se midieron usando un analizador automati-
co multicanal Hitachi 717 (Boehringer Mannheim,
Berlin, Alemania). La parathormona (PTH) sérica
fue medida por ELISA (Immutopics, San Juan
Capristano, EE.UU.) siguiendo los protocolos del
fabricante. El factor de crecimiento fibroblastico
23 (FGF23) se determin6é por un kit de ELISA
(Kainos Laboratories, Japon).

Densitometria 6sea

La DMO se midi6 en la tibia a tres niveles: octavo
proximal, séptimo/octavo distales y tibia total, con
un densitémetro radiolégico digital de doble ener-
gia Hologic QDR-1000 (Hologic, Bedford, EE.UU.)
equipado con un programa especifico para anima-
les pequenos.

Analisis de calcificacion aértica

La calcificaciéon de la aorta abdominal de las ratas
fue analizada mediante el contenido total de Ca.
Para determinar el contenido total de Ca, un frag-
mento de la aorta abdominal (el mas proximo al
cayado de la aorta) se homogeneizé con un
Ultraturrax (OmniHT) en HCl 0,6 N. Después de
agitar a 4°C durante 24 horas las muestras se cen-
trifugaron. El contenido de Ca se determiné en el
sobrenadante por el método de la o-cresolftaleina
complexona (Sigma-Aldrich, San Luis, EE.UU.), y
el pellet se resuspendié en tampon de lisis (125
mM Tris y 2% de SDS, pH 6,8) para la extraccion
de proteinas y cuantificacion por el método de
Lowry (Bio-Rad, Hércules, EE.UU.). El contenido
de Ca se normaliz6 expresindose como pg de Ca
por mg de proteina.

Estudio de expresion génica

La extraccion de ARN se realizo mediante el méto-
do del tiocianato de guanidinio-fenol-cloroformo.
El ADN copia (ADNc) se sintetizé usando
Tagman MicroRNA Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems, Foster City, EE.UU.). La
expresion génica del miR-377 se analiz6 por PCR
a tiempo real (gqPCR) en el equipo Stratagene
Mx3005P QPCR System (Agilent Technologies,
Santa Clara, EE.UU.). Para la PCR se utiliz6 un
ensayo “assay on-demand” disehado por Applied
Biosystems que emplean oligos especificos y son-

das Tagman fluorescentes. Para la cuantificacion y
normalizacion se utilizé la expresion del ARN
nuclear U6.

Western Blot

Después de la transferencia, las membranas se
incubaron durante 12 horas con anticuerpos anti
SOD-2 (1:1000, Cell Signaling Technology,
Danvers, EE.UU.), y anti-GAPDH (1:5000, Santa
Cruz Biotechnology, Dallas, EE.UU.). La unién del
anticuerpo secundario se detecté con el kit de
detecciéon para Western Blot ECL Advance
(Amersham Bioscience, Buckinghamshire, Reino
Unido) y con el sistema de modelo de imagenes
VersaDoc 4000 (Bio-Rad).

Analisis estadistico

Para el analisis estadistico de los resultados se
empleé el programa SPSS 17.0. En el caso de
variables con distribucién normal la comparacion
de los grupos de tratamiento se realizé por medio
del analisis de la varianza (ANOVA) con el test de
Bonferroni. En el caso de variables con distribu-
cién no normal, se utilizo el test de Kruskal-Wallis.

Resultados

La nefrectomia disminuyé el aclaramiento de crea-
tinina, efecto que no se agravé en los animales
que recibieron la dieta con alto contenido en P
(Tabla 1). Hubo un discreto, pero no significativo,
aumento del P sérico en los animales nefrectomi-
zados que se hizo mas notorio en los que recibie-
ron la dieta con alto P. Sin embargo, pequefnos
aumentos en P sérico se asociaron con aumentos
mas significativos en los niveles séricos de FGF23.
Los niveles séricos de FGF23 aumentaron el doble
con la nefrectomia, mientras el aumento en P séri-
co fue inferior al 50%. De forma similar, en los ani-
males que recibieron la dieta alta en P (IRC+PA)
los niveles de FGF23 aumentaron el doble respec-
to a los de la dieta normal (IRC+PN), siendo el
aumento en el P sérico inferior al 25%.

La nefrectomia no tuvo efecto alguno sobre los
cambios de DMO en tibia, si bien en el grupo
IRC+PA la DMO en tibia proximal disminuyé sig-
nificativamente respecto al grupo IRC+PN vy res-
pecto al grupo Sham (Tabla 1).

En el grupo IRC+PN, el contenido de Ca en la
aorta se incrementd 3 veces con respecto al grupo
Sham. El aumento con respecto al grupo Sham se
increment6 hasta 17 veces en el grupo IRC+PA. La
expresion del miR-377 disminuy6 un 65% con la
nefrectomia, sin observarse ningin efecto adicio-
nal con la dieta con alto P. De hecho, el aclara-
miento de creatinina fue el parimetro bioquimico
que se asoci6 de forma mas marcada con la expre-
sion de este miR (r=0,83; p=0,001). Por el contra-
rio, el P sérico no se asocioé con la expresion del
miR-377 (1=-0,302; p=0,34).

La expresion proteica de la SOD-2 aument6
claramente con la nefrectomia (mas de 3 veces),
efecto que se hizo mids marcado en los animales
nefrectomizados con la dieta con alto contenido
en P (mds de 6 veces).
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Tabla 1. Marcadores bioquimicos y del metabolismo 6seo en los distintos grupos de tratamiento. Valores de
DMO en los tres segmentos tibiales analizados en los distintos grupos de tratamiento

Sham (n=5) IRC+PN (n=5) IRC+PA (n=5)
Aclaramiento creatinina (mL/min) 29+29 0,8 £ 0,3 1,0 £ 0,5
Calcio (mg/dL) 10,3 £ 0,1 11,6 + 0,4 10,8 + 0,6
Fésforo (mg/dL) 4,1+03 5,9 £0,8 7,3 +4,0
PTH (pg/mL) 317D 83 (37-96) 95 (52-610)"
FGF23 (pg/mL) 272 + 140 589 + 198" 1013 + 40
DMO tibia proximal (mg/cm?) 325 + 12 327 + 21 273 + 26"
DMO tibia distal (mg/cm? 256 + 15 255+ 9 234 + 11
DMO tibia total (mg/cm?) 270 + 12 269 + 12 243 + 15

*p<0,05 respecto a al grupo Sham; *p<0,05 respecto al grupo IRC+PN.

Figura 1. Contenido de Ca en las aortas de ratas con
nefrectomia 7/8 alimentadas con dieta con contenido nor-
mal en P (0,6%) (IRC+PN) y alto contenido en P (0,9%)
(IRC+PA), sacrificadas a las 20 semanas. Los datos repre-
sentan la media + desviacion estandar. *p<0,05 respecto al
grupo Sham; "p<0,05 respecto al grupo IRC+PN
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Figura 2. Niveles relativos de miR-377 en las aortas de ratas con
nefrectomia 7/8 alimentadas con dieta con contenido normal
en P (0,6%) (IRC+PN) y alto contenido en P (0,9%) (IRC+PA),
sacrificadas a las 20 semanas. Los datos representan la media
+ desviacion estdndar. *p<0,05 respecto al grupo Sham
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Discusion

En este estudio se ha observado un descen-
so en la expresion aortica del miR-377 con la
nefrectomia paralelo al aumento de la expre-
siébn proteica de SOD-2 como un posible
mecanismo compensador para eliminar radi-
cales libres superéxido producidos como
consecuencia del estrés oxidativo generado
por la nefrectomia.

Hasta la fecha, varios cientos de miRs han
sido identificados en el genoma humano pro-
poniéndose que al menos el 50% de los
genes que codifican para proteinas son regu-
lados por miRs"™™.

El aumento en la expresion proteica de
SOD-2, como un posible efecto compensador
para frenar el estrés oxidativo y la apoptosis
celular en la mitocondria*>, lo hemos observa-
do en otros trabajos i vitro de nuestro grupo
exponiendo CMLV a medios calcificantes. De
hecho, en un reciente articulo hemos observa-
do por técnicas de protedmica mediante geles
bidimensionales que, ante la presencia de un
estimulo calcificante con altas dosis de calci-
triol, la expresion de esta proteina aumenta 3
veces respecto a las células cultivadas con un
medio control®. Otro estudio in vitro en CMLV
sometidas a un estimulo calcificante por exce-
so de Ca y P muestra un aumento de la expre-
sion proteica de SOD-2 mediante Western blot.

Sin embargo, a diferencia de lo que ocu-
rre en nuestros trabajos, en la mayoria de
estudios de la literatura se observan descen-
sos de la SOD-2 en presencia de un aumen-
to del estrés oxidativo. De hecho, en un
reciente estudio en ratas con IRC se ha
encontrado que la administracion de una
dieta con alto contenido en P suplementada
con calcitriol induce el descenso de la expre-
siébn proteica de SOD-2 a nivel adrtico®.
Otros estudios en otros modelos tisulares
(podocitos renales y células mesangiales)



han encontrado que, ante estimulos que indu-
cen estrés oxidativo, se produce un descenso
en la SOD-2 con aumentos del miR-377%,
aumentos que también se han implicado con
el incremento de la senescencia celular'*?.

A la SOD-2 se la conoce también como
superoxido dismutasa mitocondrial o manga-
neso superdxido dismutasa (MnSOD) y es la
responsable de la reduccion de especies reac-
tivas de oxigeno téxicas en la mitocondria.

El hecho de que en nuestro caso se obser-
ve un aumento de SOD-2, en un intento de la
célula de defenderse al estrés oxidativo,
acompanado por un descenso de la expresion
del miR-377, tal vez pueda deberse a diferen-
tes condiciones experimentales a las del resto
de estudios, asi como a la duracion temporal
del dano renal, que en nuestro caso siempre
es a muy largo plazo. Lo que si concuerda
con todos los estudios publicados es el efec-
to opuesto entre el miR-377 y la SOD-21421,
Es decir, aumentos en la SOD-2 conllevan
descensos en la expresion del miR-377 y vice-
versa, por lo que se deduce la posible utilidad
del miR-377 como biomarcador de estrés oxi-
dativo y de dano vascular.

A pesar de utilizar una dieta con alto conte-
nido en P, los niveles séricos de P fueron muy
similares en los grupos de animales nefrectomi-
zados con dieta normal o con alto P. Una posi-
ble explicacion es que la nefrectomia 7/8 no
haya sido lo suficientemente agresiva y que
pueda hablarse de un menor grado de nefrec-
tomia como una 5/6 o menor. Eso indicaria el
mantenimiento de una funcién renal residual
que evitaria el agravamiento del dano renal
producido por el P2 Sin embargo, es de desta-
car los aumentos de FGF23 con la nefrectomia
y también en los animales que recibieron la
dieta con alto P. Se sabe que el FGF23 es el pri-
mer pardmetro bioquimico que se eleva tras
instaurarse la IRC®. El FGF23 comienza a
aumentar en el plasma de los pacientes con
ERC desde situaciones muy precoces, y conti-
nda aumentando de una manera constante a
medida que va descendiendo el filtrado glome-
rular®. Durante las fases iniciales de la ERC, una
sobrecarga de P estimularia la sintesis de FGF23
a nivel de los osteocitos, y actuaria en las nefro-
nas restantes aumentando la excrecion fraccio-
nal de fosfato para mantener la normofosfate-
mia®. De hecho, en nuestro caso, aumentos
inferiores al 25% en P sérico se acompanaron
de variaciones de FGF23 muy superiores como
un mecanismo compensador del aumento de P
con el objeto de frenar su exceso.

El hecho de que la disfuncién renal obteni-
da mediante la nefrectomia haya sido inferior a
la inicialmente prevista queda reflejado en los
resultados de la DMO en tibia. No hubo dife-
rencias en la DMO entre los animales Sham y
los nefrectomizados, a pesar del tiempo de
evolucion de la IRC (20 semanas)®. En los ani-
males nefrectomizados que recibieron la dieta
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Figura 3. Expresion proteica de SOD-2 en las aortas de ratas con
nefrectomia 7/8 alimentadas con dieta con contenido normal
en P (0,6%) (IRC+PN) y alto contenido en P (0,9%) (IRC+PA),
sacrificadas a las 20 semanas. A) Imagen de un Western blot
representativo de una aorta de cada grupo; B) representacion
grafica de la expresion proteica de la SOD-2 en los distintos
grupos como media + desviacion estandar. “p<0,05 respecto al
grupo Sham; "p<0,05 respecto al grupo IRC+PN
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con alto contenido en P hubo un descenso de la DMO
en tibia proximal respecto a los animales nefrectomiza-
dos con dieta normal en P y respecto al grupo Sham. Sin
embargo, otros estudios de nuestro grupo, con el mismo
tiempo de seguimiento, muestran un efecto mas negati-
vo sobre el hueso cortical (DMO en tibia distal) que
sobre el trabecular (DMO en tibia proximal) cuando la
dieta administrada es rica en P?. Este efecto se acompa-
fia de un hiperparatiroidismo secundario severo que
afecta fundamentalmente al hueso cortical, resultado
que no se observo en el presente estudio.

A pesar del menor grado de disfuncion renal obser-
vado, si pudimos observar una relacion entre el
aumento de la CV y el descenso de la DMO, como ha
sido descrito previamente por nuestro grupo®. El
grupo de animales con IRC y dieta alta en P fue en el
que aument6 de forma mas clara el contenido de cal-
cio en la aorta, lo que se acompané de las mayores
pérdidas de DMO en tibia proximal.

De los resultados de este estudio se deduce que la
nefrectomia, independientemente de los niveles séri-
cos de P, es capaz de modificar la expresion del miR-
377. El alto contenido en P en la dieta indujo el aumen-
to de la expresion proteica de SOD-2, probablemente
COMO un mecanismo protector para evitar un mayor
dafno vascular como consecuencia del estrés oxidativo.
Estos resultados deberfan alertar sobre la conveniencia
de mantener niveles séricos de P cuando el deterioro
renal se acentia evitando de este modo la progresion
del dafo vascular. La utilizacion del miR-377 como bio-
marcador de dano vascular por estrés oxidativo nece-
sita de estudios mecanisticos, pero abre una posible
via preventiva y terapéutica al desarrollo y progresion
de las lesiones vasculares en la ERC.
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