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Resumen

Introduccion y objetivo: aunque un elevado fosfato sérico se ha relacionado con fractura y calcificacion adrtica se des-
conoce si existe alguna asociacion del fosfato urinario con la incidencia de fractura osteoporética y calcificacion adrtica.

Material y métodos: 141 mujeres posmenopausicas > 50 afos realizaron radiologia dorso-lumbar que se repitié 4 afios des-
pués, determinando marcadores bioquimicos en sangre y orina fresca; se recogieron parametros clinicos y antropométricos y
se confirmd radiograficamente la aparicion de nuevas fracturas vertebrales y no vertebrales. Radiograficamente se evalué la
aparicion de nuevas calcificaciones adrticas. Se excluyeron mujeres con tratamiento estrogénico y antirresortivo > 3 meses.

Resultados: se detectaron 11 nuevas fracturas no vertebrales (7 de Colles, 2 de cadera y 2 en otras localizaciones) y 10
fracturas vertebrales incidentes confirmadas radiograficamente. En las mujeres con fractura incidente se observaron niveles
significativamente menores de indice de masa corporal, fosfaturia, creatinuria y filtrado glomerular estimado (FGe), mientras
que la edad fue significativamente mayor. Incrementos de 10 mg/dL de fosfaturia se asociaron con 29 % menos fracturas
incidentes [OR = 0,71; IC 95 % = (0,46-0,98)], tras regresion logistica ajustada por edad, indice de masa corporal, creati-
nuria y FGe. Este efecto fue mas marcado con las fracturas incidentes no vertebrales [OR = 0,50; IC 95 % = (0,10-0,91)],
mientras que en vertebrales se perdio esta asociacion [OR = 0,83; 1C 95 % = (0,54-1,14)]. El 17 % de la cohorte tuvo nuevas

Palabras clave: calcificaciones adrticas. A nivel multivariante incrementos de 10 mg/dL de fosfaturia se asociaron con menor incidencia de
Fosfaturia. | calcificacion adrtica [OR = 0,80; IC 95 % = (0,64-0,97)].
aortica. Conclusiones: fosfaturias bajas parecen asociarse con mayor incidencia de fractura osteoporotica y calcificacion adrtica en
ﬁgdc%'ﬂ;na" mujeres. La fosfaturia podria ser un indicador de los efectos hormonales y renales en la regulacion del fosfato y utilizarse
osteoporética. como factor del riesgo de fractura y calcificacién adrtica.
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INTRODUCCION

Las fracturas por fragilidad ésea constituyen un impor-
tante problema sanitario y econédmico para los siste-
mas de salud publica (1) y se han relacionado con alta
morbilidad y mortalidad en la poblacién general.

Cada vez hay mas evidencias de que los niveles ele-
vados de fosfato se relacionan con un incremento del
riesgo de fractura (2,3). De hecho, 2 grandes estudios
de cohortes poblacionales, el de Rotterdam y los estu-
dios de fracturas osteoporéticas en hombres (MrOS),
informaron que el aumento de fosfato sérico se asoci6
con riesgo de fractura en participantes sin enferme-
dad renal crénica (3). Recientemente, en poblaciéon en
dialisis de ambos sexos se ha observado este mismo
efecto, sugiriendo que la reduccion del fosfato sérico
podria prevenir la aparicion de fracturas (4). De hecho,
un estudio observacional de 13 427 pacientes en diali-
sis mostré que los pacientes no tratados con captores
de fosfato presentaron un 20 % mas de riesgo de frac-
tura que los tratados (5). Estos hallazgos estan respal-
dados por la evidencia obtenida de modelos animales
en los que el aumento de fosfato en la dieta produce
fragilidad ésea, incluso aunque las concentraciones
circulantes de fosfato se mantengan dentro del rango
de la normalidad (6).

Desde hace tiempo se viene afirmando la asociacion
directa que existe entre el deterioro del tejido 6seo y
el desarrollo de la calcificacién arterial (7,8). El papel
del fosfato sobre el desarrollo y progresién de la calci-
ficacién arterial es bien conocido en presencia de una
funcion renal comprometida (9), pero también en la
poblacion general (10).

Como es bien sabido, la fractura por fragilidad se aso-
cia al envejecimiento, pero es en las mujeres donde
la fractura es mas frecuente. Uno de los principales
factores que se ha atribuido a esta diferencia por
sexos es la deprivacion estrogénica que ocurre en la
mujer tras la menopausia y que va a condicionar una
pérdida acelerada de tejido 6seo, lo que en ultima
instancia conducird a una mayor susceptibilidad a la
fractura por fragilidad (11). Pero también la enferme-
dad cardiovascular y su manifestacion clinica con la
aparicion de la calcificacién arterial en la mujer em-
piezan a manifestarse con la menopausia y la pérdida
de estrégenos (12).

Las mujeres posmenopdusicas con deplecion de estré-
genos exhiben hiperfosfatemia que es secundaria a un
incremento en la reabsorcién del tubulo proximal de
fosfato (13), sin embargo, no hay estudios que hayan
analizado si existe alguna asociacién entre los niveles
urinarios de fosfato y la presencia de fracturas y/o cal-
cificaciones arteriales. Por tanto, el objetivo de este
estudio fue valorar el efecto del fosfato urinario sobre
la incidencia de fractura osteoporética y calcificaciéon
aodrtica en mujeres de la poblacién general.

M. RODRIGUEZ GARCIA ET AL.

MATERIAL Y METODOS

Se seleccionaron aleatoriamente del registro munici-
pal de Oviedo 316 mujeres mayores de 50 afios. El pro-
tocolo al que hace referencia este estudio consistio en
la cumplimentacion de un cuestionario sobre factores
de riesgo relacionados con osteoporosis, 2 radiografias
laterales dorso-lumbares, un estudio densitométrico
en columna lumbar y cadera, recogida de mediciones
antropométricas como altura y peso para determinar
el indice de masa corporal (IMC), historia ginecoldgica
y de medicacién. Todos los sujetos tenian suficiente ca-
pacidad ambulatoria para subir 2 pisos sin ascensor y
el 99 % vivia en su propio domicilio.

A los 4 afios se les invito a repetir el estudio radiolégi-
co, densitométrico y las mediciones antropométricas,
un cuestionario sobre factores de riesgo de osteopo-
rosis y un estudio bioquimico. En el segundo control
participaron 213 mujeres, de las que 168 estuvieron de
acuerdo en realizar el estudio bioquimico. Un total de
18 mujeres se excluyeron del andlisis por haber reci-
bido tratamiento osteopordético o estrogénico y otras
9 por estar aun con periodos. Se dispuso de todos los
datos al inicio y a los 4 afios en 141 mujeres.

INCIDENCIA DE FRACTURA OSTEOPOROTICA

Para el diagnéstico de nuevas fracturas vertebrales
se compararon las radiografias del estudio prospec-
tivo con las radiografias basales por 2 lectores inde-
pendientes que hicieron una evaluacién radioldgica
cualitativa sin conocer las condiciones clinicas de los
sujetos evaluados. Se defini6 como nueva fractura
o fractura incidente la existencia de una reduccién,
evidente a la inspecciéon visual, de cualquiera de las
alturas de la vértebra y cuerpo vertebral respecto a la
radiografia del primer estudio transversal siguiendo
el método de Genant (14). En caso de no existir coin-
cidencia de los 2 lectores se definio la fractura por
consenso tras una revisiéon conjunta. La reproducibili-
dad interobservador (coeficiente kappa de Cohen) de
los 2 lectores al definir fractura incidente fue de 0,82,
cifra que indica una buena reproducibilidad. Todas
las fracturas osteopordéticas no vertebrales, excluidas
las de craneo y extremidades, fueron confirmadas
mediante radiografia.

EVALUACION DE LA CALCIFICACION
VASCULAR INCIDENTE

La presencia de una nueva calcificacion aértica se de-
termin6 comparando las radiografias del inicio con las
realizadas 4 afios mas tarde.

| Rev Osteoporos Metab Miner 2024;16(4):113-122 |
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La calcificacién adrtica abdominal fue evaluada por 2
investigadores independientes y se definié y clasificé en
grado 0 (ausente), grado 1 (leve-moderada) y grado 2
(severa). Calcificaciones aisladas puntiformes, una calci-
ficacion lineal visible en menos de 2 cuerpos vertebrales
0 una placa densa calcificada se definié como calcifi-
cacién leve-moderada (15). La presencia de una calci-
ficacion lineal visible a lo largo de al menos 2 cuerpos
vertebrales y/o la presencia de dos o mas placas den-
sas calcificadas se definié como calcificacién severa. La
reproducibilidad intra e interobservador (coeficiente
kappa de Cohen) en el andlisis de las radiografias para
definir calcificacion aortica incidente fue de 0,78y 0,73,
datos que indican una buena reproducibilidad (15).

EVALUACION DENSITOMETRICA

La densidad mineral 6sea (DMO) se midié con un den-
sitdmetro Hologic® QDR-1000 DXA (Hologic Inc., Wal-
tham, MA). En todos los casos se analizaron la columna
lumbar antero-posterior (L2-L4) y la densidad de fé-
mur derecho. Los coeficientes de variaciéon (CV) fueron
de 1,2 % y 1,9 % respectivamente (15). El control de
precisién y calidad fue realizado diariamente con un
Phantom de columna lumbar, con el que se obtuvo un
CV de 0,0 + 0,1 %. En el cuarto afo se determind la
DMO en las mismas areas utilizadas en el primer estu-
dio, el porcentaje de cambio entre ambas mediciones
fue utilizado para evaluar los cambios en DMO.

ANALISIS BIOQUIMICO

En el estudio basal no se realizé estudio bioquimico. A
los 4 afos, se tomd una muestra de sangre y orina fresca
en ayunas a cada sujeto participante en el estudio. Una
vez separado el suero, este ultimo y la orina, se mantu-
vieron congeladas a -80 °C hasta su cuantificacion. En
suero se midi6 entre otros creatinina, filtrado glomerular
estimado, calcio, fésforo, albumina, fosfatasa alcalina to-
tal, fosfatasa acida y fosfatasa acido tartrato resistente.
En orina se determinaron entre otros creatinina, fosforo
y calcio. Tanto en suero como en orina se utilizé un au-
toanalizador (Hitachi Mod. 717, Ratigen, Alemania).

Los niveles séricos de calcidiol (250HD) se determina-
ron mediante extraccion previa con acetonitrilo (DS,
Ltd., Bolton, Reino Unido), cuyos coeficientes de varia-
cién (QV) intra e interensayo fueron respectivamente
del 5,2 % y del 8,2 %. Los niveles de 1,25-dihidroxi-
vitamina D se midieron por radioinmunoensayo (IDS,
Ltd.); los CV intra e interensayo fueron 6,5 % y 9 %,
respectivamente. Los niveles PTH intacta se midieron
por radioinmunoensayo (Instituto Nichols, San Juan de
Capistrano, CA); los valores de CV intra e interensayo
fueron 2,6 % y 5,8 %.

| Rev Osteoporos Metab Miner 2024;16(4):113-122 |

Todos los estudios realizados siguieron los principios
enunciados en la declaracion de Helsinki y fueron for-
malmente aprobados por el Comité de Ensayos Clini-
cos del Principado de Asturias.

ANALISIS ESTADISTICO

El analisis de los datos se llevé a cabo utilizando la ver-
sién 17.0 de SPSS para Windows. Las variables cuanti-
tativas se analizaron mediante t de Student. Las varia-
bles cualitativas se analizaron mediante chi cuadrado.
Se realizaron correlaciones de Pearson entre variables
cuantitativas.

Para analizar, a nivel multivariante, el efecto de la
fosfaturia posee sobre la incidencia fractura osteopo-
rotica vertebral y no vertebral, asi como de la inci-
dencia de calcificacion adrtica se utilizé regresion
logistica ajustada por las variables que en el modelo
univariante hubieran resultado estadisticamente sig-
nificativas.

RESULTADOS

En el periodo de 4 afos de seguimiento se detectaron
11 nuevas fracturas no vertebrales (7 de Colles, 2 de
caderay 2 en otras localizaciones) y 10 fracturas verte-
brales incidentes. Todas las fracturas fueron confirma-
das radiograficamente.

La tabla | recoge las variables demograficas, antropomé-
tricas y bioquimicas a los 4 afios del inicio del estudio en
mujeres con fractura incidente vertebral y no vertebral.
En las mujeres con fractura incidente se observaron ni-
veles significativamente menores de IMC, fosfaturia,
creatinuria y filtrado glomerular estimado (FGe), mien-
tras que la edad fue significativamente mayor.

Teniendo en cuenta que las mujeres con fractura in-
cidente se asocian con niveles mas bajos y signifi-
cativos de la fosfaturia a nivel univariante, se llevo
a cabo un modelo de regresiéon logistica utilizando
como variable dependiente la fractura osteoporoti-
ca incidente y como variable independiente la fos-
faturia ajustada por edad, IMC, creatinuria y FGe.
Incrementos de 10 mg/dL de fosfaturia se asocia-
ron con 29 % menos fracturas incidentes [odds ra-
tio (OR) = 0,71; Intervalo de confianza del 95 % (IC
95 %) = (0,46-0,98)].

En la tabla Il se recogen las variables demograficas, antro-
pométricas y bioquimicas a los 4 afios del inicio del estudio
separandolas en mujeres con y sin fractura no vertebral in-
cidente. En mujeres fracturadas se observaron niveles sig-
nificativamente menores de IMC, fosfaturia y creatinuria.
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Tabla I.
Variables Fr(a:t:rf ;j)os No (1:;a=ct1u2rz)d 03 Valor de p
Edad (afios) 67,8 + 8,1 63,6 +7,9 0,044
IMC (kg/m?) 26,2+24 29,0 +4,7 0,001
Creatinina (mg/dL) 0,95+0,19 0,92 +0,11 0,481
Filtrado glomerular estimado (FGe) (mL/min) 52,9109 66,8 + 16,9 < 0,001
Fosforo sérico (mg/dL) 3,51 £ 0,47 3,62 0,41 0,304
Calcio sérico (mg/dL) 9,34+ 0,16 9,40 + 0,33 0,181
Calcidiol (ng/mL) 143+7,2 149 +89 0,774
Calcitriol (pg/mL) 36,0 = 10,1 38,1+12,8 0,531
Fosfatasa alcalina total (U/L) 181 £ 59 186 + 88 0,821
PTH (pg/mL) 63,7 +37,4 54,8 +21,4 0,360
Fosfatasa acida (U/L) 2,79 + 0,65 2,83 +0,92 0,839
Fosfatasa acida tartrato resistente (FATR) (U/L) 2,26 + 0,62 2,16 + 0,70 0,567
AlbUimina sérica (g/L) 44,6 +2,3 453 +2,1 0,228
Fosforo orina (mg/dL) 47,8 £15,0 73,8 £33,8 < 0,001
Calcio orina (mg/dL) 12,7+6,4 141 +8,4 0,509
Creatinina orina (mg/dL) 63,6 + 26,8 79,9 + 37,6 0,034
Reabsorcion tubular de fosfatos (RTP) 0,78 + 0,08 0,76 + 0,07 0,258
Tabla II.
Variables Fra(;tira;()ios No (Lra:tr;g;i 03 Valor de p
Edad (afios) 67,3+838 63,9+79 0,214
IMC (kg/m?) 26,7+2,3 289 +4,6 0,033
Creatinina (mg/dL) 0,99 0,22 0,92 0,11 0,352
Filtrado glomerular estimado (FGe) (mL/min) 54,2 +12,3 66,0 + 16,9 0,054
Fosforo sérico (mg/dL) 3,43 + 0,42 3,62 + 0,41 0,195
Calcio sérico (mg/dL) 9,32+0,17 9,40 + 0,33 0,500
Calcidiol (ng/mL) 14,0+7,6 14,9+ 8,8 0,780
Calcitriol (pg/mL) 38,0+ 10,1 37,8 +12,7 0,972
Fosfatasa alcalina total (U/L) 166 = 71 187 £ 85 0,465
PTH (pg/mL) 76,1 £ 48,7 54,5 + 21,1 0,212
Fosfatasa acida (U/L) 2,80+0,79 2,83 +0,90 0,923
Fosfatasa acida tartrato resistente (FATR) (U/L) 2,26 +0,72 2,16 £ 0,69 0,698
Albimina sérica (g/L) 44,46 + 18 45,3 +2,1 0,253
Fésforo orina (mg/dL) 42,2 +12,2 72,6 + 33,3 < 0,001
Calcio orina (mg/dL) 11,7 +6,5 14,1 +8,3 0,396
Creatinina orina (mg/dL) 58,2 19,1 793+373 0,012
Reabsorcion tubular de fosfatos (RTP) 0,78 + 0,07 0,76 + 0,07 0,345
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El andlisis de regresion logistica ajustado por IMCy crea-
tinuria mostré que incrementos de 10 mg/dL de fosfa-
turia se asociaron con 50 % menos fracturas incidentes
[OR =0,50; IC 95 % = (0,10-0,91)].

En la tabla Ill se recogen las variables demograficas,
antropométricas y bioquimicas a los 4 afos del ini-
cio del estudio separandolas en mujeres con y sin
fractura vertebral incidente. En mujeres fracturadas,
se observaron niveles significativamente menores de
fosfaturia y creatinuria. Sin embargo, en el analisis
de regresién logistica tras ajustar por creatinuria, la
fosfaturia (incrementos de 10 mg/dL) no se asocié
con la incidencia de fractura vertebral [OR = 0,83; IC
95 % = (0,54-1,14)].

A la vista de los resultados previos y considerando
que existe un mayor efecto de la fosfaturia sobre Ila
fractura no vertebral que sobre la vertebral, se anali-
zaron los porcentajes de cambio en densidad mineral
6sea a nivel lumbar y en cuello femoral entre los 2 cor-
tes transversales. Ninguno de los 3 segmentos 6seos
analizados se correlacion6 con la fosfaturia: columna
lumbar: r =-0,077, p = 0,431; cuello femoral: r = -0,66,
p = 0,482; cadera total: r = 0,028, p = 0,764.

Sin embargo, cuando se analizaron las asociaciones del
fosfato en la orina con la densidad mineral 6sea en los
tres segmentos analizados solo en el segundo corte trans-
versal siguié sin encontrarse correlacién entre DMO a ni-
vel lumbar y fosfato en orina (r = 0,118, p = 229), pero si
que se encontré correlacion entre DMO en cuello femoral
y fosfato en orina (r = 0,239, p = 0,004) y entre DMO en
cadera total y fosfato en orina (r = 0,232, p = 0,006) (Fig. 1).

Un total de 23 mujeres (17,1 %) desarrollaron nuevas
calcificaciones adrticas en el periodo de seguimien-
to de 4 afos. En la tabla IV se representan las varia-
bles demogréficas, antropométricas y bioquimicas a los
4 afos del inicio del estudio separandolas en mujeres con
y sin calcificacion adrtica incidente considerando la pre-
sencia de una nueva calcificacién que no apareciera en
la radiografia a nivel basal. En mujeres con calcificacion
adrtica incidente se observaron niveles significativamen-
te inferiores de albumina sérica y fosfaturia. El analisis de
regresion logistica ajustado por albumina sérica mostréd
que incrementos de 10 mg/dL de fosfaturia se asociaron
con menor incidencia de calcificacion adrtica [OR = 0,80; IC
95 % = (0,64-0,97)]. Destacé también que incrementos de
1 mg/dL de albumina sérica disminuy6 un 31 % la inciden-
cia de calcificacion aértica [OR =0,69; IC95 % = (0,54-0,88)].

Tabla lIl.
Variables Fr?:t:rf (()i)os No (1:;a=ct1u;?)d 03 Valor de p
Edad (afos) 68,5+ 7,2 63,8 + 8,0 0,072
IMC (kg/m?) 257+25 289 +4,6 0,053
Creatinina (mg/dL) 0,90 + 0,12 0,92 + 0,12 0,586
Filtrado glomerular estimado (FGe) (mL/min) 53,0+9,9 66,1 +17,0 0,007
Fosforo sérico (mg/dL) 3,63 £ 0,47 3,60 £ 0,41 0,829
Calcio sérico (mg/dL) 9,34 +0,15 9,40 + 0,33 0,615
Calcidiol (ng/mL) 13,771 149+ 8,38 0,675
Calcitriol (pg/mL) 329+10,2 38,2+12,7 0,198
Fosfatasa alcalina total (U/L) 213 47 184 + 87 0,289
PTH (pg/mL) 57,9 + 25,6 55,6 + 23,9 0,771
Fosfatasa acida (U/L) 2,87 + 0,64 2,83 +0,91 0,879
Fosfatasa acida tartrato resistente (FATR) (U/L) 2,35+0,68 2,16 £ 0,69 0,398
Albiimina sérica (g/L) 44,7 +2,7 45,3 +2,1 0,407
Fosforo orina (mg/dL) 50,1+ 16,5 71,8+335 0,002
Calcio orina (mg/dL) 12,7+6,2 14,0 + 8,3 0,649
Creatinina orina (mg/dL) 65,7 + 31,0 78,6 + 37,1 0,286
Reabsorcion tubular de fosfatos (RTP) 0,79 + 0,08 0,76 + 0,07 0,188
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Tabla IV.
Variables Ca(l;h‘:icg;i)én No (cnaI:i:i:g;ién Valor de p
Edad (afos) 69,6 + 6,1 68,0 + 8,3 0,296
IMC (kg/m?) 29,7 +4,4 28,6 +4,6 0,314
Creatinina (mg/dL) 0,90 +0,11 093 +0,13 0,296
Filtrado glomerular estimado (FGe) (mL/min) 67,1 £ 14,6 650+17,4 0,596
Fosforo sérico (mg/dL) 3,64 + 0,48 3,61+0,39 0,775
Calcio sérico (mg/dL) 9,34 + 0,24 9,40 + 0,33 0,390
Calcidiol (ng/mL) 146+7,2 14,7 + 8,6 0,976
Calcitriol (pg/mL) 40,3 = 14,2 37,0+ 11,3 0,223
Fosfatasa alcalina total (U/L) 214 169 180 + 55 0,347
PTH (pg/mL) 60,7 + 27,0 55,1 + 33,8 0,320
Fosfatasa acida (U/L) 2,70 + 0,89 2,87 + 0,90 0,436
Fosfatasa acida tartrato resistente (FATR) (U/L) 2,08 £ 0,82 2,19+ 0,67 0,495
Albimina sérica (g/L) 441 £2,3 45,5 +2,1 0,004
Fosforo orina (mg/dL) 59,1 + 26,9 73,8 + 34,5 0,047
Calcio orina (mg/dL) 13,0+8,7 14,0 + 8,2 0,591
Creatinina orina (mg/dL) 69,6 = 35,0 80,2 37,8 0219
Reabsorcion tubular de fosfatos (RTP) 0,78 + 0,06 0,75+ 0,07 0,148
DISCUSION que no solo no ocurrid, sino que incluso fue en sentido

Los resultados de este trabajo muestran por vez prime-
ra en la literatura una asociacién entre los descensos
de fosfaturia y el aumento en la incidencia en frac-
tura osteoporética y calcificacién aértica. De hecho,
incrementos de 10 mg/dL de fosfaturia en mujeres
posmenopausicas disminuyd en un 29 % la incidencia
de fractura vertebral y no vertebral, efecto mucho mas
marcado en el caso de la fractura no vertebral, hueso
con contenido mas cortical, como lo demuestra la co-
rrelacion significativa entre fosfaturiay DMO en cuello
femoral y cadera total. Tal efecto no se observé con
la DMO a nivel lumbar que posee un contenido mas
trabecular. Por otro lado, los aumentos de 10 mg/dL
de fosfaturia en esta misma cohorte redujeron en un
20 % la incidencia de calcificacion adrtica.

A nivel bioquimico, la PTH no ha sido capaz de expli-
carnos este efecto. Los niveles séricos de PTH se en-
contraron ligeramente, pero no significativamente,
incrementados tanto en aquellas mujeres con fractu-
ra o con calcificacion adrtica incidente. Este leve in-
cremento deberia en tal caso haber contribuido a un
incremento en la excrecion urinaria de fosfatos algo

contrario.

Existen varios mecanismos que podrian explicar porque
el fosfato podria afectar la calidad y resistencia 6sea. En
cuanto a la formacion 6ésea, el fosfato inorganico pue-
de estimular varias moléculas reguladoras (antigeno 1
relacionado con fos, osteopontina, factor de crecimien-
to similar a la insulina | y esclerostina), que inhibirian
Wnt/beta-catenina y la proliferacion de osteoblastos
(16,17). El fosfato inorganico también afecta la resor-
Cién o6sea al limitar la supervivencia y diferenciacién de
los osteoclastos, induciendo cambios en la expresién de
RANKL, miR-223 y osteoprotegerina (18-22).

Sin embargo, en nuestro trabajo no se han observa-
do niveles séricos superiores de fosfato en el grupo
de mujeres fracturadas, siendo los niveles urinarios de
fosfato los que si han marcado las diferencias encon-
tradas. El hecho de que en nuestro estudio no veamos
en mujeres un efecto del fosfato sérico sobre la inci-
dencia de fracturas ya ha sido descrito previamente en
otros estudios epidemioldgicos. Asi, en un estudio en
poblacion envejecida, el decil superior (D10) de fosfa-
to sérico en hombres tenia un 78 % mayor riesgo de
fractura incidente (HR 1,78; IC 95 %, 1,25-2,54), aso-
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Figura 1. Correlaciones entre fosfaturia y densidad mineral 6sea (DMO) en el sequndo corte transversal en columna lumbar (A); cuello

femoral (B); cadera total (C). *p < 0,05.

ciacion no encontrada en mujeres (HR 1,09; IC 95 %,
0,83-1,44) (2). Estos resultados son similares a los de
otros estudios en los que la asociacién entre niveles
altos de fosfato sérico y las fracturas incidentes fueron
sustancialmente superiores en hombres que en muje-
res (3). La disparidad entre hombres y mujeres podria
reflejar una diferencia en la sensibilidad a los niveles
altos de fosfato sérico, no olvidando que en general
las mujeres tienen niveles mas altos de fosfato sérico
que los hombres de una edad similar.

A diferencia de lo descrito por otros autores (23-25),
no encontramos ningun tipo de asociacién entre los
niveles séricos de fosfato y la incidencia de calcifica-
cién aortica.

Dado que a nivel bioquimico los principales regula-
dores del metabolismo del fésforo no nos permiten
discernir porque hemos encontrado esta asociaciéon
del fosfato en orina con la incidencia de fractura y/o
calcificacion aodrtica, debemos pensar en otro mecanis-
mo regulador. En esta cohorte estudiada de mujeres
posmenopausicas existe un déficit de estrégenos. Se
sabe que los estrogenos son un importante regulador
fisioldgico involucrado en la modulacién funcional de
varias hormonas, lo que indica que los mecanismos por
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los cuales los estrégenos regulan el metabolismo mi-
neral podrian ser complejos e implicar efectos directos
y/o indirectos.

Debemos destacar el efecto hipofosfatémico e hiper-
fosfaturico de los estrogenos en diferentes estudios
clinicos. Varios estudios han observado que la admi-
nistracion de estrogenos en mujeres posmenopausicas
se asocia con hipofosfatemia que, en ciertos casos, es
secundario a una reduccién en la reabsorcion de fos-
fato en el tubulo proximal (26-28), y a la regulacion
negativa de NaPi-lla en el tubulo proximal (29). Por
contra, los descensos de estrégenos llevan aparejado
un incremento del fosfato sérico (hiperfosforemia) y un
aumento de la reabsorcién tubular de fosfatos en el
tubulo proximal con un descenso de su eliminacion en
la orina (hipofosfaturia). Por tanto, en el contexto de
estudios previos, estos datos sugieren que los estroge-
nos pueden inducir directa o indirectamente la fosfa-
turia en humanos (30).

Existen datos solidos que indican que los estrégenos
pueden ejercer un efecto rdpido y no genémico en
ciertos tejidos diana (31,32). Quedaria por determinar
si estas vias contribuyen al efecto fosfaturico de los es-
trégenos (33).
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Después de la menopausia, el estrogeno principal de
la edad reproductiva, 17p-estradiol, disminuye nota-
blemente y la estrona se convierte en el principal es-
trégeno en los tejidos y en la circulacion. La estrona
se produce a través de conversion de androstenediona
suprarrenal por aromatasa, principalmente en tejido
adiposo. La estrona aumenta casi 2 veces en la obe-
sidad debido a su mayor aromatizacién en el tejido
adiposo (34).

Los niveles séricos de 17p-estradiol y estrona son mas
del doble en personas obesas en comparacién con mu-
jeres posmenopausicas delgadas (35). Por tanto, po-
driamos hipotetizar la existencia de una produccién de
estréogenos por la grasa lo que podria contribuir a que
aquellas mujeres con sobrepeso tengan una secrecion
extra de estrogenos que incremente la fosfaturia a di-
ferencia de lo que ocurre en la tipica mujer osteopo-
rética que es delgada y fragil. De hecho, al analizar la
incidencia de fractura vertebral y no vertebral en el
analisis univariante, el IMC fue inferior significativa-
mente en aquellas mujeres con fractura.

Es interesante y sorprendente el efecto de la fosfaturia
sobre la incidencia de calcificacién aortica al igual que
ocurre con la fractura incidente, pero no podemos sos-
layar que ambas alteraciones se asocian con la edad,
lo que tal vez pueda estar relacionado con la posibili-
dad de que ante estimulos calcificantes las células de
musculo liso vascular se desdiferencian en células tipo
osteoblasto capaces de sintetizar marcadores osteogé-
nicos (36). Resulta interesante destacar como los des-
censos en albumina sérica contribuyen al incremento
de la calcificacion, algo descrito por otros autores (37).

No podemos descartar la existencia de limitaciones en
este estudio. En primer lugar, no disponemos de los
niveles séricos de estrogenos que pudieran indicar esas
diferencias en la fosfaturia. En segundo lugar, no dis-
ponemos de los niveles séricos de FGF23 que podria
aportarnos un valor afadido, pero cuando se realizo el
estudio no disponiamos de este marcador sérico y des-
graciadamente no hay muestra para poder realizarlo.
En tercer lugar, la determinacion de fosfaturia solo se
realizé en el segundo corte transversal lo que limita
las posibles asociaciones encontradas. Por ultimo, no
debemos olvidar que el tamafio muestral resulta bas-
tante limitado.

No obstante, a pesar de reconocer las limitaciones,
este estudio también presenta fortalezas como que es
un estudio prospectivo con una participacion en el se-
guimiento superior al 50 % en una época en la que en
nuestro pais no estdbamos muy acostumbrados a estu-
dios de tipo epidemiolégico. El caracter prospectivo y
no transversal del estudio refuerza la validez de los re-
sultados encontrados y su mayor grado de asociacion.

A modo de resumen podemos concluir que la existen-
cia de fosfaturias bajas parece asociarse con mayor

M. RODRIGUEZ GARCIA ET AL.

incidencia de fractura osteopordtica y calcificacion
adrtica en mujeres posmenopdausicas. Sobre la factu-
ra osteoporoética el efecto parece mas marcado en el
hueso con un mayor contenido cortical que trabecular.
Si los niveles séricos de estrogenos contribuyen a este
efecto es algo que debera ser refrendado en estudios
posteriores. A tenor de estos resultados, en mujeres de
edad avanzada, la fosfaturia podria ser un indicador
de los efectos hormonales y renales en la regulacion
del fosfato y utilizarse como otro factor del riesgo de
fractura osteoporoética y de calcificacion adrtica.
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Abstract

Objective: two major complications after arthroplasty are prosthetic joint infection, mainly due to Staphylococcus aureus,
and the experience of a foreign body reaction by macrophages and foreign body giant cells (FBGCs) regardless of the infec-
tion. Our aim is to study the role of purinergic receptors with fusogenic function (P2X7, adenosine A1 and A2A receptors)
in the formation of S. aureus-induced FBGCs and their possible differential modulation in the presence of Ti—-6Al-4V and
Cr-Co-Mo alloys.

Methods: RAW264.7 cells were differentiated to FBGCs with 20 ng/mL of IL-4 in the presence of adhered unviable S. aureus,
metal alloys and/or CGS21680/ZM241385 1 uM. Cell supernatant was collected for nucleotide analysis by HPLC as well as
cytokine expression, and cells were lysed for RNA expression.

Results: the presence of S. aureus induces an increase in FBGCs formation in a concentration-dependent manner. Fur-
thermore, phalloidin staining demonstrated that both Ti—-6Al-4V and Cr-Co-Mo alloys reduce the formation of FBGCs.
The expression of adenosine A1 and A2A receptors increased after 5 days of differentiation in the presence of S. aureus,
and this expression was enhanced with metal alloys. HPLC analyses showed an increase in adenosine in the presence of
ﬁggmzrg: aoa  T=6AI-4V and Cr-Co-Mo alloys while ATP was not changed in any of the conditions. The presence of metal alloys induced

receptor. FBGCs. an increased in IL1p, IL-6 and RANTES.

mgﬁiﬁiﬂ?ﬁﬁnt Conclusions: the increased levels of adenosine and the adenosine A2A receptor induced by the presence of Ti-6Al-4V and

infection. Co-Cr-Mo alloys would be responsible for the inhibition of cell fusion and the following reduction of S. aureus-induced FBGCs.
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INTRODUCTION

Arthroplasty has improved the quality of life of mi-
[lions of patients and is highly effective, although im-
plant-related complications can arise (1). Prosthetic
joint infection (PJI) is one of the most important com-
plications with a high morbidity and mortality rates,
and associated costs. The incidence of PJI varies across
countries from 0.5 % up to 2 % (2). Staphylococci are
the most common etiological agents associated with
PJI, with Staphylococcus aureus (30-40 %) and S. epi-
dermidis being 2 of the main microorganisms involved
(3). PJI results from the ability of microorganisms to
develop a biofilm, a conglomerate of bacterial cells of,
at least, 1 species that adheres to a surface or inter-
face with complex socio-microbiological interactions
among them (4).

Immediately after implantation with and without a
perioperative PJI, the implantation surface is coated
with plasma proteins that direct cellular adhesion and
activation. Last step in the prosthesis implantation
process is a foreign body reaction, that occurs when
the inflammatory and wound healing responses have
occurred including macrophages and foreign body gi-
ant cells (FBGCs) (9). These FBGCs are present on the
surface of the implants throughout the life of the im-
plant and produce stress cracks and oxidative damage
(7). These macrophages and FBGCs secrete cytokines
that in the early stages will modulate neutrophils and
lymphocytes recruitment and activation (8). IL-4 and
IL-13, both secreted by CD4+ T cells, are key cytokines
for the formation of FGBCs involved in material deg-
radation and implant rejection (9). In each one of the
4 phases for cell fusion, similar and different mecha-
nisms for the formation of FBGCs or osteoclasts (mul-
tinucleated bone cells with the function of resorbing
bone) have been described (10). At the end of this pro-
cess, adherent macrophages and FBGCs induce bioma-
terial degradation with ensuing clinical device failure
(5). Therefore, it is still being studied whether differ-
ent materials respond differently to FBGCs adherence
and how this biomaterial surface can be modulated
to alter the presence and activity of adherent macro-
phages and FBGCs (11).

Purinergic signalling is also activated in cell fusion,
especially in inflammation. Pharmacologically, 2 fam-
ilies of purinergic receptors are known: P1 receptors
selective for adenosine, and P2 receptors selective for
purine and pyrimidine nucleotides and dinucleotides
(11,12). Adenosine is generated extra- and intra-cel-
lularly by the hydrolysis of adenine nucleotides and
performs its physiological functions through the ac-
tivation of G-protein coupled transmembrane recep-
tors (A1, A2A, A2B and A3), whose tissue distribution,
pharmacological profile and effects are different (12).
Purine and pyrimidine nucleotides activate 2 types of
P2 receptors: P2X receptors—ionotropic, ion-linked
channels—and P2Y receptors—metabotropic, G pro-
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tein-coupled (11). The role of several P1 and P2 re-
ceptors in bone cells is well-known. The adenosine A1
receptor is critical and essential for differentiation and
function of osteoclasts (13), while the adenosine A2A
receptor induces an inhibition of osteoclast formation
and function both in vitro (18) and in the osteolysis
model (16). The adenosine A2B receptor is involved in
osteoblast differentiation and function, with a more
ambiguous role for the A2A receptor (16,17). Activa-
tion of adenosine A2A receptor both directly (by spe-
cific agonist) or indirectly (by drugs that increase ex-
tracellular adenosine levels by blocking its transport)
promotes bone formation at levels similar to BMP-2
(bone morphogenic protein 2) (17). Among P2 recep-
tors, P2X7 is especially relevant as its expression is pos-
itively regulated by pro-inflammatory cytokines (18).
The P2X7 receptor is activated and is involved in cell
fusion, where it intervenes in the late phases of mem-
brane fusion and establishes union bridges between
the cytoplasm of adjacent cells (19).

In orthopaedic surgery and traumatology, the most
widely used medical alloys are Ti-6Al-4V and Co-Cr-
Mo. Ti-6Al-4V alloy has favorable biocompatibility,
mechanical properties and corrosion resistance (20).
Furthermore, Co-Cr-Mo alloy exhibits high biocom-
patibility levels, with exceptional properties including
abrasion, cracking-corrosion, pitting and wear resis-
tance, malleability, and a high fatigue resistance and
ductility (21).

Surprisingly, we know nothing of the effect that the
presence of bacteria, such as S. aureus may or may not
have during the formation process of these FBGCs.
Therefore, we aim to investigate if variations in the
metal alloys of the implants would change the recruit-
ment of macrophages to the implantation area and,
therefore, the formation of FBGCs since they would
modulate the cell fusion process. More specifically, we
believe that a differential activation of the purinergic
system may be involved, and especially the P2X7 recep-
tor and adenosine A1 and A2A receptors, as they are
involved in the fusion of macrophages to osteoclasts.

METHODS

MATERIALS

An 18-mm diameter bar of ELI grade Ti-6Al-4V man-
ufactured to ASTM F136-02, was supplied by Surgical
Co., SAU (Valencia, Spain). The rod was cut into 2 mm
thick disc specimens and ground through successive
grades of SiC paper up to 2000 grade. To achieve a
smooth surface with a final controlled roughness,
chemical-mechanical polishing was then carried out in
a commercial colloidal silica suspension (OP-S Suspen-
sion. 0.25 um from Struers, Copenhagen, Denmark)
with hydrogen peroxide with a volume ratio of 9:1.
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A rod of Co-Cr-Mo alloy with a diameter of 19 mm was
supplied by Carpenter Technology Corp. (Philadelphia,
PA, USA), which was melted and tested in accordance
with ASTM F1537-11. The rod was cut into 2 mm thick
discs. One side of each disc was ground on silicon car-
bide paper and polished to a 3 um diamond finish.
The chemical composition of both alloys has been de-
scribed elsewhere (22).

CELL LINES

Immortal murine macrophage line RAW264.7 (ATCC,
LGC Standards S.L.U., Barcelona, Spain) were used. Cell
culture was maintained in alpha MEM with 10 % FBS
and 1 % penicillin/streptomycin and maintained in a
humidified chamber at 37 °C, in 95 % air and 5 % CO,.

The S. aureus strain chosen was a small colony variant
strain (Sa35) isolated from a total hip PJI of a 79 years-
old woman identified in the Clinical Microbiology
Department at the Hospital Universitario Fundacion
Jiménez Diaz (Madrid, Spain). Several colonies of Sa35
grown on chocolate-blood agar were inoculated in
an 8-mL tube of brain-heart infusion (BHI, BD, New
Jersey, United States) at 37 °C for 24 h, then centri-
fuged at 3500 rpm at 22 °C for 10 min. The superna-
tant was removed, and the pellet was washed 3 times
with sterile 0.9 % NacCl saline solution (SS) (B. Braun,
Melsungen, Germany) and then resuspended and di-
luted in SS to get a bacterial solution (approximate-
ly, 1.61 £ 0.22-10° CFU/mL). The bacterial solution was
autoclaved at 121 °C for 20 min. Both types of alloy
coupons were incubated in 5 mL of this 1:100-bacterial
solution in a sterile nontreated six-well plate (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) at 37 °C for 24 h
to allow bacterial adhesion. Afterwards, the superna-
tant was discarded, and the metal samples were used
in the next described experiment.

FOREIGN BODY GIANT CELLS (FBGCs)
FORMATION

To determine the optimal conditions for infection by
S. aureus in the RAW264.7 cells, proliferation (alamar
blue, Bio-Rad, Madrid, Spain) was performed on the
cells at 72 hours, in 3 different culture medias: a) alpha
MEM with 10 % FBS without penicillin/streptomicin; b)
RPMI with 5 % FBS without penicillin/streptomycin; and
¢) RPMI with 50 % bovine serum albumin (BSA) (n = 5).

A total of 10,000 RAW264.7 cells were differentiated
with 20 ng/mL of IL-4 in the presence of adhered un-
viableS. aureus (1.61 £ 0.22-107, 10° and 10% CFU/mL)
for 5 days for giant cell formation. In some of the wells
the co-culture will be performed in the presence of the
material of the 2 above-mentioned alloys: Ti-6Al-4V
and Co-Cr-Mo, and other well will be incubated with
selective adenosine A2A agonist (CGS21680) and an-
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tagonist (ZM241385) 1 uM each. Cells were stained us-
ing the quick panoptic stain (PanReac Applichem, ITW
Reagents, Barcelona, Spain) a non-vital, differential
stain based on the May Grinwald-Giemsa staining. To
check FBGCs formation in the metal alloys, phalloidin
staining was performed when RAW264.7 cells were
differentiated with 20 ng/mL of IL-4 in the presence
of adhered unviable S. aureus (1.61 = 0.22:10” CFU/
mL) for 5 days. Briefly, cells were fixed with 4 % PFA,
blocked in PBS BSA 1 % and 0.1 % Triton X-100 for 30
minutes and stained Alexa Fluor 555-phalloidin (Invit-
rogen, Fisher Scientific, Madrid, Spain) for 30 minutes.

NUCLEOTIDE CONCENTRATION
DETERMINATION VIA HIGH-PERFORMANCE
LIQUID CHROMATOGRAPHY (HPLC)

A total of 10,000 RAW264.7 cells were differentiated
with 20 ng/mL of IL-4 in the presence of adhered un-
viable S. aureus (1.61 + 0.22:10” CFU/mL) alone or in
the presence of Ti-6Al-4V and Co-Cr-Mo for 3 or 5 days
and supernatant were collected (n = 8 each). Samples
were treated with EHNA and dipyridamole 1 uM each
to avoid adenosine degradation/cellular uptaken. Pro-
tein denaturation and HPLC analysis were performed
as described previously by Vivero-Lopez et al. (23).
Briefly, a heat shock step was performed for 2 min at
98 °C, and samples were centrifuged at 13 000 g for
10 min at 4 °C. Supernatants were collected and stored
at -80 °C until use. Inosine, adenosine, AMP, ADP and
ATP concentrations were determined via high-perfor-
mance liquid chromatography (HPLC) using a liquid
chromatography with a reversed phase column (Agilent
1100 Series Liquid Chromatography) and a UV detector
set at 254 nm. The buffer (0.1 mol/I KH,PO, pH 7.5, 18 %
acetonitrile) was run at 1.5 mL/min for 20 min. Com-
pounds were identified and quantified by their reten-
tion times and peak areas of known standards, calibrat-
ed via spectrophotometry. The results are expressed
as the mean * standard error of the mean (SEM). All
results were corrected according to heat shock lost and
calculated as a percentage of basal cells.

CYTOKINE AND CHEMOKINE ARRAY

A total of 10,000 RAW264.7 cells were differentiated
with 20 ng/mL of IL-4 in the presence of adhered unvi-
able S. aureus (1.61 = 0.22-107 CFU/mL) alone or in the
presence of Ti-6Al-4V and Co-Cr-Mo alloys for 5 days
and supernatant were collected (n = 5-6 each). Cyto-
kines were measured using the Mouse Cytokine Array
Q1 (QAM-CYT-1-4, RayBiotech, CliniSciences, Madrid,
Spain) which, simultaneously, detects 20 cytokines.
The cytokines concentration was measured by fluores-
cence using GenePix 4000B following the manufactur-
er’s recommendations.
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RNA ISOLATION AND RT-PCR

Total RNA was isolated from cultures using TRIzol
reagent based on the manufacturer’s protocol. RNA
(1 pg) was reverse transcribed with a High Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (2.5 U/uL), with RNase
Inhibitor 1 U/uL, Random Hexamers 2.5 U/uL, MgCl,
5 mM, PCR buffer Il 1x and dNTPs 1 mM (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). Relative analysis of
gene expression was performed via real-time RT-PCR
on a Step One Plus with Power UP SYBR Green Mas-
terMix (Applied Biosystems). The primers used are
listed in table I. Gene expression levels were calculat-
ed with the AACt method.

Table I.

Gene | Forward primer (5'-3') | Reverse primer (5'-3')

A2AR TCGCCATCCGAATTCCACTC TTTGTGCCCACAGATCTAGCC

A2BR ATGGGCCAGATTAGGAGCAC CTCCAAAAGGGGACCCAGTC

P2X7 GACAAACAAAGTCACCCGGAT | CGCTCACCAAAGCAAAGCTAAT

GAPDH | CTACACTGAGGACCAGGTTGTCT | GGTCTGGGATGGAAATTGTG

STATISTICAL ANALYSES

Statistical significance among groups was determined
using one-way ANOVA and Bonferroni post-hoc test.
All statistics were calculated using GraphPad® soft-
ware (GraphPad, San Diego, CA, USA).

RESULTS

THE PRESENCE OF ADHERED UNVIABLE

S. AUREUS INDUCES AN INCREASE IN THE
FORMATION OF FBGCs THAT IS ABROGATED
IN THE PRESENCE OF METAL ALLOYS

To understand the role of S. aureus in the formation of
FGBCs, we first tested the most suitable media for the
growth of RAW264.7 cells and S. aureus. Figure 1A il-
lustrates how RAW264.7 cells proliferated adequately
when they were seeded in cMEM medium with 10 %
FBS and without antibiotics, while RPMI media with
5 % FBS but without antibiotics and RPMI with 50 %
BSA, were not adequate for RAW264.7 cells prolifera-
tion. Afterwards, we tested the number of RAW264.7
cells and the concentration and IL-4 necessary for the
correct differentiation of FBGCs. Figure 1B illustrates
that the best formation of FBGCs was achieved with
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10,000 RAW264.7 cells and 20 ng/mL of IL-4. Finally,
we tested whether the presence of S. aureus modified
FBGCs formation. We observed that the presence of S.
aureus induced an increase in the formation of FBGCs
in a concentration-dependent manner (54 £ 6 % in-
crease for 1.61 + 0.22:107 CFU/mL, p < 0.0001).

Therefore, we decided to conduct all experiments in
aoMEM with 10 % FBS and without antibiotics, 10,000
RAW?264.7 cells, 20 ng/mL of IL-4 and 1.61 = 0.22:107
CFU/mL.

When RAW264.7 cells and S. aureus where co-cultured
in the presence of IL-4 and the metal alloys, immuno-
fluorescence staining with phalloidin demonstrated
that both Ti-6Al-4V and Co-Cr-Mo alloys reduced the
formation of FBGCs in the presence of 1.61 + 0.22:107
CFU/mL S. aureus (Fig. 1D).

A B 1L-4 (10ng/ml) 5000 RAW264.7 cells 1L-4 (20ng/ml) 5000 RAW264.7 cells

1=

1L-4 (10ng/ml) 10000 RAW264.7 cells. 1L-4 (20ng/ml) 10000 RAW264.7 cells,

[
SE
oMEM  RPMI RPMI/BSA - A

S. aureus (CFU/mL)

% proliferation

Control
3

Control 10"  10°  10°
S. aureus
IL-4 20ng/ml

D

S. aureus (1.61 + 0.22 * 107 CFU/mL)

Cr-Co-Mo Ti-6Al-4V

Figura 1. Adherent unviable S. aureus induces formation of
FBGCs and presence of metal alloys inhibiting it. A. Optimal culture
media condition determination. B. Determination of Raw264.7
cell number and IL-4 concentration optimal for culture. White
arrows indicate the presence of giant cells. C. Panoptic staining
representative images and quantification for FBGCs formation
with adherent unviable S. aureus. D. Representative images for
FBGCs formation with adherent unviable S. aureus in the presence
of IL-4 and Ti-6Al-4V and Co-Cr-Mo alloys. All images were taken
at 40x magnification. Data are presented as the mean + SEM.
***p < 0.0001 and **p < 0.001 vs control. One-way ANOVA and
Bonferroni post-hoc test.
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S. AUREUS INDUCES THE SECRETION OF
ADENOSINE INTO THE EXTRACELLULAR
MEDIUM WHILE METAL ALLOYS TI-6AL-
4V AND CO-CR-MO INCREASE SUCH
CONCENTRATION

The HPLC study of extracellular nucleotide concen-
trations reflected a significant increase in inosine in
the presence of S. aureus on days 3 and 5 of dif-
ferentiation with IL-4 20 ng/mL (p < 0.0001, n = 8),
which were reduced significantly when co-culture
was performed in the presence of Ti-6Al-4V alloy
on days 3 and 5 of differentiation and in the pres-
ence of Co-Cr-Mo alloy at 5 days (p < 0.0001, n = 8)
(Fig. 2A). Regarding extracellular concentrations of
adenosine, we observed that no significant chang-
es occurred in the presence of IL-4 20 ng/mL alone,

INOSINE (M)

N N
FL LT LS &L

S
F o <
& &I S F & & F &S S o &
SaRUraE S. aureus §. aureus S. aureus
day 3 day 5 day 3 day 5
IL-4 20ng/mi IL-4 20 ng/ml
> RS 2 N B 2 > R
LSOO SN S N F PSS &SNS
FEFEIT I TS FFLFENTF LN
& & FLF T F & & FF & SIS
S. aureus S. aureus S. aureus S. aureus
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Figura 2. Nucleotide analysis via HPLC on days 3 and 5 of
differentiation in the presence of adherent unviable S. aureus
and metal alloys. A. Extracellular concentrations of inosine.
B. Extracellular concentrations of adenosine. C. Extracellular
concentrations of AMP. D. Extracellular concentrations of ADP.
E. Extracellular concentrations of ATP. Data are presented as the
mean + SEM. ***p < 0.0001 vs basal; **p < 0.001 vs -basal;
$$5p < 0.0001 vs S. aureus. One-way ANOVA and Bonferroni post-
hoc test.
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or S. aureus on days 3 or 5 of differentiation. How-
ever, both Ti-6Al-4V and Co-Cr-Mo alloys induced a
significant increase in extracellular adenosine levels
vs both the basal and S. aureus at both time points
(p < 0.0001 vs S. aureus, n = 8) (Fig. 2B). Extracellular
levels of AMP increased significantly on day 5 of dif-
ferentiation in all cases (p < 0.001, p < 0.0001, n = 8)
without significant differences between groups (Fig.
2C). No significant changes in the extracellular con-
centrations of ADP or ATP were found (p = ns, n = 8)
(Fig. 2 D-E).

ADENOSINE A1 AND A2A RECEPTORS
AND P2X7 RECEPTORS EXPRESSION IS
MODULATED BY S. AUREUS AND THE
PRESENCE OF METAL ALLOYS

Following the increase in extracellular adenosine
levels, we then tried to understand whether pu-
rinergic receptors involved in fusogenic functions
(adenosine A1 and A2A receptors and P2X7 re-
ceptors) are also involved in the formation of FB-
GCs in the presence of S. aureus and metal alloys.
The expression of mRNA for adenosine A1 recep-
tor in RAW264.7 cells increased at 3 and 5 days in
the presence of 20 ng/mL IL-4 and was enhanced
on day 5 of differentiation in the presence of S.
aureus although this increase was not significant
(p = ns, n = 3-4) (Fig. 3A). Although the Ti-6Al-4V
alloy increased A1 receptor mRNA expression, this
increase was significant on day 5 of differentiation
(11120.6 = 6630 fold change S. aureus + Ti-6Al-4V
vs 11.7 = 8.073 fold change S. aureus, p < 0.05,
n = 3-4) (Fig. 3A). A similar trend was seen for the
Cr-Co-Mo alloy, although in this case, the increased ex-
pression was not significant (p = ns, n = 3-4) (Fig. 3A).

A similar tendency was observed for adenosine A2A
receptor in RAW264.7 cells. A2A receptor mRNA ex-
pression increased at 3 and 5 days in the presence of
20 ng/mL IL-4 and was enhanced on day 5 of differ-
entiation in the presence of S. aureus although this
increase was not significant (p = ns, n = 3-4) (Fig. 3B).
Although the Ti-6Al-4V alloy increased A2A receptor
mRNA expression, this increase was not significant
(p = ns, n = 3-4). Furthermore, the Co-Cr-Mo alloy sig-
nificantly increased A2A receptor mRNA expression on
day 5 of differentiation (15114 + 6082-fold change S.
aureus + Co-Cr-Mo vs 8.17 = 2.95-fold change S. au-
reus, p < 0.05, n = 3-4) (Fig. 3B).

The expression of the P2X7 ATP receptor does not in-
crease significantly in the presence of IL-4 20 ng/mL,
both on days 3 and 5 of differentiation. However, it
does increase in the presence of S. aureus, with this
increase being further enhanced by both metal alloys.
Nevertheless, this increase was not found to be stati-
cally significant (p = ns, n = 3-4) (Fig. 30).
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Figura 3. Purinergic receptor mRNA expression on days 3 and
5 of differentiation in the presence ofadherent unviable S. aureus
and metal alloys. A. mRNA expression for adenosine A1 receptor
in the presence of adherent unviable S. aureus and Ti-6Al-4V and
Co-Cr-Mo alloys. B. mRNA expression for adenosine A2A receptor
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Co-Cr-Mo alloys. C. mRNA expression for P2X7 receptor in the
presence of adherent unviable S. aureus and Ti—6Al-4V and Co-
Cr-Mo alloys. Data are presented as the mean + SEM. *p < 0.05.
One-way ANOVA and Bonferroni post-hoc test.
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ADENOSINE A2A RECEPTOR ACTIVATION
INHIBITS S. AUREUS-INDUCED FBGC
FORMATION

Incubation of RAW264.7 cells with the adenosine A2A
receptor agonist CGS21680 1 pM, inhibited FBGCs
formation induced by IL-4 20 ng/mL (reduction of
37.89 = 1.97 % vs 100 % FBGCs in IL-4, p < 0.0001,
n = 6), being reversed in the presence of the A2A re-
ceptor antagonist ZM241385 1 uM (Fig. 4). In the pres-
ence of S. aureus, there was an increased in FBGCs
formation (increase of 70.67 + 2.33 % vs 100 % FBGCs
in IL-4, p < 0.0001, n = 6) as described above that was
significantly reduced in the presence of CGS21680
1 uM (decrease of 43.17 £ 3.7 % vs IL-4 and S. aureus,
p <0.0001, n =6) which is also reversed in the presence
of ZM241385 1 uM (Fig. 4).
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Figura 4. The formation of FBGCs in the presence of S. aureus
is decreased by the adenosine A2A receptor agonist CGS21680.
Panoptic staining representative images and quantification for
FBGCs formation. RAW264.7 cells treated with IL-4 20 ng/mL and
adenosine A2A receptor agonist CGS21680 1 uM and antagonist
ZM241385 1 uM alone or in the presence of adherent unviable
S. aureus. All images were taken at 40x magnification. Data are
presented as the mean + SEM. ***p < 0.0001 vs control; 5o <
0.0001 vs S. aureus. One-way ANOVA and Bonferroni post-hoc test.

S. AUREUS AND METAL ALLOYS SLIGHTLY
CHANGE THE CYTOKINES PROLIFE
SECRETION OF RAW264.7 CELLS

Afterwards, we tried to identify changes in cytokine
secretion due to presence of S. aureus and metal al-
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loys. For this purpose, we performed a cytokine array
that measures 20 cytokines and chemokines (Table I1).
When we analyzed the expression of pro-inflamma-
tory cytokines, we found that the presence of S. au-
reus only increased the expression of IL-6 and TNFa
vs both with basal conditions and control conditions
in the presence of IL-4 20 ng/mL (137.2 + 23.12 pg/
mL S. aureus vs 2.28 = 1.23 pg/mL IL-4 for IL-6; and
781.1 = 289.9 pg/mL S. aureus vs 7.051 + 3.287 pg/
mL IL-4 for TNFa, p < 0.0001 and p < 0.05 respec-
tively, n = 5-6) (Table II). When RAW264.7 cells were
differentiated in the presence of IL-4 20 ng/mL and
the Co-Cr-Mo alloy, no differences in pro-inflamma-
tory cytokines were observed vs control conditions
in the presence of IL-4 20 ng/mL (Table I1). Howev-
er, when RAW264.7 cells were differentiated in the
presence of S. aureus and the Co-Cr-Mo alloy, we
observed a significant increase in IL-1c, IL-1f8 and
IL-6 expression vs all conditions (336.6 + 139.5 pg/
mL S. aureus + Co-Cr-Mo vs 22.98 + 10.5 pg/mL S. au-
reus for IL-1a; 114.5 = 23.21 pg/mL S. aureus + Co-
Cr-Mo vs 2.636 + 1.895 pg/mL S. aureus for IL-1p;
and 925.9 x 283.621 pg/mL S. aureus + Co-Cr-Mo
vs 137.2 = 23.12 pg/mL S. aureus for IL-6, p < 0.05,
p < 0.0001 and p < 0.0001 respectively, n = 5-6) (Table
). In a similar way, when RAW264.7 cells were dif-
ferentiated in the presence of IL-4 20 ng/mL and the
Ti-6Al-4V alloy, no differences in pro-inflammatory
cytokines were observed vs control conditions in the
presence of IL-4 20 ng/mL (Table Il). Moreover, when
RAW264.7 cells were differentiated in the presence
of S. aureus and the Ti-6Al-4V alloy, we observed
a significant increase in IL-18 and IL-6 expression
when vs all conditions (209.5 + 52,88 pg/mL S. aureus
+ Ti-6Al-4V vs 2.636 + 1.895 pg/mL S. aureus for IL-
1B; and 3366 + 818.3 pg/mL S. aureus + Ti-6Al-4V vs
137.2 £ 23.12 pg/mL S. aureus for IL-6, p < 0.0001 and
p < 0.0001 respectively, n = 5-6) (Table II).

No changes were observed among conditions in any
anti-inflammatory cytokine (Table I1).

RANTES, a classical chemotactic cytokine also known
as CCL5, was increased in the presence of S. au-
reus (528.3 = 66.47 pg/mL S. aureus vs 199.8 + 37.12
pg/mL IL-4, p < 0.001, n = 5-6) and enhanced when
co-culture was performed in the presence of metal
alloys (609.6 + 81.64 pg/mL S. aureus + Co-Cr-Mo vs
528.3 £ 66.47 pg/mL S. aureus and 994.4 + 185,4 pg/mL
S. aureus + Ti-6Al-4V vs 528,3 + 66,47 pg/mL S. aureus,
p <0.001 and p < 0.0001 respectively, n = 5-6) (Table II).

Finally, we found that the presence of IL-4 20 ng/mL in-
duced an increased expression of VEGF (360.8 + 44.25
pg/mL IL4 vs 82.94 + 46.62 pg/mL basal, p < 0.0001,
n = 5-6) that was not significantly reduced in the
presence of S. aureus but was significantly increased
in the presence of both IL-4 and the Co-Cr-Mo alloy
(669.3 = 144.5 pg/mL Co-Cr-Mo vs 82.94 + 46,62 pg/mL
basal, p < 0.0001, n = 5-6) (Table ).
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DISCUSSION

In this manuscript we have demonstrated that the pres-
ence of Ti-6Al-4V and Co-Cr-Mo alloys required puri-
nergic system activation in macrophages to inhibit FB-
GCs formation induced by adhered unviable S. aureus.

As we can conclude from our data, adhered unviable
S. aureus can form FBGCs although non-infectious ac-
tivity. Although the use of non-viable S. aureus rep-
resents a limitation of our study, it is worth noting
that during S. aureus biofilm formation bacterial ly-
sis plays a key role (24), so this study may reveal what
role these non-viable cells play in the development of
FBGGs. S. aureus can attach to biotic surfaces through
electrostatic and hydrophobic interactions under static
conditions, even if it is not viable (25). These adhered
unviable staphylococci which are not forming a bio-
film will be detected by the Toll-like receptors and in-
duce the phagocytic cell activation (26). Macrophage
fusion to form a FBGC occurs in response to tissue in-
jury and the presence of any biomaterial (7), whose
physical features (ie, substrate stiffness, topography,
and surface chemistry) will determine such response.
Interestingly, this foreign body response is also regu-
lated by Toll-like receptors (27). Our results illustrate
that unviable S. aureus can induce the formation of
FBGCs. Furthermore, it is plausible that the presence of
metal alloys Ti-6Al-4V and Co-Cr-Mo would be neces-
sary for the inhibition of that formation of FBGCs even
in the presence of unviable S. aureus.

Fibrotic encapsulation emerged as a crucial tissue re-
sponse to foreign objects inadvertently becoming
lodged in the body. The immune capacity to success-
fully block access to the rest of the body by fibrotic
encapsulation is pivotal since these foreign items pose
numerous hazards, including the potential to spread
infection (28). If fibrotic encapsulation were to take
place on the S. aureus-infected implant, the infection
foci would have access to fewer nutrients from the
periprosthetic tissues. Hence, the inhibition of the de-
velopment of FBGCs by those metal alloys may inhibit
the fibrous encapsulation of these staphylococci-cov-
ered alloys (29), thus favoring the maintenance of the
staphylococcal infection which would not have any fi-
brotic capsule impairing the arrival of nutrients into
their immediate environment.

HPLC analysis showed increased adenosine extracel-
lular levels induced by metal alloys that were not ex-
ert neither by IL-4 alone nor in combination with ad-
hered unviable S. aureus. This adenosine increased
correlates with the expression of adenosine receptors
showed. Although both metal alloys increased in a sim-
ilar manner adenosine levels, and both have the same
trend in adenosine A1 and A2A receptors mRNA in-
creased, Ti-6Al-4V only significantly increased mRNA
levels for adenosine A1 receptor meanwhile Co-Cr-Mo
only significantly induced adenosine A2A receptor.
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Table II.

C(y;;lk':::-t;s Basal Control S. aureus Cr-Co-Mo _f car lg:“‘;lso Ti—6Al-4V fﬁi‘g;:fv
Pro-inflammatory
IFNy 12.33 + 9.696 12.54 + 2.968 23.58 £ 14.54 3118 £16.48 6.729 £ 3414 15.01 £3.93 63.93 £30.65
IL-1o 0+0 0.1422 +0.08105 22.98 +10.5 5.4793.424 336.6 £ 139.5* 83.27 +59.56 581.82 £281.9
IL-1B 0+0 0+0 2.636 + 1.895 15.11£5.793 1145 +23.21*** 26.07 +10.79 209.5 +52.88***
IL-2 0+0 0.1456 +0.1018 0.4513 + 0.289 0.3433 £0.2103 0.2461 +0.1813 0.1256 + 0.08059 551+£3.437
IL-3 0+0 00 00 0.0008575 + 0.0008575 0+0 0.0008473 + 0.0008473 0.06079 + 0.06079
L-6 0.08741 £ 0.08741 |  2.282 +1.226*** 1372 £ 23.12%** 18.17 £ 8.755 925.9 £ 283.6*** 62.05 +20.41 3366 = 818.3***
IL-12 36.8 +27.04 22.1+13.84 222+222 53.17 +34.78 1.024 £0.9375 5031 £34.34 57.24 +25.82
IL-17 18.81 £12.08 457+218 49.75 + 32.69 57.45 +32.05 36.84 +23.44 2341 +15.74 44.41 + 431
TNFou 28.1 £10.07 7.051 +3.287 781.1 +289.9* 21.711 £19.72 638.8 £258.3 206.1 £108.9 839+2824
Anti-inflammatory
IL-4 0+0 990.3 +417.9 839.1+313.3 1243 £553.6 1043 + 448 1055 £576.4 1053 £382.2
IL-5 12.08 +12.08 11.57 £6.139 6.548 + 3.407 68.58 + 45.6 4693 +2.211 102.2 £ 64.11 106.2 +48.8
IL-9 32.74 £32.74 0+0 72.46 + 53.64 68.58 + 68.58 2.842 +2.842 4319 £41.89 2942 £135.7
IL-10 9.099 £6.118 26.76 £ 17.81 26.94 £13.94 40.2 £18.28 2157 £12.59 31.86 £10.41 205.7£124.8
IL-13 0+0 0+0 0+0 0£0 0+0 0.04131 +0.04131 79.55 +78.01
Chemokines (pg/mL)
KC 0+0 0.2814 +0.2259 0.05176 + 0.05176 1.039 +0.7841 0.2598 + 0.2598 0.01222 +0.01222 49.18 +32.2
RANTES 184.2 £51.74 199.8 £37.12 528.3 + 66.47** 312.7+92.16 609.6 + 81.64** 230.2+109.4 994.4 +185.4***
Monocyte chemoattractant (pg/mL)
MCP-1 19344 + 10709 24237 + 11396 70425 + 37955 196673 + 138323 101614 55319 8901 + 5512 57306 + 37478
Differentiation and proliferation of macrophages (pg/mL)
GM-CSF 0+0 0.4957 + 0.4957 0.7988 + 0.7988 16.03 £11.65 0.4237 + 0.4237 0.3985 + 0.3985 33.38 +18.46
M-CSF 0+0 0.03008 + 0.02416 0+0 0.01709 + 0.0115 0+0 0+0 1.844 +1.839
Vasculogenesis and angiogenesis (pg/mL)
VEGF 82.94 + 46.62 360.8 + 44.25%** 24.77 +£12.02 669.3 + 144.5%** 177.4 +£32.91 299.6 +132.7 45712 1721
Cytokines and chemokines in pg/mL. Data are express as mean + SEM. *p < 0.05, **p < 0.001, and ***p < 0.0001. One-way ANO-
VA and Bonferroni post-hoc test.

None of the conditions induce P2X7 changes, in cor-
relation with no changes of ATP levels. Considering
that both FBGCs and osteoclasts share some mecha-
nism during their formation process (10), it is plausible
that adenosine receptors have a similar role in both
FBGCS and osteoclast formation. It has been extensive-
ly demonstrated that adenosine A2A receptor inhibits
osteoclast formation (14,15). The increase in this re-
ceptor together with the rise in adenosine levels in-

duced by metal alloys indicate that similar role might
be award to this receptor in FGBCs formation, primary
in the presence of Co-Cr-Mo alloys.

On the other hand, it has been demonstrated that ad-
enosine A1 receptors are involved in fusion of human
peripheral blood monocytes into giant cells although
ith as not been fully established (30). It is known that
adenosine A1 receptor induces osteoclast differenti-
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ation (13), and blockade or deletion of the receptor
suppresses osteoclast differentiation in vitro and in
vivo (31). Furthermore, it has been demonstrated that
adenosine A1 receptor on both primary murine and
human osteoclast precursors is constitutively active,
with selective antagonists working as an inverse ag-
onists at A1 receptor (32), which might be the reason
why changes in adenosine A1 receptor mRNA expres-
sion in IL-4 and S. aureus alone groups vs basal condi-
tions are not significant.

Although the increase in A1 receptor in the presence
of metal alloys needs to be address better, such an in-
crease might be a compensatory mechanism induced
by S. aureus as it has been observed that A1 receptor
stimulation is essential for the formation of giant cells
in vitro in the syncytia in giant cell arteritis, a char-
acteristic where inflammation is crucial (33). Our data
indicate that the presence of metal alloys induces a
significant increase in IL-1p and IL-6, 2 key pro-inflam-
matory cytokines. This increase may be involved in
the rise of the adenosine A1 receptor. However, the
inflammatory role of adenosine A1 receptor is con-
troversial. As it has been observed in some scenarios,
A1 receptor can induce anti-inflammatory effects, in-
cluding renal ischemia reperfusion, lungs (where the
absence of adenosine A1 receptor induce leukocyte
migration and increased cytokines), and sepsis where
A1KO mice exhibit a higher degree of renal dysfunc-
tion and higher release of pro-inflammatory cytokines
(34). These data indicate that the presence of endog-
enous A1 receptor is necessary to protect vs exacerba-
tion of the disease and organ dysfunction. It is plau-
sible that same as it occurs in sepsis, the imbalance in
inflammation induced by S. aureus promotes the acti-
vation of A1 receptor by metal alloys in our system to
counteract the hyper-inflammatory scenario, being in
this situation not only the adenosine A2A receptor—
the only anti-inflammatory receptor—but also the A1
receptor. Therefore, more data are needed to try to
understand metal alloys induced A1 receptor expres-
sion in this system.

Finally, one of the limitations of this study was the im-
possibility of using live S. aureus bacteria in our assays.
Although different bacterial infection assays were per-
formed (data not shown), the results obtained were
erratic and the amount of FBGCs remaining adhered
after infection was too small to perform the assays
conducted in this study. It would be convenient to con-
duct experiments with viable bacteria, with validation
of the appropriate moments of infection, co-culture
methods (adherence or non-adherence), etc.

In conclusion, the increased levels of adenosine would
be responsible for the inhibition of cell fusion and the
following reduction of S. aureus-induced FBGCs. Also
relevant is the activation of the adenosine A2A recep-
tor induced by the presence of Co-Cr-Mo alloys.
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Resumen

Introduccion: estudios previos muestran que niveles adecuados de calcidiol se asocian con mayor fuerza muscular, man-
tenimiento de actividades cotidianas y menor progresion de calcificacion adrtica. El objetivo de este estudio fue valorar el
efecto de la deficiencia de vitamina D sobre la actividad motora y salud vascular en un modelo experimental.

Material y métodos: se utilizaron ratones machos y hembras FVB/N de 18 meses. Un grupo recibié dieta sin vitamina D
(grupo deficiente, n = 20) y otro grupo dieta normal (grupo control, n = 17) durante 8 semanas. Para medir la actividad
motora se utilizé una varilla de madera fijada a una mesa con una marca a 10 cm del extremo apoyado para indicar la
linea de meta. Los ratones se colocaron en el extremo “abierto” de la varilla de espaldas a la meta. Después un proceso
de entrenamiento previo, los animales fueron evaluados tres veces midiendo dos parametros: tiempo de orientacion (tiem-
po necesario para girar 180° desde la posicion inicial y mirar hacia el extremo apoyado) y tiempo de transicién (tiempo
necesario para llegar a la meta). Al sacrificio, se extrajeron sangre y la aorta, donde se midié como marcador de fenotipo
vascular la expresion génica de a-actina y del miR-145. También se cuantifico la expresion génica de Runx2 para valorar
el cambio de fenotipo vascular a osteogénico.

Resultados: los niveles de calcidiol fueron superiores en el grupo control (23,3 + 3,9 vs. 12,7 = 3,1 ng/mL, p < 0,001).
Los tiempos de orientacion (43 + 46 vs. 15 + 21 segundos, p = 0,020) y de transicion (62 + 51 vs. 31 + 37 segundos, p =
0,041) fueron muy superiores en el grupo deficiente respecto al grupo control, lo que implicaria alteraciones en la actividad
Palabras clave: motora. A nivel adrtico, la expresion génica de a-actina y del miR-145 se vieron muy comprometidos en el grupo deficiente

Vitamina D. como indicativos de un deterioro de la salud vascular. La expresién de Runx2 no se alteré.
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motora. Salud Conclusiones: estos resultados experimentales confirman resultados clinicos previos donde mantener niveles adecuados

vascular. de vitamina D previene la pérdida de funcionalidad motora y el dafio vascular.
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INTRODUCCION

El sistema endocrino de la vitamina D modula la expre-
sion de mas del 3 % de todos los genes del organismo,
por lo que regula diferentes procesos fisioldgicos en
otros érganos y sistemas como, por ejemplo, el mus-
culo (1). En los ultimos afios se ha hecho hincapié en
mantener un estado adecuado de vitamina D para op-
timizar la fuerza muscular con objeto de reducir caidas
y fracturas en poblacién envejecida (2-4).

La vitamina D estimula la absorcion de calcio del in-
testino y mantiene los niveles séricos de calcio que se
requieren para el mantenimiento de la funcién mus-
cular (5). Varios estudios in vivo sugieren el papel de la
vitamina D en la regulaciéon de la masa muscular y su
funcion. Estudios observacionales demuestran que la
deficiencia de vitamina D en personas de edad avanza-
da esta asociada con una masa y fuerza muscular redu-
cidas (6-8), un rendimiento fisico mas bajo (6,9), y un
mayor riesgo de caidas (10). Ademas, un metaanalisis
de 17 ensayos clinicos mostré que la suplementaciéon
con vitamina D en sujetos con niveles basales de calci-
diol inferiores a 10 ng/mL tuvo un efecto positivo en la
fuerza muscular de la cadera (11). Los estudios descri-
tos anteriormente sugieren que la vitamina D puede
afectar la masa muscular y su funcion; sin embargo, no
esta claro si la vitamina D desempefia un papel directo
o indirecto.

En los ultimos afos, se le ha dado cada vez mas impor-
tancia a la conversiéon local de calcidiol a calcitriol, el
metabolito de la vitamina D mas activo, que se sintetiza
principalmente en el rifién a través de su precursor el cal-
cidiol (5). Esta sintesis local se ha demostrado en varios
tipos de células como en osteoblastos (12-15) y monoci-
tos (16), lo que refuerza la importancia de alcanzar unos
niveles adecuados de calcidiol en el organismo.

El sistema endocrino de la vitamina D también regula el
sistema cardiovascular (17). De hecho, datos de nuestro
grupo, en una cohorte de poblacién general no seleccio-
nada, han mostrado que los niveles adecuados de calci-
diol se asocian no solo a una mayor fuerza muscular y
mantenimiento de actividades cotidianas, sino también
una menor progresion de calcificacién aértica (18,19).

Por tanto, el objetivo de este estudio fue valorar el
efecto de la deficiencia de vitamina D sobre la activi-
dad motora y salud vascular en un modelo experimen-
tal. Este tipo de estudios permite, con mayor precision,
limitar y controlar los posibles sesgos existentes e inhe-
rentes a los estudios epidemiolégicos.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron machos y hembras de la cepa de ratones
FVB/N de 18 meses de edad. Un grupo recibié die-
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ta deficiente en vitamina D (Teklad 2014, Vitamin D
omitted, Envigo, Espafa) (grupo deficiente, n = 20) y
otro grupo se mantuvo con dieta normal (Teklad 2014,
scratcht version, Envigo) (grupo control, n = 17) duran-
te 8 semanas.

Para inducir la expresién de CYP24A1 o 1-a hidroxilasa
renal con el objetivo de acelerar el catabolismo de las
reservas endogenas de calcidiol y calcitriol, los anima-
les recibieron desde el inicio de las dietas inyecciones
intraperitoneales de 3 ng de 19-nor-1,25-dihidroxivita-
mina D2 (paricalcitol; Zemplar, amablemente propor-
cionado por Abbott, hoy AbbVie, Lake Bluff, IL, USA)
los dias 1, 3, 5, 8, 10 y 12, siguiendo el protocolo utili-
zado por otros autores para acelerar el catabolismo de
la vitamina D (20).

Al final de la ultima semana de tratamiento con la
dieta deficiente o no en vitamina D, para medir la
actividad motora se utilizé una varilla de madera (60
c¢m largo y 28 mm didmetro) fijada a una mesa 60 cm
por encima de una superficie acolchada, con una mar-
ca a 10 cm del extremo apoyado para indicar la linea
de meta (21). Los ratones se colocaron en el extremo
“abierto” de la varilla de espaldas a la meta (Fig. 1).
Dos semanas antes de la realizacion del estudio de ac-
tividad motora, se realizé un proceso de entrenamien-
to, aclimatando a los animales a la varilla y poniendo
en la meta una golosina para premiar el esfuerzo. En
el momento del estudio, los animales fueron evalua-
dos tres veces midiendo dos parametros: tiempo de
orientaciéon (tiempo necesario para girar 180° desde
la posicion inicial y mirar hacia el extremo apoyado)
y tiempo de transiciéon (tiempo necesario para llegar
a la meta). Si un ratén se caia dos veces durante los
tiempos de orientacién o transicién, se le sumaba al

TIEMPO DE ORIENTACION

=
ot
-

Tiempo enU
segundos

B TIEMPO DETRANSICION
B = s
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Figura 1. Esquema para representar la actividad motora. A. El
tiempo de orientacion es el tiempo en segundos que el animal
emplea, en darse la vuelta en la varilla, para cambiar la direccién
de la marcha. B. El tiempo de transicion representa el tiempo en
segundos que tarda en recorrer la varilla hasta la linea de meta.
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tiempo empleado 25 segundos. El tiempo que se la
daba a cada ratén para realizar el total de la prueba
era de 2 minutos. Al sacrificio, se extrajeron sangre y
el tejido adrtico que se mantuvieron a -80 °C hasta su
procesamiento.

Para las determinaciones bioquimicas en suero se uti-
lizaron kits especificos Quanti-Chrom™ (Bioassay Sys-
tems, Hayward, CA, USA) para BUN, Cay P. Para el res-
to de los marcadores bioquimicos se utilizaron kits de
ELISA especifico: PTH (Immutopics, Inc., San Clemente,
CA, USA), FGF23 intacta (Immutopics) y calcidiol (Im-
munodiagnostic Systems Ltd, Scottsdale, AZ, USA).

No se incluyeron las aortas de los animales en parafina
para mirar la existencia de calcificaciones, ya que el
ratén no es un buen modelo para ver calcificaciones
(22), salvo que sean mutantes ApoE (23). Ademas, en
nuestro caso se trataba de ratones con funcién renal
normal por lo que encontrar calcificaciones a este ni-
vel y aunque los ratones fueran envejecidos, no tenia
mucho fundamento.

El ARN total de rifidn y aorta se extrajo utilizando el re-
activo TRI (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) y se retro-
transcribieron 2 pg de ARN total a ADNc utilizando el
kit de transcripcion inversa de alta capacidad (Applied
Biosystems, Waltham, MA, USA). La expresiéon de los ge-
nes en aorta (a-actina, Runx2 y microARN (miR)-145) y
en rinén (1-a hidroxilasa y 25-a hidroxilasa) se realizé
mediante PCR (qPCR) utilizando ensayos predisefiados
(Applied Biosystems) en un equipo Stratagene Sistema
QPCR Mx3005P (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA). Todas las reacciones fueron realizadas por triplica-
do. La expresidn genética relativa se cuantifico median-
te el método AACT utilizando como gen constitutivo
GAPDH y U6 en el caso del microRNA (Applied Biosys-
tems) y se expresaron con unidades relativas (U.R.) (24).

ANALISIS ESTADISTICO

El analisis de los datos se llevé a cabo utilizando la ver-
sién 25.0 de SPSS para Windows. Las variables cuanti-

135

tativas se analizaron mediante t de Student utilizando
el punto de corte p < 0,05 para resaltar las diferencias
estadisticamente significativas.

RESULTADOS

A nivel bioquimico no hubo diferencias entre los ra-
tones que recibieron la dieta deficiente y normal en
vitamina D ni en la funcién renal medida por BUN, ni
en los niveles séricos de calcio, fésforo, PTH o FGF23
(Tabla I). Como era de esperar, los niveles de calcidiol
fueron significativamente superiores en el grupo que
recibié la dieta normal en vitamina D que en los que
recibieron la dieta deficiente en vitamina D (23,3 + 3,9
vs. 12,7 = 3,1 ng/mL, p < 0,001) (Tabla I).

Al estudiar los parametros de actividad muscular,
se pudo objetivar que los tiempos de orientacion
(43 + 46 vs. 15 £ 21 segundos, p = 0,020) y de transi-
ciéon (62 = 51 vs. 31 + 37 segundos, p = 0,041) fueron
superiores significativamente en el grupo con dieta
deficiente en vitamina D respecto a los que tomaron
la dieta normal (Fig. 2). El tiempo minimo empleado
por los ratones para realizar la orientacion fue de
2 segundos y para realizar la transicion fue de 6 se-
gundos. En ambos casos, el tiempo maximo empleado
fue de 120 segundos. El 35 % de los ratones del grupo
con dieta deficiente no fueron capaces de finalizar el
recorrido, mientras que este porcentaje fue del 17,6 %
en los que recibieron la dieta normal en vitamina D.

A nivel aértico, la expresion génica de a-actina, mar-
cador de fenotipo vascular, se vio muy comprometida
en el grupo que recibio la dieta deficiente en vitami-
na D (2,05 = 1,48 vs. 0,98 + 0,51 U.R,, p = 0,041). La
expresion de miR-145, principal miR que regula el fe-
notipo contractil también mostré un comportamiento
similar al de la a-actina, mostrando un claro descenso
en la expresion de este miR en los ratones que reci-
bieron la dieta deficiente (1,70 + 1,72 vs. 0,76 + 0,34
U.R., p = 0,048). La expresién de Runx2 no se encontré
alterada (Fig. 3).

Tablal.

Marcadores bioquimicos Grupo(’t'ii:t?;)lormal Grupo t:’i,et:zdoe)ficiente Valor de p
BUN (mg/dL) 23,2 +45 22,7+38 0,846
Calcio (mg/dL) 91+0,6 89+0,8 0,563
Fosforo (mg/dL) 53+1,2 54+1,3 0,929
PTH (pg/mL) 173 £58 202 + 104 0,513
FGF23 (pg/mL) 239+ 124 288+ 58 0,398
Calcidiol (ng/mL) 233+39 12,7+3,1 < 0,001
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Figura 2. Tiempo de orientacion (A) y tiempo de transicion (B)
utilizados para medir la actividad motora en una varilla de madera
en los grupos de ratones con dieta deficiente y no deficiente en
vitamina D. *p < 0,05 respecto al grupo control (grupo con dieta
normal en vitamina D.

A nivel renal, la expresion génica de 1-o hidroxilasa y
25-a. hidroxilasa no mostraron diferencias estadistica-
mente significativas entre los animales con deficiencia
o sin deficiencia de vitamina D, si bien en el caso de
la 1-a hidroxilasa, el grupo deficiente en vitamina D
tuvo un descenso en su expresion génica del 39 %
(1,83 £ 2,19 vs. 3,00 + 4,77 U.R., p = 0,413). Este des-
censo fue del 23 % para la 25-a hidroxilasa (1,60 + 2,39
vs. 2,08 + 2,00 U.R., p = 0,586).

DISCUSION

Estos resultados experimentales confirman resultados
clinicos previos, donde mantener niveles adecuados de

J. MARTIN ViRGALA ET AL.

vitamina D previene la pérdida de funcionalidad mo-
tora y el dafio vascular.

Por un lado, hemos objetivado en ratones envejecidos
cdmo la falta de vitamina D condiciona la movilidad
tanto el orientarse como realizar un determinado re-
corrido. Hace unos afios, nuestro grupo publicé un
articulo en poblaciéon general describiendo como los
niveles deficientes de vitamina D se asociaban con una
menor fuerza de agarre en las manos, pero también
una mayor dificultad para realizar actividades de la
vida diaria lo que parece corroborarse con los datos de
este estudio experimental (18).

La deficiencia de vitamina D es comUn en personas
mayores y puede contribuir a un deterioro muscular
mediante lo que se denomina sarcopenia (25,26). Todo
ello lleva aparejado una serie de efectos devastadores
con un incremento en la necesidad de atencién de las
personas mayores y un aumento de la morbimortali-
dad (25). Por otra parte, no debemos olvidar que las
personas mayores corren un mayor riesgo de sufrir de-
ficiencia de vitamina D debido a factores intrinsecos
relacionados con la edad como cambios en la sintesis
de vitamina D o exposicion reducida a la luz solar (27).
Si bien, un reciente metaanalisis cuestiona la utilidad
de los suplementos de vitamina D para reducir el ries-
go de caidas, disminucién de la densidad mineral 6sea
(DMO) y fracturas, existen suficientes argumentos que
evidencian la importancia de la vitamina D sobre la sa-
lud muscular y ésea (28).

Aungue sigue siendo controvertido si el receptor de
la vitamina D (VDR) se expresa en el musculo, hay
autores que han encontrado niveles significativa-
mente mas altos de VDR en el musculo de ratones
jovenes, lo que respalda un efecto predominante-
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Figura 3. Expresion génica relativa de a-actina (A); miR-145 (B) y Runx2 (C) en las aortas de ratones con dieta normal y deficiente en
vitamina D. *p < 0,05 respecto al grupo control (grupo con dieta normal en vitamina D.
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mente pleiotrépico en este tejido (29-31). Ademas,
se conoce que la expresion de VDR en el musculo
disminuye con la edad (32,33), interpretando los
autores que el sistema musculoesquelético es mas
vulnerable a los niveles bajos de vitamina D en el
anciano. El musculo esquelético parece constituir
un importante lugar de almacenamiento de vitami-
na D, pudiendo volver a difundirse a la circulacién o
posiblemente a zonas adyacentes siguiendo sefiales
especificas (34,35).

No fuimos capaces de apreciar un descenso en los ni-
veles de expresién de 1-a hidroxilasa a nivel renal en
los ratones deficientes de vitamina D, si bien hubo una
tendencia a un descenso probablemente debido a la
falta del sustrato calcidiol para su conversién a la for-
ma metabdlicamente mas activa o calcitriol. Por otro
lado, no debemos olvidar que el musculo expresa la
enzima 1-a hidroxilasa, lo que facilitaria la sintesis lo-
cal del calcitriol (30,36,37), sobre todo en los ratones
con niveles adecuados de calcidiol.

Si bien el ratén no es un buen modelo para estudiar
la calcificacién vascular por la resistencia que poseen
a calcificar, si que hemos objetivado modificaciones
a nivel molecular que indican una alteracién a nivel
vascular. Los importantes descensos (mas del 50 %) en
la expresion del marcador mas especifico de fenotipo
contractil en los ratones deficientes en vitamina D,
a-actina, podrian indicar que aparecen sefiales de una
transformacion de fenotipo vascular a otro fenotipo
6seo, si bien los niveles de Runx2 no se vieron incre-
mentados. Por otro lado, es interesante destacar la im-
portante bajada en la expresion del miR-145, principal
miR regulador del fenotipo vascular. Hay evidencias,
recientemente publicadas por nuestro grupo, que in-
dican que en el proceso de cambio de fenotipo vascu-
lar a 6seo el primer cambio a nivel molecular que se
produce es la pérdida del miR-145, con anterioridad a
los descensos de a-actina o el aumento de los depési-
tos intracelulares de calcio (38).

Por tanto y como hemos objetivado, mantener nive-
les adecuados de miR-145 parece fundamental para
mantener una salud vascular adecuada. De entre los
inductores de la expresion del miR-145 se encuentra
la vitamina D. De hecho, se ha descrito que miR-145
media los efectos antiproliferativos y reguladores de
genes de la vitamina D, por lo que sugieren su utilidad
para el pronéstico y desarrollo de estrategias terapéu-
ticas para el tratamiento del cancer gastrico (39). Re-
cientemente, nuestro grupo publicé un articulo donde
en células de musculo liso vascular la administracion
de vitamina D pudo prevenir las reducciones en el con-
tenido adrtico de miR-145 y a-actina inducidas por la
uremia, reduciendo las alteraciones en contractilidad
vascular y diferenciacion osteogénica (40).

Como ya han sefialado otros autores (41), hay varios

mecanismos que ayudan a comprender los vinculos
entre la deficiencia de vitamina D y enfermedades
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cardiovasculares. La deficiencia de vitamina D condu-
ce a la estimulacion de la transcripcion del gen PTH,
lo que a su vez promueve la hipertrofia de miocitos y
mecanismos inflamatorios que involucran a células del
musculo liso vascular en su desarrollo. El sistema endo-
crino de la vitamina D también induce la supresién de
procesos inflamatorios, lo que se ha establecido como
un mecanismo patogénico clave en la aterosclerosis,
pudiendo ejercer un efecto antiproliferativo sobre la
hipertrofia y proliferacion de las células del miocardio,
originando dafio cardiaco (41).

Como posibles limitaciones del estudio no podemos olvi-
dar que la dificultad de extrapolar los resultados de un
modelo en roedores al humano, sin embargo, creemos
que estos resultados confirman los observados en estu-
dios clinicos, con la ventaja en el modelo animal de tener
mas controlados los posibles sesgos de confusion inhe-
rentes a los estudios con pacientes. Del mismo modo, el
modelo del ratdén no es el mas adecuado para estudiar
el proceso de calcificacion vascular al ser un modelo re-
sistente a la misma. No obstante, los resultados encon-
trados si nos muestran alteraciones a nivel vascular que
podrian indicar ese cambio de fenotipo vascular que pu-
diera ser el inicio del proceso de calcificacion vascular.

Como conclusiones de este trabajo, podemos afirmar
que el déficit de vitamina D en un modelo de ratén
envejecido fue capaz de alterar la funcionalidad mo-
tora de los animales y que a nivel vascular estas alte-
raciones motoras se vieron acompafadas de cambios
en el fenotipo vascular con una pérdida clara tanto de
la a-actina, principal proteina contractil de las células
de musculo liso vascular de las aortas, y del miR-145,
principal miR que regula el fenotipo vascular.
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Resumen

Introduccion: la calcificacion vascular (CV) se asocia a un incremento de la mortalidad en la poblacion general y en pacientes
con enfermedad renal crénica, en los que la prevalencia es mucho mayor. La necesidad de un diagnéstico efectivo y precoz de
la CV para mejorar las estrategias preventivas y pronésticas ha impulsado la investigacion sobre biomarcadores. El objetivo
de este trabajo es estudiar la expresion diferencial de proteinas asociadas al proceso de CV mediante técnicas de protedmica.

Material y métodos: se cultivaron células de musculo liso vascular en condiciones no calcificantes y calcificantes. La expre-
sion diferencial de proteica se realizé mediante 2D-DIGE y LC-ESI-MS/MS y la identificacion se realizé con el motor MASCOT.

Resultados: tras seis dias de cultivo, se detectaron 121 spots de proteinas expresadas diferencialmente. De estas proteinas,
21 fueron identificadas en 24 spots. En las células cultivadas en medio calcificante, cuatro proteinas aumentaron significa-
tivamente su expresion; la del colageno de tipo | fue la que mostré un mayor cambio (3,49 veces) respecto a las cultivadas
Palabras clave: en medio no calcificante. Otras proteinas, musculares y estructurales, mostraron una reduccion en su expresion. Ademas, se

Ca'dflicadé” observaron cambios en la expresion de nucleobindina-1y endoplasmina que hasta la fecha no se habian relacionado con la CV.
vascular.

Enfermedad Conclusion: los resultados confirmaron el descenso en la expresion de proteinas tipicamente musculares y del citoesqueleto
;ergfég::l'g:a durante la CV. Ademas, se identificaron cambios en la expresion de proteinas que previamente no se habian relacionado
JD-DIGE. con la CV y que podrian estar implicados en este proceso.
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INTRODUCCION

En los pacientes con enfermedad renal cronica (ERC)
los mecanismos de regulaciéon de la homeostasis del
calcio y del fésforo se hallan comprometidos, lo que da
lugar a lo que se conoce como “alteraciones minerales
y 6seas de la enfermedad renal-créonica”, mas conoci-
das por su acronimo en inglés, CKD-MBD (Chronic Kid-
ney Disease-Mineral and Bone Disorders), que incluye
la calcificacién vascular (CV) (1).

La CV se asocia a un incremento de la mortalidad en
la poblaciéon general (2) y principalmente en pacien-
tes con ERC (3,4), en los que es mas prevalente que en
individuos de la misma edad con funcion renal preser-
vada (5,6).

La elevada morbimortalidad de la ERC se ha atribuido
a factores tradicionales y no tradicionales de riesgo. Al
igual que en la poblacién general, los factores de ries-
go tradicionales (tabaquismo, hipertensién, diabetes y
sexo masculino) son responsables en gran medida de
la progresién de la CV. Sin embargo, estos factores no
son suficientes para explicar la elevada prevalencia de
las complicaciones cardiovasculares en pacientes con
ERC (7). Entre los factores no tradicionales, la hiper-
fosfatemia es uno de los mas estudiados relacionados
con el aumento de CV y de mortalidad en los pacientes
con ERC (8,9).

La CV se produce a través de un proceso complejo,
activo y regulado en el que intervienen diferentes
mecanismos (10-12). Hasta la fecha se han publicado
diversos estudios que han permitido avanzar en el co-
nocimiento de los mecanismos subyacentes al proceso
de CV (7,10). Sin embargo, la imposibilidad de una
deteccion precoz de la CV ha impulsado la investiga-
Cién sobre nuevos posibles biomarcadores que puedan
utilizarse para el diagnéstico temprano de la CV y que
podrian mejorar sus estrategias preventivas y pronds-
ticas. La espectrometria de masas aplicada a estudios
de protedmica permite la caracterizacién del perfil
proteico (proteoma) de una muestra bioldgica de for-
ma rapida en un momento determinado. Por tanto, el
objetivo fundamental de este trabajo fue estudiar la
expresion diferencial de proteinas asociadas al proce-
so de CV mediante técnicas de proteémica utilizando
un modelo de CV in vitro con células de musculo liso
vascular (CMLV).

MATERIALES Y METODOS

CULTIVO CELULAR Y CONDICIONES DE
CALCIFICACION

Se utilizé como CMLYV la linea celular inmortal A7r5 de

aorta de rata (ATCC CRL-1444™), Las células se cultiva-
ron en DMEM (1,8 mM de calcio [Ca] y 1 mM de fos-
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fato [P]; Lonza) suplementado con suero fetal bovino
(SFB) (10 %), glutamina (1 %) (Biochrom), aminoacidos
no esenciales (ANE) (1 %), penicilina y estreptomicina
(1 %) (Biochrom).

Las células A7r5 se sembraron en 20 placas de 15 cm
de didametro (152 cm?de superficie). Para el analisis del
contenido en calcio se usaron placas de seis pocillos
(9,6 cm? de superficie). Cuando alcanzaron el 60-70 %
de confluencia, se afadieron las condiciones experi-
mentales. Para los experimentos de calcificacion se uti-
lizé el medio de cultivo DMEM-F12 para maximizar las
diferencias entre las condiciones no calcificantes y cal-
cificantes. Medio no calcificante (control): DMEM-F12
(1 mM de Cay P) suplementado con BSA (0,1 %), pe-
nicilina y estreptomicina (1 %). Medio calcificante: al
medio no calcificante se le afiadioé un estimulo calcifi-
cante para que las células A7r5 cambiaran su fenotipo
a tipo osteoblasto; en este caso se suplementé con Ca
y P hasta una concentracion final de 2 y 3 mM, respec-
tivamente. En nuestras condiciones experimentales,
concentraciones superiores a 2 mM de calcioy a 3 mM
de fosfato producen una precipitacion espontanea de
Ca,(PO,).

Ambos estudios se realizaron en paralelo y el medio de
cultivo se renovo cada dos dias.

CONTENIDO EN CALCIO

El grado de mineralizacion se valoré mediante tincion
con rojo de alizarina a los 6 dias de cultivo en las condi-
ciones calcificantes y no calcificantes. Brevemente, las
células se lavaron con phosfate buffer saline (PBS), se
fijaron con formaldehido (10 % en PBS) a 4 °C durante
45 minutos y, tras un lavado con agua desionizada, se
tifieron con rojo de alizarina al 2 % (pH del 4,2) duran-
te 5 minutos.

ESTUDIO DE PROTEOMICA

Tras 6 dias de cultivo y una vez comprobada la pre-
sencia de calcificacion, las células se recogieron en
20 mL de PBS y se juntaron para obtener 4 muestras
cultivadas en medio no calcificante (C1, C2, C3y C4) y
cuatro muestras del cultivo en MC (P1, P2, P3y P4). En
ambos grupos las muestras se solubilizaron mediante
sonicacién en tampoén de lisis (7M urea, 2M tiourea,
4 % CHAPS y 30 mM Tris). La concentracién total de
proteinas se medié utilizando el método Bradford (13)
(Bio-Rad, Hercules, CA, EE. UU.).

Siguiendo las recomendaciones del fabricante se ana-
dieron 400 pmol de CyDyeTM DIGE FluorDyes (GE
Healthcare, Uppsala, Suecia) por 50 pg de proteina
(los fluorocromos Cy3 y Cy5 se usaron para la tincion
de las muestras y Cy2, para el estandar interno, resul-
tado de la mezcla de la misma cantidad de proteina de
las muestras cultivadas en condiciones no calcificantes
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y calcificantes). Las muestras se tifieron por pares (con-
diciones no calcificantes y calcificantes) para evitar di-
ferencias en el marcaje.

La separacion de los extractos de proteinas marcadas
se llevé a cabo en geles bidimensionales DIGE (2D
Fluorescence Difference Gel Electrophoresis), segun las
recomendaciones del fabricante (GE Healthcare, Upp-
sala, Suecia). Primera dimensién: las muestras se car-
garon en tiras IPG (24 mm; pH de 3-10 NL) (GE Health-
care). Una vez realizada la primera dimensién, las tiras
IPG se incubaron en un tampén de equilibrado (50 mM
Tris-HCl, pH de 8,8, 6M urea, 30 % glicerol, 2 % SDS
y trazas de azul de bromofenol) que contenia 0,5 %
ditiotreitol (DTT) durante 15 minutos y a continua-
ciéon, en el mismo tampon, con 4,5 % iodoacetamida
otros 15 minutos. Para la segunda dimension, las tiras
se cargaron en geles de poliacrilamida (12,5 %) (Ettan
DALT six system, GE Healthcare, Uppsala, Suecia) y se
corrieron (2W/gel) durante 4 horas y 30 minutos hasta
que el azul de bromofenol alcanzé el extremo del gel.
Después, los geles 2D fueron escaneados (EttanDige-
rimager, GE Healthcare, Uppsala, Suecia) a 100 ym de
resolucién con A_/A_ = de 488/520, 532/580 y 633/670
nm para Cy2, Cy3, y Cy5, respectivamente.

Se realizaron tres experimentos independientes para
cada condicién. El andlisis de las imagenes se llevé a
cabo con el programa informéatico DeCyder2D v7.0
(GE Healthcare, Uppsala, Suecia). Para la seleccion de
spots, la cuantificacion del volumen y la normalizacion
de las muestras en el gel se usé el médulo de andlisis
diferencial (DIA o differential in-gel analysis). El médu-
lo de analisis de variacion biolégica (BVA o biological
variation analysis) se usé para comparar los spots de
proteinas entre los distintos geles e identificar aque-
llos que mostraron diferencias significativas.

Se realiz6 un gel preparativo en poliacrilamida
(12,5 %) con 500 pg de proteina (la misma cantidad
de cada muestra) siguiendo el mismo procedimiento
descrito anteriormente. Las proteinas se visualizaron
mediante tincion con Oriole™ Fluorescent Gel Stain
(Biorad, Hercules, EE. UU.); la adquisicion de las ima-
genes se realizé mediante un documentador de geles
ChemiDoc™ XRS+ (Biorad, Hercules, EE. UU.).

Los spots expresados diferencialmente se cortaron
manualmente. La digestion de los spots se realizé con
12,5 ng/pl tripsina en 50 mM bicarbonato de amonio
durante 12 horas a 37 °C. Para la extraccién de los pép-
tidos se utilizé una disolucion de acido férmico (1 %)
y acetonitrilo (50 %) (Sigma Aldrich, St Louis, EE. UU.).

IDENTIFICACION DE PROTEINAS

Los extractos de proteinas se analizaron usando un
sistema de nanoHPLC (Ultimate 3000, Dionex/LC Pac-
kings) con muestreador automatico conectado a un
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espectrémetro de masas de trampa iénica (ion Q-trap)
(Applied Biosystems) con fuente de nanoelectrospray
(ESI). La columna cromatografica fue C-18 de 75 ym
didmetro (Dionex/LC Packings) conectada a un capilar
de 6xido de silicio para generar el electroespray. El vo-
lumen de inyeccién de la muestra utilizado fue 1 ply el
flujo de la fase movil, 0,125 mL/min (modo split).

Los espectros de masas (MS/MS) obtenidos se analiza-
ron con el software Analyst y se enfrentaron a la base
de datos SwissProt para la identificaciéon de las protei-
nas usando el motor MASCOT (MatrixScience). Los pa-
rametros de busqueda incluyeron una tolerancia de +
1,2 Da y posibles modificaciones de las proteinas, como
deamidacion, carbametilacion y oxidacion de la metio-
nina. Se considerd que una proteina estaba identificada
cuando se detectaron al menos dos péptidos diferentes.
La funcion y la localizacion de las proteinas identifica-
das se asignaron de acuerdo con la informacién deposi-
tada en las bases de datos PubMed y ExPasy.

En los datos suplementarios se muestra un esquema
de los procesos que se realizaron en el estudio de pro-
tedmica (Fig. 1) y las imagenes representativas de los
geles marcados con los fluorocromos Cy2, Cy3y Cy5y
la imagen resultante de la unién de los tres fluorocro-
mos (Fig. 2).

ANALISIS ESTADISTICO

El analisis de los resultados del DIGE se realizé con el
programa informatico DeCyder2D v7.0 (GE Healthca-
re, Uppsala, Suecia) mediante andlisis estadistico T-Stu-
dent (p < 0,05). Se seleccionaron los spots de proteinas,
que mostraron cambios en la expresidén por encima de
un umbral de 1,5.

RESULTADOS

Las condiciones experimentales de cultivo de las CMLV se
mantuvieron hasta el sexto dia de tratamiento, momen-
to en el que se observd, mediante la tincién con rojo de
alizarina, un aumento en la deposicién de calcio en los
cultivos tratados con medio calcificante (Fig. 3).

Para evaluar la expresion diferencial de proteinas en cul-
tivo de CMLV tratadas con medio calcificante respecto a
las células cultivadas en condiciones no calcificantes se
llevé a cabo el analisis comparativo 2D- DIGE. Aproxima-
damente, se detectaron 1860 spots de proteinas, de los
que 121 se expresaron diferencialmente (p < 0,05), y de
estos, 101 spots se analizaron por LC-ESI-MS/MS (Fig. 4).
Los espectros de masas obtenidos se enfrentaron a las
bases de datos de modo que una puntuacion individual
superior a 32 obtenida en el Mascot indic6 identidad
u homologia (p < 0,05). Se identificaron un total de 20
proteinas diferentes en 24 spots.
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Figura 1. Tratamiento de las muestras para el anélisis protedmico por LC-MS/MS.

De las proteinas identificadas, cuatro aumentaron su
expresion en las células cultivadas en medio calcifican-
te respecto a las cultivadas en medio no calcificante
(Tabla 1). El colageno de tipo |y la anexina A2 mostra-
ron las mayores diferencias entre las condiciones no
calcificantes y calcificantes (ratio 3,49 y 2,17, respecti-
vamente) después de 6 dias.

En la tabla Il se muestran las 16 proteinas cuya ex-
presion resulté inhibida en células cultivadas en me-
dio calcificante respecto a las cultivadas en medio no
calcificante. Las tropomiosinas (cadena beta, alfa-1y
alfa-3) fueron las proteinas que mostraron un mayor
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descenso cuando las CMLV se cultivaron en medio cal-
cificante. Ademas, algunas de ellas se identificaron
en varios spots, indicando posibles alteraciones en su
estructura o modificaciones postraduccionales. Otras
proteinas propias de células musculares que redujeron
su expresion fueron la actina, la miosina-9, la desmi-
na o la alfa-actina y otras proteinas del citoesqueleto,
como la vimentina o la cadena alfa-1-A de la tubulina.

La proteina disulfuro isomerasa A6 y A1y la endoplas-
mina fueron tres chaperonas localizadas en el reticulo
endoplasmico que redujeron su expresién mas de seis,
tres y dos veces, respectivamente, en las condiciones
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Tabla I.
A rilnefe Nombre Funcion Localizacion R Score LR I | Péptidos
spot | MASCOT P cambio (Da) P P
1 | COIAT_RAT Cadeg:n‘;"gl)“"a' Estructural Matriz extracelular | 0,0023 | 3,49 80 |137869 | 928 | 2(1)
UnibnaCae
2 ANXA2_RAT Anexina A2 interaccion con Matriz extracelular | 0,018 2,17 111 38654 | 7,53 3(3)
citoesqueleto
Proteina de choque Estrés celular
3 CH60_RAT térmico 60 kDa Matriz mitocondrial | 0,0072 1,57 136 60917 | 5,91 2(2)
. . (chaperona)
mitocondrial
4 RCN2_RAT Reticulocalbina-2 Unién a Ca 0,017 1,54 131 37410 | 4,23 3(2)

indlican entre paréntesis).

RER: reticulo endoplasmatico rugoso. MS Se muestra el nimero de spot, el simbolo del Mascot, la funcién y la localizacion de la proteina y el valor tedrico de
la masa (Da) y el punto isoeléctrico (pl) obtenido de las bases de datos, es decir, sin tener en cuenta posibles alteraciones o modificaciones postraslacionales.
Otros datos del andlisis por espectrometria de masas, como el nimero de péptidos identificados, también fueron incluidos (el nimero de péptidos tnicos se

Estandar intero | Cy3 Medio No Calcificante | Cy5

Medio Calcificante

-

Cy2 + Cy3 + Cy5

Figura 2. Imagenes representativas de los geles resultantes de la
electroforesis de las proteinas de las células cultivadas en medio
no calcificante (Cy3) y calcificante (Cy5), del estandar interno
(Cy2) y el resultante de la union de los tres (Cy2 + Cy3 + Cy5).

calcificantes respecto a las no calcificantes. También se
observé una disminucion en la expresién de nucleo-
bindina-1, proteina de unién a calcio localizada en el
aparato de Golgi y P3H1 que tiene funcién estructural
y es un componente de la matriz extracelular.

DISCUSION

La publicacién de numerosos estudios sobre CV y
ERC ha permitido conocer parcialmente el proceso
de CV asociado a ERC. En este sentido, las técnicas

ajuedyIv[ED ON OIP3N

Medio Calcificante

Figura 3. Tincion con rojo alizarina de las CMLV tras 6 dias de
cultivo en condiciones no calcificantes y calcificantes.
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Figura 4. Mapa del perfil de proteinas expresadas de forma
diferencial en cultivos de CMLV en condiciones calcificantes
respecto a las no calcificantes. Gel preparativo. Se indica el nimero
de spot y el simbolo MASCOT de las proteinas identificadas.

6micas (gendémica, transcriptémica y protedmica,
junto con otras técnicas de andlisis) proporcionan
una poderosa herramienta para obtener e inte-
grar informacion bioldgica del proceso de CV (14).
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Tabla Il

A ralnefe Nombre Funcion Localizacion ISR Score plass I | Péptidos
spot | MASCOT P cambio (Da) P P
5 | TPm2_RaT | TTopomiosina Citoesqueleto Citoplasma | 0,0075 | 10,4 | 170 | 32817 | 466 | 6(5)
cadena beta (estructural)
Proteina disulfuro
6 PDIA6_RAT . Chaperona RE 0,016 -6,45 83 48100 | 4,95 2(1)
isomerasa A6
Tropomiosina Citoesqueleto
TPM1_RAT P (estructural) y Citoplasma 299 32661 | 4,69 119)
cadena alfa-1 -
7 adhesion celular 6 o006 6,39
Tropomiosina Citoesqueleto .
TPM3_RAT cadena alfa-3 (estructural) Citoplasma 100 28989 | 4,75 5(3)
Tropomiosina Citoesqueleto
TPM1_RAT P (estructural) y 89 32661 | 4,69 2(2)
cadena alfa-1 dhesién celul
8 adnesion celular Citoplasma 0,0055 6,21
TPM2__RAT Tropomiosina Citoesqueleto 89 32817 | 4,66 20)
cadena beta (estructural)
VIME_RAT Vimentina Citoesqueleto Citoplasma 248 53700 | 5,05 7(7)
9 NUCB1_RAT Nucleobindina-1 Union a Ca Aparato de Golgi | 0,018 5,17 138 53474 | 5,01 4(3)
TBATA_RAT Tubulina alfa-12 Citoesqueleto Citoplasma 132 50104 | 4,94 2(2)
Chaperona
10 ENPL_RAT Endoplasmina (estrés oxidativo) RE 0,02 -3,49 235 92713 | 4,69 4 (4)
Unién a Ca
Citoesqueleto y
1" ACTN1_RAT Alfa-actinina-1 motilidad celular Citoplasma 0,0098 -2,63 523 102896 | 5,23 16 (13)
interna
12 | ACTB_RAT _ Actina, Citoesqueleto Citoplasma 0,0098 | -2,63 53 | 41710 | 521 | 2(1)
citoplasmatica 1 Estructural
13 | poiat_gar | Froteimadisulfu- oo estrés) RE 0,016 | -237 278 | 56916 | 477 | 5(5)
ro-isomerasa Al
14 DESM_RAT Desmina Estructural Citoplasma 0,0043 2,32 47 53424 | 5,21 2(1)
Actina, musculo Citoesqueleto y .
15 ACTA_RAT . ™ Citoplasma 0.032 -2,3 159 41982 | 5,24 7(5
liso aorta motilidad celular
ACTGRAT | citcxg:r?éﬂca _ 317 | 41766 | 531 | 705
16 —— Cluesaueleto) | Citoplasma | 0,032 | 23
ACTA_RaT | Actina, misculo 145 | 41982 | 524 | 703)
liso aorta
17 MYH9_RAT Miosina-9 Citoesqueleto Citoplasma 0,017 22,15 168 | 226197 | 5,49 5(3)
ACTA_RAT Adl'i"sz';'(‘)‘:::“'° . 127 | 41982 | 524 | 403)
18 Citoesqueleto y Citoplasma 0015 | -1,93
Actina 1 motilidad celular
ACTB_RAT . o 354 47710 | 5,24 9(8)
citoplasmatica
prolil Estructural RE
19 P3H1_RAT . . Componente de Secretado a matriz 0,05 -1,88 224 82338 5 6 (6)
3-hidroxilasa 1 .
matriz extracelular extracelular
Citoesqueleto y
20 ACTN4_RAT Alfa-actinina-1 motilidad celular Citoplasma 0,049 -1.5 326 104849 | 5,27 6 (6)
interna
RE: reticulo endoplasmatico.
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Las proteinas, principales efectores de la mayor parte
de los procesos biolégicos, son las moléculas mas ade-
cuadas para usarse como marcadores o dianas para el
tratamiento de las enfermedades debido a una relacién
estrecha entre las proteinas y los fenotipos. Por este
motivo los resultados obtenidos en los estudios proteé-
micos podrian ser mas reproducibles que los de genémi-
cay la transcriptémica (14).

Tras el analisis por espectrometria de masas de los ex-
tractos proteicos obtenidos de las CMLV tras 6 dias de
cultivo en medio calcificante y no calcificante se identi-
ficaron 20 proteinas con una fiabilidad elevada.

De las cuatro proteinas identificadas que vieron au-
mentada su expresion en medio calcificante, la que
presenté mayor cambio fue la cadena alfa del colage-
no de tipo |. Hay varios trabajos que relacionan el au-
mento de los niveles del colageno Iy la CV. El colageno
I'y lll son los principales componentes de la matriz ex-
tracelular cuyos niveles se mantienen relativamente es-
tables en condiciones fisiolégicas. Sin embargo, niveles
elevados de fosfato y de calcio aumentan la expresion
de colageno |, lo que favorece la diferenciacion de las
CMLV a células de tipo osteoblasto (15). Otra protei-
na implicada en la biosintesis y en la maduracién del
colageno es la prolil-3-hidroxilasa (P3H1), proteoglica-
no con actividad enzimatica necesaria para la correcta
formacion de las hélices de colageno, y cuya expresion
se redujo en condiciones calcificantes, coincidiendo
con otros trabajos en los que también se analiza el
perfil de expresion proteico en CMLV en condiciones
calcificantes (16). Ademas, ratones deficientes en esta
proteina mostraron una hipermineralizacién de la
matriz 6sea (17). Cambios en las caracteristicas de la
matriz extracelular y en el comportamiento entre los
constituyentes de la matriz influyen no solo en las pro-
piedades mecanicas de los tejidos conectivos, sino que
contribuyen a modular el fenotipo celular, alterando
la expresion de proteinas, la organizacion del citoes-
queleto y, en consecuencia, las rutas de sefalizacion
intracelulares.

Otras proteinas del RER cuya expresion se encuentra
alterada son las proteinas disulfuro isomerasa A1y A6
(PDIA1, PDIA 6) implicadas en la formacion de enlaces
disulfuro, la isomerizacién y la reduccién, actuando
junto con chaperonas en la regulacién de proteinas
mal plegadas. La expresién de estas proteinas se en-
contré inhibida en condiciones calcificantes, y aunque
no hay evidencias del papel de la PDIA6 en la CV, cam-
bios en la expresion de PDIA1 se han asociado con un
aumento de la CV y adrtica (18,19).

Dentro de este grupo de proteinas involucradas en el
plegamiento y cuya expresiéon se encontré modifica-
da en este estudio se encuentra la proteina de choque
térmico de 60 kDa mitocondrial (CH60) y la endoplas-
mina (ENPL). La expresién de la proteina HSP 60 en la
enfermedad vascular se ha correlacionado con la seve-
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ridad del proceso de aterosclerosis y la respuesta anti-
inflamatoria (20). Varios estudios han demostrado que
la expresién de HSP estd estrechamente relacionada
con el proceso de CV (21-23). Por otra parte, aunque
no se ha descrito asociacién entre la ENPL y la CV, esta
proteina participa en la diferenciacién normal de las
células musculares cardiacas, lisas y esqueléticas (24),
por lo que cambios en su expresién podrian alterar su
diferenciacion normal.

En el presente estudio también se observé un aumen-
to en dos proteinas de unién a Ca*?, como la reticu-
localbina-2 (Rcn-2) y la anexina A2. Las proteinas de
union a Ca (CaBP o calcium binding protein) a través
de dominios especificos participan activamente en mu-
chos procesos celulares, como la homeostasis del Ca*? o
rutas de sefializacion (25). La iniciacion de la minerali-
zacion requiere la entrada de Ca*? en las vesiculas de la
matriz. En concreto, Rcn-2 se ha descrito como un me-
diador de la CV que aumenta la expresion de marcado-
res osteogénicos y reduce la de marcadores de fenoti-
po contractil en CMLV (26). Por otro lado, las anexinas
son una familia de proteinas de unién a membrana
dependientes de Ca. Diferentes estudios han mostra-
do la importancia de las anexinas en la formacion de
vesiculas de la matriz a través de la entrada de Ca y del
inicio de la mineralizacion (27) y las semejanzas exis-
tentes entre el proceso de formacién de vesiculas de
matriz a partir de las membranas celulares de las CMLV
y los condrocitos, incluyendo el enriquecimiento de las
anexinas A2, A5 y A6 como desencadenante del pro-
ceso de mineralizacién (28). Otra proteina de unién a
calcio, pero que en este caso se encontré inhibida, es
la nucleobindina 1 (NUCB1), localizada en el aparato
de Golgi, donde desempefia un importante papel en
la homeostasis del Ca (29), aunque hasta el momento
no hay trabajos que la asocien con la CV.

Asimismo, en concordancia con trabajos previos lleva-
dos a cabo en modelos in vivo e in vitro de CV y pro-
tedmica, los resultados de este trabajo mostraron un
descenso en la expresion de proteinas estructuralesy en
la desregulacién de las proteinas del citoesqueleto en
las CMLV (16,30,31). En este grupo de proteinas, las que
experimentaron mayor descenso fueron las proteinas
tipicamente musculares (tropomiosina, actina, desmi-
na, miosina, etc.). Este hecho puede interpretarse como
una pérdida del fenotipo muscular de las CMLV como
consecuencia de la exposicion a altas concentraciones
de Py Ca, ya descrito en otros trabajos (32).

Uno de los problemas de la CV es que se diagnostica
en etapas tardias, una vez que ya esta establecida, y
hasta la fecha no se han descrito terapias que se diri-
jan especificamente al tratamiento de la CV. Ademas,
las técnicas de diagnéstico empleadas, principalmente
basadas en técnicas de imagen, pueden estar limitadas
debido a factores como el coste, la disponibilidad y la
exposicion a la radiacion (33). Por tanto, la identifica-
cién de biomarcadores circulantes minimamente inva-
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sivos, sensibles y especificos que puedan identificar la
presencia de CV en etapas tempranas podria presen-
tarse como una alternativa de gran interés. Las protei-
nas identificadas en este trabajo podrian ayudar en la
busqueda de los biomarcadores que permitan identifi-
car a los pacientes con mayor riesgo de desarrollar CV,
o incluso podrian utilizarse como dianas terapéuticas
una vez validados en otros estudios.

Este tipo de estudios presenta una serie de limitacio-
nes, ya que la identificacién de proteinas esta limita-
da por la cantidad y la calidad (poca concentracién de
sales, acidos nucleicos, lipidos, etc.) del extracto pro-
teinico obtenido, lo que depende directamente de la
eficacia del método de extraccion, y la preparacién de
las muestras, que son fundamentales para la calidad
de los resultados (34). En este trabajo, ademas de las
proteinas que se identificaron con alta fiabilidad, tam-
bién se detectaron otras con una puntuacion baja, lo
que podria deberse a diferentes razones (35): en los
spots cortados la concentraciéon de algunas proteinas
puede ser muy inferior respecto a otras mayoritarias
y las modificaciones postranscripcionales o protedlisis
de algunas proteinas podrian alterar la disponibilidad
de los péptidos para su identificacion. También hay
que tener en cuenta que, al tratarse de un modelo
de calcificacién in vitro, no permite una comparaciéon
directa entre el estado de ERC y un control sano, ya
que la ERC implica factores sistémicos y condiciones fi-
siolégicas que no se capturan completamente en este
modelo. Otra limitacién a considerar es que la linea
celular utilizada fue de rata, por lo que la traslacion de
los resultados a humanos es limitada. Por otra parte,
la caracterizacion del perfil proteico de las células se
ha llevado a cabo en un modelo de calcificacion que
se mantuvo durante seis dias. Analisis en otros puntos
del proceso contribuirian a profundizar en el conoci-
miento de la calcificacion vascular. Es posible que en
modelos en los que la calcificacion pudiese mantener-
se durante periodos mas prolongados los niveles de
algunas proteinas podrian haber sido mayores.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos confirmaron un cambio en la
expresion fenotipica de las células musculares, con un
descenso de las proteinas tipicamente musculares y del
citoesqueleto. Ademas, fue posible identificar cambios
en la expresion de proteinas que previamente no se ha-
bian relacionado con la CV y que podrian participar en
dicho proceso. Teniendo en cuenta los resultados ob-
tenidos en este trabajo, seria de gran utilidad realizar
experimentos complementarios que permitiesen escla-
recer el papel de estas y de otras proteinas expresadas
diferencialmente en el proceso de CV. Estas proteinas
podrian utilizarse como marcadores del estadio precoz
de la enfermedad o como moléculas diana para el desa-
rrollo de nuevas estrategias terapéuticas que permitan
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reducir la morbimortalidad de pacientes con ERC.
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Resumen

La regulacion fisiologica del metabolismo mineral viene determinada por los niveles séricos de fésforo, FGF23, Klotho, PTH,
calcidiol y calcio. Aunque haya un exceso de fosforo, cuando la funcidn renal es normal existe un adecuado funcionamiento
del rifdn, hueso, tejido paratiroideo e intestino, 6rganos todos ellos implicados en la regulacién del metabolismo mineral.

El problema es cuando la funcién renal se encuentra comprometida ya que los reguladores del metabolismo mineral
se ven alterados con un descenso de Klotho soluble, incrementos de PTH y FGF23 y posterior descenso del calcidiol y
calcio. Todo ello va a conducir al desarrollo de alteraciones vasculares y dseas, con consecuencias muy importantes en la
morbimortalidad de los pacientes renales.

Desde el punto de vista terapéutico, en los pacientes con enfermedad renal crénica, la medida inicial para el control de
hiperfosfatemia es restringir la ingesta dietética de fosforo. En caso de no lograrlo, disponemos de los captores de fosforo
que actdan limitando la absorcion intestinal de este ion.

Por tanto y a modo de resumen, es crucial subrayar la importancia de identificar y tratar adecuadamente la hiperfosfa-
temia para lograr una mejora integral en los resultados clinicos, incluyendo una reduccion significativa de la mortalidad.

SIGNIFICADO FISIOPATOLOGICO Y
MOLECULAR DE LA HIPERFOSFATEMIA

La regulacién fisiologica del metabolismo mineral vie-
ne determinada por varios factores que van a contri-
buir en mayor o menor medida a su mantenimiento y
regulacion. En el caso de la hiperfosfatemia, el factor
determinante seran los niveles séricos de fésforo, pero
también tendran un papel importante los niveles séri-
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cos de FGF23, Klotho, PTH, calcidiol y calcio. Cuando
la funcién renal es normal, el organismo es eficiente
y existe un adecuado funcionamiento del rifién y del
resto de 6rganos implicados en la regulaciéon del me-
tabolismo mineral, como son el hueso, el tejido parati-
roideo y el intestino. El problema es cuando la funcién
renal se encuentra comprometida, ya que la imposibi-
lidad de eliminar eficientemente el fésforo hace que
este se acumule. A medida que progresa la enferme-
dad renal, los niveles de los distintos reguladores del
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metabolismo mineral se van viendo alterados. Aunque
aun existe controversia, parece que en primer lugar
se produce el descenso de Klotho soluble. Ademas,
el exceso de fosforo conduce a incrementos de PTH y
FGF23, con el posterior descenso del calcidiol y calcio
(1-3). Todo ello va a conducir al desarrollo de alteracio-
nes vasculares y éseas, con consecuencias muy impor-
tantes en la morbimortalidad de los pacientes renales.

Aunque a nivel clinico y experimental resulta muy difi-
cil separar el papel de cada factor, dadas las intercone-
xiones tisulares, los modelos animales han permitido
precisar con algo mas de detalle la contribucién de
cada uno de ellos y su peso especifico.

Uno de los principales reguladores del fésforo es
FGF23, que se expresa mayoritariamente en el tejido
6seo y es sintetizado por los osteocitos (4). Los osteo-
citos son capaces de detectar los excesos de fosfato
estimulando la sintesis y secrecion de FGF23 a través
del receptor 1, FGFR1 (5), y el transportador de fosfa-
to Pit2 (6). De esta forma, FGF23 llega a su receptor
en los tubulos renales, donde junto con la accién de
Klotho, da lugar a la internalizacion y degradacién del
transportador de fosforo NaPi2a, provocando una dis-
minucién en su reabsorcién y, por lo tanto, aumentan-
do su excreciéon. Ademas, FGF23 puede actuar a nivel
cardiaco: en modelos experimentales se ha observado
que FGF23 actua de forma independiente del fosfo-
ro y sin necesidad de utilizar Klotho como cofactor,
promoviendo dafio cardiaco a través de su unién a su
receptor FGFR4 por la via de la calcineurina (7,8). Sin
embargo, a nivel vascular, FGF23 no ha demostrado
poseer este efecto deletéreo (9).

La deficiencia o ausencia de Klotho en modelos experi-
mentales ha demostrado un aumento de la hipertrofia
y fibrosis cardiaca, tanto a nivel molecular como his-
toldégico (10,11). De forma similar, la ausencia de Klo-
tho produce un fenotipo de envejecimiento acelerado
a nivel vascular y 6seo (12). La deficiencia de Klotho
también ha mostrado alteraciones vasculares y 6seas
(3,13). Por el contrario, la adicion de klotho soluble en
modelos experimentales es capaz de prevenir o rever-
tir el dafo cardiaco (10).

Modelos experimentales de paratiroidectomia con
hiperfosfatemia, manteniendo los niveles de PTH en
rangos normales mediante su administracién exége-
na, han demostrado que el fosforo por si solo es ca-
paz de ejercer un dafio vascular y 6seo. Sin embargo,
este efecto es muy superior cuando la PTH estd muy
elevada (14), lo que se traduce en un deterioro éseo
a nivel de hueso trabecular, pero sobre todo cortical
(15). Ademas, tiene lugar un incremento del contenido
de calcio en las arterias con un aumento exacerbado
en la expresiéon de genes osteogénicos, como Runx2
u osterix, junto con bruscos descensos en la expresion
de genes de fenotipo vascular, como alfa actina (15).
Los aumentos de PTH también se han asociado con
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alteraciones a nivel cardiaco, donde se ha observado
incremento de la hipertrofia y particularmente de la
fibrosis cardiaca a nivel histolégico y molecular (eleva-
ciones en la expresion génica de colageno I, TGB beta
o fibronectina) (16).

Estudios experimentales y clinicos han mostrado que
el déficit de vitamina D o calcidiol se asocia a un incre-
mento de las alteraciones cardiovasculares (17,18). Sin
embargo, hasta la fecha, es el hueso el Unico érgano
donde la vitamina D ha demostrado causalidad sien-
do un tratamiento efectivo para disminuir el riesgo de
fractura de cadera y fracturas no vertebrales (19).

Menos claro es el papel del calcio. Probablemente el
manejo mas fino del organismo para mantener la ho-
meostasis de calcio hace mucho mas sutiles los efec-
tos a nivel sistémico. En presencia de enfermedad re-
nal crénica e hiperfosfatemia, los descensos de calcio
podrian tener un efecto mas potente que sus incre-
mentos, principalmente a nivel cardiovascular (20),
probablemente en parte por el efecto directo que la
hipocalcemia ejerce sobre la glandula paratiroidea es-
timulando la sintesis y secrecion de PTH (21).

Son los estudios in vitro los que han ido arrojando mas
luces sobre los efectos sistémicos de la hiperfosfatemia
y los mecanismos fisiopatoldgicos involucrados. A nivel
vascular se confirman los estudios experimentales: el
efecto aditivo de los incrementos de fésforo y suficien-
te calcio disponible, pero sobre todo de la PTH, sobre
el dafo vascular, ya que promueven la calcificacion
vascular a través del aumento en la expresion de genes
tipicamente osteogénicos (Runx2, osterix, fosfatasa al-
calina) y del descenso drastico de genes relacionados
con el fenotipo vasculary contractil, como la alfa actina
(15). A este nivel, el papel de Klotho soluble es funda-
mental para el mantenimiento de la salud vascular, ya
que su adicién a modelos in vitro en células de musculo
liso vascular sometidas a estimulos calcificantes previe-
ne el incremento en la expresion de genes tipicamen-
te osteogénicos, reduce el depédsito extracelular de
calcio y previene las pérdidas de alfa actina, principal
proteina para el mantenimiento del fenotipo vascular
(3). Todavia existen dudas sobre el mecanismo a tra-
vés del cual podria ejercer este efecto protector, pero
hay algunos datos que apuntan a que uno de estos
mecanismos podria ser el aumento del flujo autofagi-
co, que prevendria el proceso de calcificacion vascular
(3), aunque se necesitan mas estudios que demuestren
esta causalidad.

Recientemente, nuestro grupo ha mostrado que esta
pérdida de fenotipo vascular con predisposicién a la
calcificacion vascular se debe fundamentalmente a la
pérdida del microRNA 145, microRNA mayoritario en
la pared vascular y responsable de mantener su feno-
tipo contractil (22). Estos resultados revelados inicial-
mente en animales nefrectomizados con hiperfosfate-
mia, pero también en animales con funcién renal nor-
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mal e hiperfosfatemia, se han confirmado in vitro en
células de musculo liso vascular sometidas a estimulos
calcificantes por exceso de fésforo, calcio y/o PTH (23).
Estos resultados podrian tener una implicacién clinica
importante, ya que, en poblacion general la expresion
de este microRNA presenta una curva ROC con un area
bajo la curva de 0,83 (22), mostrando que el microRNA
145 presenté un alto poder predictivo de la calcifica-
cién vascular. Estos resultados novedosos sugieren que
la combinaciéon de biomarcadores no invasivos, poco
costosos y sencillos constituiria un importante predic-
tor del dafio vascular en la poblaciéon no solo renal sino
también general.

La regulacién de los niveles de microRNA 145 por par-
te de la vitamina D constituye otro aspecto revelador,
ya que la vitamina D aumenta la expresion del mi-
croRNA 145 (24). Por tanto, el mantenimiento de los
niveles de calcidiol podria repercutir positivamente
sobre la salud vascular a través del mantenimiento de
los niveles del microRNA 145 (25), como otros muchos
estudios clinicos han confirmado tanto en poblacion
renal como general.

DETECCION, TRASCENDENCIA Y MANEJO
TERAPEUTICO

La hiperfosfatemia se origina cuando el fésforo que
entra en el fluido extracelular excede la proporcién en
la que puede ser excretado. Una de las causas mas co-
munes de la disminucién de excrecion de fésforo es la
enfermedad renal aguda y crénica. Otras causas son:
la movilizacion de fosforo intracelular al fluido extra-
celular (la acidosis lactica, la cetoacidosis diabética o la
hiperglucemia grave), la sobrecarga aguda de fésforo,
tanto enddégena como exdgena (sindrome de lisis tu-
moral, necrosis muscular o ingesta de gran cantidad de
laxantes), o el incremento de la resorcion tubular de
fosfato (hipoparatiroidismo, acromegalia, inhibidores
del receptor del factor de crecimiento fibroblastico, vi-
tamina D o calcinosis tumoral).

La hiperfosfatemia se ha relacionado con disfuncién
endotelial, arteriosclerosis y calcificacién de la tunica
media arterial tanto generalizada, como coronaria o a
nivel de valvulas cardiacas, asi como con fibrosis mio-
citaria originando rigidez de la pared ventricular, dis-
funcion diastélica, insuficiencia cardiaca y génesis de
arritmias (26).

Existe amplia evidencia cientifica que relaciona el fos-
foro sérico elevado con el aumento de eventos y mor-
talidad cardiovascular tanto entre la poblacién gene-
ral (27), como en la poblacion con enfermedad renal
crénica (20,28) y, especialmente, entre la poblacion en
dialisis (poblacién de maximo riesgo de desarrollo de
hiperfosfatemia) (29,30). Actualmente se considera la
hiperfosfatemia como un factor de riesgo cardiovascu-
lar no tradicional.
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En pacientes en hemodialisis, se ha descrito una rela-
cién en forma de U entre los niveles de fésforo sérico
y la mortalidad; tanto valores por debajo como por
encima del rango recomendado estan asociados con
un incremento en el riesgo de mortalidad. Ademas,
la mejoria del control del fésforo sérico entre los pa-
cientes con valores basales elevados se asocia de forma
significativa con una mejor supervivencia durante un
periodo seguimiento de 3 afios (30).

Hay que considerar que los niveles de fosforo sérico pue-
den fluctuar a lo largo del dia, con aumentos pospran-
diales. Por ello, el fosforo sérico en ayunas es el que se
ha asociado mas estrechamente con un mayor riesgo de
mortalidad cardiovascular, tanto en la poblacién general
como en pacientes con enfermedad renal crénica (31).

Por otro lado, las dietas altas en fésforo se han relacio-
nado con el aumento de presién arterial tanto por los
mecanismos previamente mencionados (arteriosclero-
sis, rigidez pared arterial), como por su efecto en el
aumento de reabsorcién de sodio a nivel tubular renal
y la activacion de sistema nervioso simpatico (26).

La hiperfosfatemia también se ha asociado con el de-
sarrollo de enfermedad renal crénica en individuos sa-
nos, asi como con la progresion de la enfermedad en
pacientes que ya la presentan (32).

Ademas, en un estudio reciente se han relacionado los
valores de fésforo sérico en pacientes en hemodialisis
con un incremento del riesgo de fracturas por fragi-
lidad, sugiriendo que el fosforo sérico podria ser un
nuevo marcador de riesgo para fracturas dseas (33).

El enfoque terapéutico varia segun se trate de una hi-
perfosfatemia aguda o crénica. En casos de hiperfosfa-
temia aguda, la resolucion puede lograrse en 6 a 12 ho-
ras si la funcion renal permanece intacta. La excrecion
de fésforo puede incrementarse con infusion salina,
aunque esto podria reducir la concentraciéon de calcio
sérico por dilucién, lo cual requiere precaucién, espe-
cialmente en presencia de hipocalcemia grave, debido
al riesgo vital asociado. En casos de hipocalcemia grave
sintomatica y deterioro de la funciéon renal, la hemodia-
lisis puede ser necesaria para un manejo efectivo.

En los pacientes con enfermedad renal crénica, la
medida inicial para el control de hiperfosfatemia es
restringir la ingesta dietética de fosforo (34) que se
clasifica en dos tipos: organico, que se encuentra prin-
cipalmente en alimentos ricos en proteinas, e inor-
ganico, presente en aditivos, bebidas carbonatadas y
productos procesados. El fésforo inorganico es menos
relevante biolégicamente, pero presenta una tasa de
absorcion considerablemente elevada.

Es muy importante el control de los niveles de fosforo
y del hiperparatiroidismo secundario de estos pacien-
tes por todas las implicaciones ya mencionadas.
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Los captores de fésforo actdan limitando la absorciéon
intestinal de este ion (34). Se clasifican, en funcién de
su contenido en calcio, en captores que contienen cal-
cio como carbonato o acetato cdlcico y captores libres
de calcio como carbonato de sevelamero, carbonato
de lantano y oxihidroxido sucroférrico, teniendo que
ser administrados con las comidas para ser efectivos.

Por lo tanto, es crucial subrayar la importancia de
identificar y tratar adecuadamente la hiperfosfate-
mia para lograr una mejora integral en los resultados
clinicos, incluyendo una reduccién significativa de la
mortalidad.
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