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RESUMEN.

La calcificaciéon arterial es un importante factor de riesgo asociado a morbilidad y
mortalidad cardiovascular. La arterioesclerosis o esclerosis de Monckeberg es un tipo de
calcificacion que involucra especificamente a la tanica media arterial, aumentando la
rigidez de vasos de distinto calibre. Una situacion clinica en que se observa un desarrollo
rapido y agresivo de complicaciones cardiovasculares es la insuficiencia renal cronica,
donde existe una alteracion del metabolismo fosfo-célcico y la presencia de
hiperaldosteronismo, lo que contribuiria a la calcificacién arterial y dafio cardiovascular.
Estudios recientes indican que la arterioesclerosis ocurre mediante la captacion activa de
fosfato por el tejido vascular, mediada por un cotransportador de fosfato dependiente de
sodio (NaPi), que utiliza el fosfato como sustrato para la formacién de cristales de
hidroxiapatita. NaPi-lll es el mediador de la captacion de fosfato en los tejidos
cardiovasculares, en los que se expresan dos isoformas: Pit-1 y Pit-2. Al aumentar la
captacion de fosfato, las células de musculo liso de la pared arterial sufren un cambio
fenotipico, activando un programa de diferenciacion de tipo osteocondrogénica. En el
presente trabajo se estudid el efecto de aldosterona sobre la actividad y expresion del
cotransportador sodio-fosfato NaPi-lll y la diferenciacion osteocondrogénica en el tejido
arterial. Ratas macho fueron sometidas a nefrectomia 5/6 y divididas en 3 grupos: SHAM
(control), NPX (nefrectomia 5/6) y NPXspi (NPX mas tratamiento con espironolactona, un
antagonista del receptor de aldosterona, 15 mg/Kg/dia). Se extrajeron aortas de ratas
sanas, las que fueron incubadas durante 18 a 24 horas con aldosterona y/o
espironolactona, obteniendo los siguientes grupos experimentales: CONTROL (vehiculo),
ALDO (aldosterona 10° a 107 M), SPI (espironolactona 5*10° M) y ALDO+SPI
(aldosterona 107 M maés espironolactona 5*10° M). La actividad de NaPi-lll en anillos
aorticos fue evaluada mediante captacion de *P sensible a arseniato de sodio (10 mM) o
acido fosfonoférmico (1 mM). Las ratas urémicas presentaron un significativo aumento en
la actividad NaPi (SHAM: 196+8; NPX: 437+128 cpm/mg tejido humedo/10 min; P < 0,05
vs SHAM). Espironolactona previno el aumento de la actividad NaPi (NPXspi: 173+38
cpm/mg tejido himedo/10 min). Se realizaron western blot con un anticuerpo especifico
para Pit-1 en los grupos de ratas, observandose un aumento significativo en la expresion
de esta proteina en el grupo NPX, comparado con SHAM y NPXspi (SHAM: 1,334+0,139;
NPX: 2,205+0,337; NPXspi: 1,027+0,328 unidades arbitrarias (u.a.); P < 0,05 NPX vs

SHAM y NPXspi). La actividad NaPi también aumento significativamente en los explantes



del grupo ALDO (107 M) respecto al CONTROL (CONTROL: 242+30; ALDO: 86867
cpm/mg tejido humedo/10 min; P < 0,01). Mediante western blot se demostré que los
explantes arteriales presentaron un aumento dosis dependiente de Pit-1 frente a
concentraciones crecientes de aldosterona (CONTROL: 1; ALDO 10° M: 1,228+0,197;
ALDO 10® M: 1,653+0,299; ALDO 10 M: 2,051+0,440 u.a.; obteniéndose una diferencia
significativa en los dos ultimos grupos con respecto al CONTROL, P < 0,05) como
también se observo la inhibicién del efecto positivo de aldosterona sobre Pit-1, a través de
espironolactona, sin diferencias importantes entre los grupos CONTROL, SPIRO vy
ALDO+SPIRO y un aumento significativo de Pit-1 en el grupo ALDO (10" M) (CONTROL:
1; SPI: 1,032+0,072; ALDO: 1,599+0,281; ALDO+SPI: 1,045+0,120 u.a.; P < 0,05). Se
evalu6 mediante RT-PCR la abundancia relativa de mRNA del gen Cbfa-1, factor de
transcripcién tipico de la diferenciacion osteocondrogénica, observdndose un aumento
importante en la expresion de este gen en los explantes estimulados con aldosterona 10
M (ALDO), mientras que no existe una diferencia significativa entre los grupos CONTROL,
SPI y ALDO+SPI (CONTROL: 0,92+0,15; SPI: 0,76+0,27; ALDO: 2,20+0,71; ALDO+SPI:
1,04+0,25 ng; P < 0,05). Estos resultados demuestran una regulacién de la actividad
y expresion de Pit-1 en el tejido arterial por aldosterona y su relacion en la
activacion del programa de diferenciacion osteocondrogénica que ocurre en la

calcificacion arterial.



SUMMARY.

Arterial calcification is an important risk factor associated to cardiovascular
morbidity and mortality. Arteriosclerosis or Ménckeberg’s sclerosis is a type of calcification
that involves specifically the arterial medial tunic, increasing the stiffness of different size
vessels. A clinical situation where a quick and aggressive development of cardiovascular
complications is observed is end-stage renal disease, where phosphorus-calcium
metabolism alterations and hyperaldosteronism exist, which would contribute to arterial
calcification and cardiovascular damage. Recent studies indicate that arteriosclerosis
occurs through active phosphate uptake by vascular tissue, mediated by a sodium-
dependent phosphate cotransporter (NaPi), which uses phosphate as a substrate for
hydroxyapatite crystals formation. NaPi-lll is the phosphate uptake mediator in
cardiovascular tissues, where two isoforms are expressed: Pit-1 and Pit-2. As phosphate
uptake increases, vascular smooth muscle cells undergo a phenotypic transformation,
activating an osteochondrogenic differentiation program. In the present work the effect of
aldosterone on the activity and expression of NaPi-lll sodium-phosphate cotransporter and
osteochondrogenic differentiation in arterial tissue was studied. Male rats were submitted
to 5/6 nefrectomy and divided into three groups: SHAM (control), NPX (5/6 nefrectomy)
and NPXspi (NPX plus treatment with spironolactone, an aldosterone receptor antagonist,
15 mg/Kg/day). Aortas from healthy rats were extracted, and incubated for 18 to 24 hours
with aldosterone and/or spironolactone, obtaining the following experimental groups:
CONTROL (vehicle), ALDO (aldosterone 10° M to 10”7 M), SPI (spironolactone 5*10° M)
and ALDO+SPI (aldosterone 10 M plus spironolactone 5*10° M). The NaPi-lll activity in
aortic rings was measured by *P uptake, sensitive to sodium arsenate (10 mM) or
phosphonophormic acid (1 mM). Uremic rats showed a significant increase in NaPi activity
(SHAM: 19648; NPX: 437+128 cpm/mg wet tissue/l0 min; P < 0.05 vs SHAM).
Spironolactone prevented the NaPi activity increase (NPXspi: 173+38 cpm/mg wet
tissue/10 min). Western Blot were performed with an specific antibody for Pit-1, in the rat
groups, showing a significant increase in the expression of this protein in the NPX group,
compared to SHAM and NPXspi (SHAM: 1.334+0.139; NPX: 2.205+0.337; NPXspi:
1.027+0.328 arbitrary units (a.u.); P < 0.05 NPX vs SHAM and NPXspi). NaPi activity also
augmented significantly in the ALDO (107 M) group explants respect to CONTROL
(CONTROL: 242+30; ALDO: 86867 cpm/mg wet tissue/10 min; P < 0.01). Through

western blot, it was demonstrated that arterial explants had a dose dependent increase of



Pit-1 in front of crescent aldosterone concentrations (CONTROL: 1; ALDO 10° M:
1.228+0.197; ALDO 10® M: 1.65340.299; ALDO 107 M: 2.051+0.440 a.u.; obtaining a
significant difference in the two last groups respect to CONTROL; P < 0.05) and it was
also observed the inhibition of the positive effect of aldosterone over Pit-1, through
spironolactone, without important differences between CONTROL, SPI y ALDO+SPI
groups and a significant increase of Pit-1 in ALDO (107 M) group (CONTROL: 1; SPI:
1.03240.072; ALDO: 1.599+0.281; ALDO+SPI: 1.045+0.120 a.u.; P < 0.05). Through RT-
PCR, we evaluated the relative abundance of mRNA of Cbfa-1 gene, a transcriptional
factor typical of osteochondrogenic differentiation, showing an important increase in the
expression of this gene in the explants stimulated with aldosterone 107 M (ALDO), while
there is no significant difference between CONTROL, SPI and ALDO+SPI groups
(CONTROL: 0.92+0.15; SPI: 0.76£0.27; ALDO: 2.20+£0.71; ALDO+SPI: 1.04+0.25 ng; P <
0.05). These results demonstrate a regulation by aldosterone on the activity and
expression of Pit-1 in arterial tissue and its relationship with the activation of the

osteochondrogenic differentiation program which occurs in arterial calcification.

10



INTRODUCCION.

Dentro de las primeras causas de muerte en el mundo se encuentran las
enfermedades cardiovasculares. La calcificacion arterial es un importante factor de riesgo
cardiovascular tanto en el hombre como en otras especies. La arterioesclerosis o
esclerosis de Monckeberg es un tipo de calcificacion que involucra especificamente a la
tinica media arterial, afectando vasos de distinto calibre, aumentando su rigidez. Estos
cambios mecénicos se asocian con un aumento de velocidad de la onda de pulso arterial,
presion de pulso y aumento de la poscarga ventricular izquierda, favoreciendo el

desarrollo de hipertrofia ventricular izquierda y comprometiendo la perfusion coronaria.

Una situacion clinica en que se observa un desarrollo rapido y agresivo de
complicaciones cardiovasculares es la insuficiencia renal crénica (IRC). Se estima que en
Chile existen alrededor de 10.000 pacientes insuficientes renales, poblacion que va
rapidamente en aumento. Una caracteristica importante y comun en los insuficientes
renales es la alteracion del metabolismo fosfo-calcico, lo que se refleja en hipercalcemia e
hiperfosfatemia. También, la IRC se caracteriza por presentar hiperaldosteronismo, con
niveles de aldosterona muy sobre lo normal. Estudios recientes han demostrado que el
hiperaldosteronismo tendria un efecto deletéreo en el sistema cardiovascular. Esta accion
nociva de aldosterona se ejerceria en forma directa sobre las células de la pared arterial,

por mecanismos que estan siendo investigados.

Hasta hace algunos afios, se creia que la arterioesclerosis se debia a un proceso
fisico-quimico. Sin embargo, ahora se conoce que la calcificacion de la tunica media
arterial ocurre mediante un mecanismo general, consistente en la captacion activa de
fosfato por el tejido vascular, mediada por un cotransportador sodio-fosfato (NaPi),
utilizando el fosfato como sustrato para la formacion de cristales de hidroxiapatita.
Ademas, las células de musculo liso vascular sufririan un cambio fenotipico, consistente
en la pérdida de marcadores de fenotipo contractil y la activacion de un programa de

diferenciacidon osteocondrogénica.
Se han descrito tres familias del cotransportador de fosfato dependiente de sodio,

denominadas NaPi-I, NaPi-lIl y NaPi-lll. NaPi-Ill es el mediador de la captacion de fosfato

en los tejidos cardiovasculares, en los que se expresan dos isoformas: Pit-1 y Pit-2.

11



En el presente estudio se propone que niveles excesivos de aldosterona inducen
arterioesclerosis. Este efecto seria secundario a la modulacion de la actividad del

cotransportador sodio-fosfato NaPi-IIl del tejido arterial.

El objetivo de este trabajo es determinar la potencial accion directa de la hormona
aldosterona, como reguladora de la expresion y actividad de las isoformas NaPi-lll en el
tejido arterial, como también de la activacion del programa de diferenciacion

osteocondrogénica de las células de musculo liso vascular.
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REVISION BIBLIOGRAFICA.

Arterioesclerosis e Insuficiencia Renal Crénica.

La calcificaciéon arterial es un importante factor de riesgo asociado a morbilidad y
mortalidad cardiovascular (Li et al., 2006). Existen al menos cuatro variantes
histoanatdémicas de calcificacidon vascular: la calcifilaxis en arteriolas, calcificacién valvular
cardiaca, ateroesclerosis o calcificacion de la capa intima arterial y arterioesclerosis o
esclerosis de Mdnckeberg, que ocurre en la tinica media o muscular (London et al., 2003;
Vattikuti y Towler, 2004) Los distintos tipos de calcificacion cardiovascular ocurren como
consecuencia de variadas condiciones, como envejecimiento, diabetes,
hipercolesterolemia, funcion valvular mecéanicamente anormal, hiperfosfatemia e
insuficiencia renal crénica (IRC) (London et al., 2003; Vattikuti y Towler, 2004; Mazzini y
Schulze, 2005). La calcificacion de la intima puede ocurrir independientemente de la
calcificacion de la tdnica media y viceversa, como también pueden coexistir ambas
(Giachelli, 2004).

La arterioesclerosis o calcificacion de la capa muscular arterial, desde un punto de
vista fisiopatolégico, ademés de representar una condiciéon inflamatoria y protrombotica,
contribuye al aumento de velocidad de la onda de pulso arterial y presion de pulso,
aumento de rigidez de la pared arterial, con el consecuente aumento de la postcarga
ventricular izquierda, favoreciendo el desarrollo de hipertrofia ventricular izquierda y

disminucion de la perfusién coronaria (Giachelli et al., 2001; London et al., 2003).

Una situacion clinica en que se observa un desarrollo rapido y agresivo de
complicaciones cardiovasculares es la IRC, siendo la mas caracteristica la
arterioesclerosis. En estos casos se presentan importantes alteraciones del metabolismo
fosfo-calcico, secundarias a la pérdida de parénquima renal. La disminucion prolongada
de la 1, 25-dihidroxi-vitamina D3 (1,25(0OH).D3), la baja calcemia y/o aumentos en los
niveles séricos de fosfato llevan al desarrollo de hiperparatiroidismo secundario e
hiperplasia glandular. Esto lleva al desarrollo de osteodistrofia renal, lo que deriva en
defectos en la remodelacién del esqueleto, ya que la resorcion ésea excede la formacion
de hueso, liberando el exceso de fosforo a la sangre, lo que lleva a una hiperfosfatemia

(Hruska et al., 2005) Estudios clinicos correlacionan el producto fosfo-célcico con el

13



desarrollo de calcificaciones cardiovasculares, mientras que esta ampliamente
demostrado que alteraciones en el balance de calcio y fésforo tipicas en pacientes con
IRC promueve la calcificacion vascular a través de multiples mecanismos y podria explicar
las altas tasas de muerte por enfermedades cardiovasculares, ya que la hiperfosfatemia y
el aumento del producto fosfo-calcico son predictores de morbi-mortalidad cardiovascular

en estos pacientes (Ganesh et al., 2001; Giachelli et al., 2001).

Hasta hace algunos afios, se suponia que la calcificacion vascular representaba
un proceso degenerativo de la pared vascular, un depdsito “metastasico” de cristales de
hidroxiapatita formado por un mecanismo fisico-quimico (Hruska et al., 2005) y que por su
frecuente asociacion con la ateroesclerosis era caracteristica de las etapas terminales de
la ateromatosis (Mazzini y Schulze, 2005). Sin embargo, en el ultimo tiempo, se ha
establecido que la mineralizacibn vascular es un proceso activo y regulado. La
arterioesclerosis implica la captacion activa de fosfato, mediada por un cotransportador de
fosfato dependiente de sodio presente en las células vasculares (Hruska et al., 2005; Li et
al., 2006).

La calcificacion de la tunica media arterial requiere que el tejido vascular capte
fosfato en forma activa para formar cristales de hidroxiapatita. La acumulacién de fosfato
en el medio intracelular es el paso necesario para la formaciéon de vesiculas de matriz
extracelular, que son liberadas y que calcifican (Reynolds et al., 2004; Vattikuti y Towler,
2004; Hruska et al., 2005). La captacion de fosfato es dependiente del gradiente de la
concentracion de sodio intra-extracelular, ya que las proteinas transportadoras utilizan el
gradiente de sodio para transportar activamente fosfato hacia el medio intracelular
(Giachelli et al., 2001; Giachelli, 2004).

Transportadores de fosfato implicados en arterioesclerosis.

Durante los afios noventa se describieron tres isoformas del cotransportador sodio-
fosfato, que son las proteinas que median la captacion de fosfato mediante un mecanismo
electroneutro (Werner et al., 1998; Werner y Kinne, 2001; Collins et al., 2004; Giachelli et
al., 2005). Estos transportadores han sido agrupados en tres familias, en base a su
estructura, expresion tisular y mecanismos de regulacion, denominadas NaPi-I, NaPi-1l y

NaPi-1ll. NaPi-l ha sido implicado en el transporte de fosfato en higado, cerebro y rifidn,

14



aunque su papel en la homeostasis de fosfato es discutido. NaPi-Il tiene un papel
dominante en la reabsorcion de fosfato en el tabulo renal y se expresa en la membrana
apical de las células del tubulo proximal (Werner et al., 1998; Werner y Kinne, 2001).
NaPi-1ll es el mediador de la captacion de fosfato en los tejidos cardiovasculares, en los
que se expresan dos isoformas: Pit-1 (también llamada Glvr-1 o SLC20A) y Pit-2 (también
llamada Ram-1 o SLC20A2). Estos tienen expresion ubicua en los tejidos, encontrandose
en rifion, cerebro, pulmon, higado, hueso, corazén y vasos sanguineos (Zoidis et al.,
2004). En células de musculo liso vascular humanas se encuentran ambas isoformas de
NaPi-1ll. Pit-1 es la isoforma predominante, con una abundancia que seria 8 veces mayor
que Pit-2 (Li et al., 2006). Se ha identificado también la presencia de Pit-1 y Pit-2 en el
tejido arterial de la rata (Giachelli et al., 2005; Pino, 2006).

Regulacién de Pit-1; Papel del fosfato.

Los mecanismos reguladores del transporte de fosfato en el tejido arterial son
practicamente desconocidos. El papel fisiolégico de los NaPi-lll no ha sido aclarado y
aunque su participacion en la calcificacion vascular es clara, probablemente tienen una
funciébn més general, como permitir la captacion de fosfato para la fosforilacion oxidativa
(Giachelli et al., 2005).

La elevacion en la concentracion plasmatica de fosfato, hiperfosfatemia, es una
condicion de alta prevalencia en los pacientes insuficientes renales cronicos. En estudios
clinicos transversales, la hiperfosfatemia muestra una fuerte asociacion con la mortalidad
cardiovascular y el riesgo de desarrollar arterioesclerosis (Ganesh et al., 2001; Giachelli et
al., 2001). Ello llevé a investigar, si las concentraciones altas de fosfato eran capaces de
inducir la calcificacion de las células de musculo liso arteriales. Los estudios in vitro han
demostrado que la incubacion de las células con medios ricos en fosfato, en
concentraciones similares a las que se observan en la IRC, son suficientes para
desencadenar calcificacion (Giachelli et al., 2001). La actividad de Pit-1 es necesaria para
que ocurra la calcificacion, ya que su inhibicion farmacologica con &cido fosfonoférmico
(inhibidor competitivo), bloquea completamente la calcificacién inducida por el medio rico
en fosfato (Jono et al., 2000; Giachelli et al., 2001; Li et al., 2006). Ademas, el bloqueo de
la expresion de Pit-1 en células de musculo liso vascular con RNA de interferencia,

disminuye significativamente la calcificacion inducida por medios ricos en fosfato, mientras
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que la posterior sobreexpresion de Pit-1 en las células deficientes en este gen, restaura la
captacion de fosfato y la calcificacion inducida por éste (Li et al., 2006). Estos resultados
demuestran que Pit-1, via captacion de fosfato, juega un rol critico en la calcificacion de
células de musculo liso vascular en respuesta a elevado fosfato (Jono et al., 2000;
Giachelli et al., 2001, Li et al., 2006).

Diferenciacién osteocondrogénica en la arterioesclerosis.

Ademas de la captacion de fosfato, la arterioesclerosis se asocia a la activacion de
un programa de diferenciacion osteocondrogénica de la célula muscular lisa de la pared
arterial (Giachelli et al., 2005; Hruska et al., 2005). En respuesta al fosfato extracelular
elevado, las células musculares lisas de la pared arterial se des-diferencian y pierden la
expresion de proteinas caracteristicas de su linaje, como actina de musculo liso y SM22
(Steitz et al., 2001). Junto con esto, se activa un programa de expresion de genes similar
al que expresan los osteo-condroblastos, llamado el programa de diferenciacion
osteocondrogénica, que culmina con calcificacion. En estos casos se desarrolla una
osificacion intramembranosa, la que no requiere un precursor cartilaginoso para calcificar
(Hruska et al., 2005).

Arterias humanas y de animales de experimentacion calcificadas expresan los
factores de transcripcion Core binding factor « 1 (Cbfa-1, también llamado RunX2-Osx2),
Osterix y MSX2 tipicos de osteocondrogénesis y osificacion intramembranosa (Steitz et
al., 2001; Tyson et al.,, 2003; Hruska et al., 2005), cuya expresion es inducida por
proteinas morfogénicas de hueso o BMP (Vattikuti y Towler, 2004; Hruska et al., 2005).
Cbfa-1 se expresa abundantemente en la intima y capa media de arterias calcificadas;
por el contrario, su expresion es minima en las arterias sanas de los mismos pacientes, 0

en arterias de pacientes que no evidencian arterioesclerosis (Steitz et al., 2001).

El factor de transcripcion Cbfa-1 se ha considerado la molécula que controla la
diferenciacion osteoblastica en el tejido vascular. Estudios del mecanismo de calcificacion
han demostrado que in vitro su expresion es modulada por el aporte de fosfato al medio
de cultivo, aumentando por la incubacion en medios ricos en fosfato o por la adicion de
moléculas organicas donadoras de fosfato (Hruska et al., 2005). Es importante destacar

que el bloqueo de la actividad NaPi-1ll con acido fosfonoférmico en células de musculo
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liso vascular, ademas de detener la calcificacion, es suficiente para bloquear la expresion
de Cbfa-1, aun en un medio rico en fosfato (Jono et al., 2000; Giachelli et al., 2001).
Estudios recientes demostraron que el bloqueo de la expresién de Pit-1 en células de
musculo liso vascular sometidas a medios ricos en fosfato, se acompafia también del
bloqueo en el aumento de expresion de Cbfa-1 y osteopontina, esta ultima considerada un

marcador de calcificacion (Li et al., 2006).

Papel potencial de aldosterona en la calcificacion vascular.

La aldosterona, actuando como mineralocorticoide, es la sefial endocrina final en
el sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) que apunta al epitelio de rifion y colon
para regular la secrecion de potasio y la reabsorcion de sodio, con su equivalente
osmotico de agua, estableciendo el volumen sanguineo y por ende la presion sanguinea
(Booth et al., 2002).

El SRAA desempefia un importante papel en la regulacién de la homeostasis
hidroelectrolitica y de la presion arterial. Su activacion esta implicada en la génesis de la
hipertensién arterial, la cardiopatia isquémica y la insuficiencia cardiaca y renal (Nufiez et
al., 2006) Hasta ahora, las acciones de aldosterona han sido analizadas principalmente en
los epitelios de transporte, donde estimula la reabsorcion de sodio y excrecion de potasio
modulando la actividad de transportadores ionicos. Sin embargo, se sabe que aldosterona
ejerce también importantes acciones extrarrenales, mediadas por la activacion de
receptores de mineralocorticoides (MR) presentes en corazén, cerebro y vasos
sanguineos y se ha demostrado que puede actuar directamente, ejerciendo efectos
deletéreos sobre el sistema cardiovascular (Stowasser, 1995; Rocha y Stier, 2001; Stier et
al., 2002; Nufez et al., 2006).

A nivel celular, aldosterona se une al receptor citosélico de mineralocorticoides.
Este receptor se expresa en cardiomiocitos, musculo liso vascular, fibroblastos cardiacos
y células endoteliales (Takeda et al., 1995; Silvestre et al., 1998). En la modulacién
génica, el MR actta como un factor de transcripcion activado por ligando, que se une a un
elemento con capacidad de respuesta para los mineralocorticoides. La union de
aldosterona a sus receptores forma un complejo hormona-receptor que se transloca al

ndcleo, donde interactia con regiones especificas del DNA localizadas en la region
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promotora. Esto da lugar a la activaciéon de la transcripcion de diversos genes, que
conlleva la estimulacién o supresion de la sintesis de mRNA, que codifica las proteinas
causantes de las acciones fisiolégicas de la aldosterona (Booth et al., 2002; Nufiez et al.,
2006).

Estudios clinicos y experimentales demuestran que los niveles excesivos de
aldosterona provocan hipertension arterial, fibrosis vascular y miocérdica, hipertrofia e
insuficiencia cardiaca (Stowasser, 1995; Rocha y Stier, 2001; Stier et al., 2002). Esto se
ha traducido en que los antagonistas de los MR hayan pasado de ser diuréticos
ahorradores de potasio a convertirse en una alternativa terapéutica en el tratamiento de
diversas enfermedades cardiovasculares (Nufiez et al., 2006). En pacientes insuficientes
cardiacos, tanto humanos como caninos, el uso de antagonistas del MR, espironolactona
o eplerenona, en dosis bajas (no-diuréticas), mejoran draméticamente la morbilidad y
sobrevida ! (Pitt et al., 1999; Pitt, 2004).

Estudios recientes han demostrado que la eplerenona bloquea la ateroesclerosis
tanto en roedores (Pitt, 2004) como en primates no humanos (Takai et al., 2005) y la
espironolactona bloquea la arterioesclerosis en roedores (Pino, 2006). Estos datos
sugieren que aldosterona podria modular los mecanismos pro- arterioescleréticos, como

la actividad y/o expresion de las isoformas NaPi-Ill.

Estudios preliminares de nuestro laboratorio, muestran que espironolactona es
efectiva en la prevencién de la hipertrofia cardiaca y dilatacion de la raiz aértica de la
uremia experimental en la rata. Esto sugiere que el hiperaldosteronismo y/o el MR
vascular podrian tener un importante papel deletéreo en la IRC, mediando remodelacion y
dafio arterial. Ademas, la uremia experimental junto con una dieta rica en fosfato, inducen
hiperfosfatemia y aumentos de los depdsitos de calcio adrtico. También se demostrd que
el mRNA de Pit-1 medido con RT-PCR presenta un dramético aumento (3 veces) en ratas
urémicas respecto a animales controles, mientras que ratas urémicas y con tratamiento
con espironolactona presentaron valores similares al grupo control. Sin embargo, la
uremia no produjo variacion significativa en el transcrito de Pit-2, mientras que al tratarlas
con espironolactona los valores de mRNA de Pit-2 fueron menores, aunque sin alcanzar

significancia estadistica (Pino, 2006).

! MARTINEZ, R. 2006. [Comunicacién personal]. U. de Chile, Fac. de Cs. Veterinariasy Pecuarias.
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HIPOTESIS.

Aldosterona estimula directamente la actividad y/o la expresion de las isoformas
NaPi-1ll en el tejido vascular. La accién de esta hormona se asocia a la activacion del
programa de diferenciacion osteocondrogénica de las células musculares lisas de la pared

arterial.

OBJETIVO GENERAL.

Identificar la potencial participacion de aldosterona como regulador positivo de la
actividad y/o la expresion de las isoformas NaPi-lll y del programa de diferenciacion

osteocondrogénica.
OBJETIVOS ESPECIFICOS.
1. Estudiar el efecto de la participacion de aldosterona en la actividad de NaPi-lll,
midiendo la captacion de **P en tejido arterial sometido a altas concentraciones de

esta hormona.

2. Estudiar el efecto de aldosterona en la expresion proteica de la isoforma Pit-1

mediante western blot.

3. Estudiar el efecto de aldosterona en la expresion génica de Cbfa-1, marcador de

diferenciacién osteocondrogénica, mediante PCR en tiempo real.

4, Estudiar el efecto de espironolactona, inhibidor del MR, como antagonista de las

acciones de aldosterona.
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MATERIAL Y METODOS.

Animales experimentales.

Durante el periodo en que se llevé a cabo este estudio, se utilizaron alrededor de
100 ratas macho de la cepa Sprague Dawley de 150 a 180 g de peso, que fueron
mantenidas segun las recomendaciones para manejo y cuidado de animales de
experimentacion “Guide for the use of Laboratory Animals” del National Institute of Health,
en un bioterio de tipo convencional, con ciclos luz/oscuridad de 12/12 horas, a 21+ 2°C de

temperatura y humedad controlada de 30-60%.

Modelo experimental de IRC en ratas.

Con el fin de inducir insuficiencia renal crénica se realizd nefrectomia 5/6. En una
primera etapa se realiz6 nefrectomia completa del rifion derecho. Una semana después
se realizé nefrectomia parcial del izquierdo (dos tercios). Para efectuar las cirugias las
ratas fueron anestesiadas con Ketamina (Drag Pharma Invetec) 115,5 mg/Kg de peso
corporal mas Xilazina (Agroland-Alfasan) 2,9 mg/Kg de peso mediante inyeccion
intraperitoneal. Se aislé el rifdn derecho, que fue decapsulado procurando no dafar la
glandula adrenal y se ligo la arteria, vena renal y uréter para luego extirpar el rifién. En el
caso del rifidn izquierdo, se hicieron dos ligaduras hasta estrangular los polos cefalico y
caudal, lo que a continuacion fueron cortados y cauterizados con un electro bisturi (B1600
MP, Deltronix). Luego de cada cirugia se suturé la capa muscular y la piel por planos y la

rata fue mantenida a temperatura constante hasta su recuperacion.

Se estudiaron tres grupos de ratas: control (SHAM) con cirugia ficticia, urémicas
con nefrectomia 5/6 (NPX) y urémicas con nefrectomia 5/6 que recibieron 15 mg/Kg/dia
de espironolactona (NPXspi), incluida en una preparacion especial del alimento diario.
Todos los grupos recibieron dieta rica en fosfato (1,2% de fésforo). Las ratas fueron

sacrificadas seis semanas después de la segunda cirugia para la obtencion de muestras.
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Explantes de arterias aortas.

Para la obtencion del tejido aértico, se utilizaron ratas sanas, las cuales recibieron
250 pL de Heparina Sédica (por via intraperitoneal) (Laboratorios Sanderson 5.000 Ul/mL)
y al cabo de al menos 30 min fueron decapitadas. Se extrajo la arteria aorta en
condiciones estériles, la cual se mantuvo en Krebs-Ringer-Bicarbonato-Glucosa (KRB):
4,2 mM KCI, 1,29 mM KH,PO,4, 120 mM NaCl, 24 mM NaHCOs3;, 1,2 mM MgSO,, 1,3 mM
CaCl, y 5 mM d-glucosa, pH 7,4. Las porciones toracica y abdominal de la aorta fueron
limpiadas bajo lupa, prepardndose cuatro a seis trozos de 3 a 5 mm de longitud. Los
explantes se pusieron en placas de cultivo con D-MEM alto en glucosa (Gibco)
suplementado con 1% Glutamina (US Biological), 1% Aminoacidos no esenciales
(HyClone), 10% Suero fetal bovino FBS (HyClone) y 1% Penicilina—Estreptomicina
(10.000 U/mL Penicilina, 10 mg/mL Estreptomicina, Gibco). Las placas se incubaron en
atmésfera humidificada, 5% CO,, 37°C (WaterJacket CO, Incubator, Shel Lab).

Estimulacién de los explantes adrticos.

Los segmentos arteriales fueron incubados por 18 a 24 h en presencia de
aldosterona (10°, 10® y 10”7 M). Para probar el papel del receptor de mineralocorticoides
se utilizd espironolactona (5*10° M). Aldosterona y espironolactona fueron preparadas
como soluciones stock (10* M y 5*10° M respectivamente) y la concentracion final de

etanol en el cultivo fue < 0,01%.

En todos los casos, se realizaron experimentos paralelos con explantes aérticos en

condiciones de control, a cuyo medio de cultivo solo se le agreg6 el vehiculo.

De esta manera, se obtuvieron los siguientes grupos experimentales de explantes:
CONTROL (vehiculo), ALDO (concentraciones de 10° a 107 M), SPI (espironolactona
5%10°M) y ALDO+SPI (aldosterona 10" M mas espironolactona 5*10° M).

Medicién de la actividad de NaPi-lll en aorta.

La actividad del cotransportador sodio-fosfato NaPi-1ll se midié mediante captacién

de &cido ortofosforico marcado con *P (**P), sensible a arseniato de sodio o &cido
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fosfonoformico (PFA), inhibidores farmacologicos de NaPi-lll, en explantes aodrticos
tor4cicos de los distintos grupos experimentales. Los explantes o anillos adrticos se
montaron en ganchos de plata y se arrastraron suavemente sobre un papel secante para
remover su endotelio. Luego los anillos se montaron en viales que contenian KRB. Los
tejidos se preincubaron por 25 min a 37°C en bafio termorregulado (Dubnoff), gasificado
con 95% 0,/5% CO,, con agitacion constante. Después de este tiempo, los explantes
correspondientes, fueron cambiados a viales con KRB + arseniato de sodio 10 mM o PFA
1 mM, donde se mantuvieron por 10 min. La medicién de la actividad de NaPi se inici6 al
traspasar los explantes a nuevos viales que contenian KRB + **P (1800 cpm/mL) o bien
KRB + *P + arseniato de sodio o PFA durante 10 min. Finalmente, los anillos aérticos
fueron lavados con KRB frio y se pusieron en viales con 2 mL de Tween 20 (Sigma) al
0,1%, los cuales fueron llevados a un Contador de Centelleo Liquido (1600 TR, Packard),
donde se determiné su radioactividad medida en cuentas por minuto (cpm). La diferencia
entre la captacion total de **P en ausencia y presencia de arsenato de sodio o PFA
corresponde a la actividad de NaPi-lll, la que se expres6 en cpm/mg tejido-himedo/10

min.

Extraccion de proteinas.

Para la obtencion de muestras de proteina se utilizé la arteria aorta toracica y
abdominal. Luego del estimulo correspondiente, cada arteria fue triturada manualmente
durante 10 min en un homogeneizador vidrio-vidrio a 4°C, el cual contenia 200 uL de
tampodn de carga (0,25 M Tris-HCI pH 6,8, 40% Glicerol, 8% SDS, 2% ¢ -Mercaptoetanol y
0,5% Azul de Bromofenol). Luego el homogeneizado se traspasé a un tubo de 1,5 mL
para ser centrifugado a 10.000 xg durante 10 min a 4°C (Centrifuge 5415 R, Eppendorf).

El sobrenadante obtenido se traspaso6 a un nuevo tubo de 0,6 mL y se almacend a -20°C.

Western Blot.

En una camara de electroforesis (Hoefer miniVE, Amersham Bioscience) se
prepar6 un gel de poliacrilamida en condiciones denaturantes con dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE) con 2 fases, resolutivo al 10% y concentrador al 4%, con espesor de 1,5
mm. Se cargaron primeramente 10 pL de Marcador de Peso Molecular (Prestained
Protein Marker, BioLabs: 175, 83, 62, 47.5, 32.5, 25, 16.5, 6.5), para estimar la posterior
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ubicacion de Pit-1, cuyo peso molecular es de 93 kDa, y luego 65 g de proteina de cada
muestra a estudiar. Se utilizé tampon de corrida (Tris 1,5%, Glicina 7,2%, SDS 0,5%) y se
realizé la electroforesis para separar las proteinas utilizando una fuente de poder PS 3002
(Gibco BRL-Life Technologies) a 200 Volt durante 5 min y luego a 150 Volt hasta el final

de la corrida del frente de migracion, lo que tomé alrededor de 2 h.

Para la transferencia semiseca se utilizaron papeles filtro (Paper Sheets
Chromatography, Sartorius) y membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF, Millipore).
Se usaron 3 soluciones tampones: catodo (25 mM Tris, 40 mM Glicina, Metanol 10% v/v,
pH 9,4), &nodo | (0,3 M Tris, Metanol 10% v/v, pH 10,4) y anodo Il (25 mM Tris, Metanol
10% vlv, pH 10,4). Se utiliz6 una camara de transferencia (Transblot-SD, BioRad), en la
gue se montaron los componentes desde el polo anodo de la siguiente manera: 2 filtros
anodo 1, 1 filtro &nodo Il, membrana, gel y finalmente 3 filtros catodo. La transferencia se
llevd a cabo a miliamperaje constante, el que se calculé6 multiplicando el area del gel por
5,5y se mantuvo por 1 h y 15 min. Finalizada la transferencia el gel se tifié con Azul de
Coomassie (Merck) y luego se aplicé solucion de destincion (40% Metanol, 10% Acido
aceético) para observar proteinas que no hubieran sido transferidas. La membrana fue
tefiida con solucion de Rojo Ponceau (Ponceau 0,2%, Acido tricloro acético 0,3%, Acido
sulfosalicilico 3%, Acido acético 1%) y luego se lavo con suficiente agua hasta poder
observar claramente las bandas de proteina transferida tefiida. La membrana se llevo a
un scanner (HP Deskjet F380 All-in-One, Hewlett-Packard) para analizar posteriormente la
imagen con el programa Photoshop 7.0. Luego, se removié completamente la tincion con
NaOH 0,1 N y se lavo 3 veces con TTBS (20 mM Tris-Cl, 136 mM NaCl, 0,001% Tween
20, pH 8).

Para evitar la unidon de proteinas inespecificas al anticuerpo, se bloqued la
membrana en leche descremada al 5% en solucion TTBS con agitacion constante durante
1 h a temperatura ambiente. Posteriormente se incubd la membrana con el anticuerpo
primario anti Pit-1 (Monoclonal Anti-Mouse PIT-1, Alpha Diagnostic) diluido en TTBS més
leche al 5% (dilucién 1:100) con agitacion constante durante toda la noche a 4°C. Luego
se lavo 3 veces durante 5 min con TTBS y se incubd con el anticuerpo secundario (Anti-
mouse IgG, H & L Chain specific (Goat) Peroxidase Conjugate, Calbiochem) diluido en
TTBS mas leche al 5% (dilucion 1:5.000) con agitacion constante durante 1 h a

temperatura ambiente. Se lavé 5 veces durante 5 min con TTBS.
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Para el revelado, la membrana se incubé durante 2 min con reactivo
guimioluminiscente (Western Lightning: Enhanced Luminol Reagent y Oxidizing Reagent,
Perkin Elmer) preparado en proporcién 1:1, luego se puso en un cassette con pantallas
intensificadoras, en contacto con una pelicula fotogréfica (Biomax, Kodak) que luego fue
revelada y fijada (Revelador y reforzador; Fijador y reforzador, GBX Kodak).
Posteriormente la imagen obtenida fue escaneada y la intensidad de las bandas fue

cuantificada con el programa Adobe Photoshop 7.0.

Previo a la utilizacion de los homogeneizados, se determiné la concentracion de
proteinas presente en cada muestra. Se preparé un gel de poliacrilamida, en el que se
cargaron concentraciones conocidas de albamina sérica bovina (BSA, Rockland) en forma
creciente para construir una curva estandar y luego con 4 pL de cada muestra a
cuantificar, en duplicado. Luego de la electroforesis el gel se tifié con azul de Coomassie
para visualizar las proteinas. Con el programa Adobe Photoshop 7.0 se midié la
intensidad de las bandas, para luego comparar los valores de la curva de BSA con los de

la carga proteica de cada muestra.

El control de carga de proteinas de las distintas muestras transferidas a la
membrana se verific6 mediante determinacion de la cantidad de e-actina presente en
cada una, con un anticuerpo especifico (Monoclonal Anti ¢-Actin, Sigma), o también
cuantificando las bandas tefiidas con Rojo Ponceau en la membrana mediante el
programa Adobe Photoshop 7.0. Ambos métodos demostraron ser eficientes, con
resultados similares entre si. Con estos valores se normalizé la abundancia de Pit-1

obtenida en cada western blot.

Extraccién de RNA.

Se extrajo RNA de los explantes aodrticos de los distintos grupos experimentales.
Trozos de aorta de 3 a 5 mm de largo fueron homogeneizados en 1 mL de Trizol
(Invitrogen) 8 veces durante 10 seg cada uno a 4°C en homogeneizador Pro 200 (PRO
Scientific inc) y luego se dejaron durante 10 min a temperatura ambiente. El lisado
obtenido fue traspasado a un tubo de 1,5 mL, donde se agregaron 0,2 mL de cloroformo,
se mezclé 10 veces por inversion y luego 20 seg en vortex, se incub6 a temperatura

ambiente por 3 min y posteriormente se centrifugd a 7.000 xg durante 15 min a 4°C en
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microcentrifuga (Centriguge 5415 R, Eppendorf). Luego de centrifugar se formaron dos
fases, la superior acuosa se traspasé a un nuevo tubo de 1,5 mL agregandole 500 pL de
isopropanol 75% frio y 2 yL de glycoblue (Ambiom) y luego se agité en vortex durante 20
seg. La muestra fue almacenada a —20°C por media hora y luego centrifugada a 7.000 xg
durante 10 min a 4°C, con lo cual el RNA precipité formando una pella. Se removio el
isopropanol y se lavo la pella con 1 mL de etanol 75% frio, agitando en vortex y
centrifugando a 4.500 xg durante 5 min a 4°C, luego de lo cual se removié el
sobrenadante y resuspendio la pella en 40 uL de agua libre de nucleasas (Promega). Para
eliminar la contaminacién con DNA gendmico, se traspasaron las muestras a un nuevo
tubo de 0,6 mL, al que se le agregaron 4 puL de 10X DNAse | Buffer y 1 uL de DNAse |
(2U/pL, Ambion) incubando por 30 min a 37°C en termociclador (Termal Cycler, ATC 401,
Nyx Technik). Se detuvo la reaccion con 5 pL de DNAse | Inactivation Reagent y se
incub6é por 2 min a temperatura ambiente con agitacién ocasional. Posteriormente se
centrifugd a 10.000 xg durante 2 min a temperatura ambiente y se removio el

sobrenadante, el que fue mantenido en alicuotas a -80°C.

Electroforesis de RNA.

Para verificar que las muestras de RNA no presentaran degradacion, se utilizé el
método de electroforesis horizontal denaturante en gel de agarosa 1,2% (p/v) —
Formaldehido 6% (v/v) en tampon MOPS (acido 3-(N-morpholino) propanosulfénico 20
mM, Acetato de sodio 8 mM, EDTA 1 mM, pH 7,2). Las muestras fueron cargadas en el
gel con la solucién tampon de carga (Formamida 50% (v/v), Glicerol 25% (v/v), Azul de
bromofenol 0,12% (p/v), Bromuro de etidio 0,1 pg/pL, Formaldehido 20%) y la
electroforesis se realiz6 a 90 Volt utilizando la fuente de poder PS 3002 (Gibco BRL-Life
Technologies). Para la visualizacion de las bandas, el gel se expuso a luz ultravioleta
obteniendo la imagen digital con el sistema de captura de imagenes Kodak DS 120, la
cual fue analizada con el programa Adobe Photoshop 7.0 para determinar la abundancia
relativa de las bandas de 28S y 18S con el fin de determinar la calidad del RNA, siendo un

valor aceptable aquellas muestras que presentaron una razon 28S/18S superior a 2.
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Transcripcidon Reversa.

La reaccion de transcripcion reversa, se llevé a cabo con el sistema de sintesis
para RT-PCR Improm-Il ™ Reverse Transcription System (Promega). Se utilizaron 0,2 pg
de RNA total junto a 1 pL de Random primers 100 pg/mL, mezcla que se llevo a un
volumen de 5 pL con agua libre de nucleasas (Promega). La muestra se incubd en
termociclador a 70°C por 5 min y luego a 4°C por otros 5 min. Simultdneamente se
preparé una mezcla de reaccion que incluyé: 4 uL de 5X RT Buffer Improm-II (tampon de
reaccion), 3uL de MgCl, 25 mM, 0,75 pL de dNTPs 10 mM, 0,5 uL de RNAout y 1 uL de
Improm-Il RVT, completando con agua libre de nucleasas un volumen final de 15 pL.
Posteriormente esta segunda mezcla se agreg6 a la inicial y se incubd por 5 min a 25°C,
luego 60 min a 42°C y por ultimo 15 min a 70°C. El cDNA obtenido fue alicuotado y

almacenado a -20°C hasta su uso posterior en reacciones de PCR.

Partidores.

Se utilizaron partidores especificos para Cbfa-1, los cuales fueron disefiados a
partir de las secuencias de mMRNA presentes en el GeneBank y el uso de un software
disponible en Internet (Primer 3, MIT, USA) (Rozen y Skaletsky, 2000) con el cual se
puede seleccionar pardmetros como el tamafio deseado de producto a amplificar, las
temperaturas de alineamiento, entre otros. Una vez disefiados, se probo la especificidad

de éstos realizando un Blast de las secuencias de cada partidor.
rCbfa-1.
Sentido: GAG CTA CGA AAT GCC TCT GC
Antisentido:  GGA CCG TCC ACT GTCACT TT
Tamafio del producto a amplificar: 173 pb.
PCR en tiempo real.
El uso de esta metodologia permite estimar la abundancia de producto de PCR,

basado en la medicion de fluorescencia emitida por una molécula llamada SYBR Green |,

que se intercala en el DNA de doble hebra al final de cada ciclo de amplificacion. De este
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modo la fluorescencia emitida es directamente proporcional a la cantidad de DNA de
doble hebra existente al final de cada ciclo, por lo que si se toma un punto en la curva de
amplificacién donde la reaccién aun no estd saturada, es posible cuantificar la abundancia
del cDNA. De este modo, las curvas de amplificacion de las distintas reacciones,
mantienen una fluorescencia basal hasta un ciclo determinado, luego del cual el producto
de la reaccién aumenta en forma exponencial, lo que se ve reflejado en la fluorescencia.
Al final de la fase exponencial la reaccion se satura y las curvas de amplificacion se

aplanan, alcanzando una meseta.

La abundancia de mRNA se midi6 por técnica de RT-PCR en un termociclador de
tiempo real (Mx 3000P, QPCR System, Stratagene) y el analisis de datos se realiz6 con el
software propio del equipo. Se estandarizé la cuantificacion de mRNA corrigiéndola en
abundancia por un gen control, 18S ribosomal, que fue medido en todas las muestras bajo

las mismas condiciones, lo que incluy6: Agua libre de nucleasas; Tampon de PCR; MgCl,

1,5 mM; dNTPs 0,2 mM, Tag 2U (Kit Tag Polimerasa, Fermentas), Partidor Sentido 0,5
MM, Partidor Antisentido 0,5 pM, SYBR Green 1/20.000 (Molecular Probes) con 2uL de

templado para la curva estandar y 2 uL de templado para las muestras.

El programa seleccionado para las curvas 18S consisti6 en un ciclo de
denaturacién inicial a 95°C por 1 min, luego 21 ciclos de amplificacion que consisten en:
denaturacion a 93°C por 30 seg, apareamiento a 60°C por 18 seg y extension a 72°C por
20 seg. La fluorescencia es entonces adquirida al final de la fase de extension y la lectura
se realiza a 85°C por 20 seg al final de cada ciclo. Posteriormente se realizé una curva de
melting que va desde 78°C hasta 95°C donde se lleva a cabo la lectura de la

fluorescencia, dejando las muestras a una temperatura final de 25°C.
RT-PCR para Cbfa-1.

Antes de realizar las mediciones de mRNA, fue necesario establecer las
condiciones O6ptimas a utilizar. Se realizé una curva de magnesio, obteniendo una
concentracion o6ptima de 2,5 mM. También se determind la temperatura 6ptima de
apareamiento la cual resulté ser de 62°C. Una vez establecidas las condiciones ideales,
se construy6 una curva estandar para Cbfa-1 a partir de un amplificado de aorta de una

rata control, previamente cuantificada por densitometria. Esto permite realizar una
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regresion logaritmica de la intensidad de fluorescencia versus el ciclo de aparicion del
producto de PCR (Ct) cuya correlacion permitié interpolar los Ct para cada una de las

muestras analizadas.

Se preparé un medio de reaccion final, el cual contenia: Agua libre de nucleasas,
Tampon de PCR, MgCI2 2,5 mM, dNTPs 0,2 mM, GoTaq Flexi DNA Polimerasa 2U

(Promega), Partidor Sentido 0,5 pM, Partidor Antisentido 0,5 uM, SYBR Green 1/20.000,

usandose 18 uL de medio més 2uL de estandar o 2 pL de muestra.

El programa consistié en un ciclo de denaturacién inicial a 95°C por 2 min, luego
34 ciclos de amplificacién con: denaturacién a 94°C por 20 seg, apareamiento a 62°C por
20 seg y extensidn a 72°C por 20 seg. La fluorescencia fue adquirida al final de la fase de
extension y la lectura se realizé a 81°C por 7 seg al final de cada ciclo. Posteriormente se
realizé una curva de melting desde 75°C hasta 93°C donde se llevé a cabo la lectura de

fluorescencia, dejando las muestras a una temperatura final de 25°C.

A continuacién se realizé electroforesis de DNA en gel de agarosa al 2% con
Nucleic Acid Gel Star (Cambrex Bioscience, USA; 100 pL por cada 50 mL de agarosa),
para verificar que los productos obtenidos en la reaccion de amplificacion tuvieran el peso
molecular esperado. Una vez comprobada la identidad de los productos de PCR, se utilizo

el punto de denaturacibn como método de identificacién del producto de PCR.
Analisis Estadistico.

Los resultados obtenidos se presentaron como promedio + error estandar. Las
comparaciones estadisticas entre grupos experimentales se realizaron mediante la
Prueba de t Student o Andlisis de Varianza (ANDEVA) para muestras pareadas. Los
promedios se consideraron con una diferencia estadisticamente significativa al tener un
valor de P < 0,05.
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RESULTADOS.

Efecto de la nefrectomia 5/6, con o sin tratamiento con espironolactona, sobre la

actividad de NaPi-lll en aorta.

Ratas Sprague Dawley fueron sometidas a nefrectomia 5/6 (NPX) u operacion
ficticia (SHAM, control). Un grupo de animales NPX recibié espironolactona (15
mg/Kg/dia; NPXspi). Después de seis semanas los animales fueron sacrificados,
obteniéndose segmentos adrticos, en los que se midid la actividad del cotransportador
sodio-fosfato, sensible a arseniato de sodio, inhibidor de NaPi. La captacion de fosfato en

el musculo liso vascular de la aorta fue realizada en presencia de *P.

La Figura 1 incluye los resultados obtenidos en los 3 grupos de animales. Las ratas
urémicas presentaron un significativo aumento en la actividad de NaPi respecto al grupo
control (SHAM: 196+8; NPX: 437+128 cpm/mg tejido humedo/10 min; P < 0,05). El
tratamiento con espironolactona previno el efecto de la nefrectomia sobre la actividad de
NaPi (NPXspi: 173+38 cpm/mg tejido hiumedo/10 min).
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FIGURA 1: Efecto de la nefrectomia 5/6, con o sin tratamiento con espironolactona, sobre
la actividad de NaPi-lll en aorta. Se determiné la actividad NaPi como la captacion de *P
sensible a arseniato de sodio (10 mM) en los segmentos adrticos de las ratas de cada
grupo experimental, SHAM (operacion ficticia), NPX (nefrectomia 5/6), NPXspi
(nefrectomia 5/6 mas tratamiento con espironolactona, 15 mg/Kg/dia). Se realizaron 4
experimentos en cada grupo, cada uno en triplicado. El asterisco indica P < 0,05 para
grupo NPX vs SHAM y NPXspi.

Efecto de la nefrectomia 5/6, con o sin tratamiento con espironolactona, sobre la

expresion proteica de Pit-1 en aorta.

Las ratas NPX (nefrectomia 5/6), NPXspi (nefrectomia y tratamiento con
espironolactona, 15 mg/Kg peso) y SHAM (operacion ficticia) fueron sacrificadas luego de
seis semanas y se extrajo la arteria aorta toracica y abdominal. La abundancia relativa de

Pit-1 se determindé mediante western blot, utilizando un anticuerpo especifico para Pit-1.

La Figura 2 muestra el aumento en la abundancia de Pit-1 en las ratas urémicas
del grupo NPX respecto de las ratas controles y las tratadas con espironolactona (SHAM:
1,334+0,139; NPX: 2,205+0,337; NPXspi: 1,027+0,328 u.a.; P < 0,05 NPX vs SHAM y
NPXspi).
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FIGURA 2: Efecto de la nefrectomia 5/6, con o sin tratamiento con espironolactona, sobre
la expresion proteica de Pit-1. Se realizaron western blot para evaluar la abundancia
proteica de Pit-1 en los grupos experimentales de ratas SHAM (operacion ficticia), NPX
(nefrectomia 5/6), NPXspi (nefrectomia 5/6 mas tratamiento con espironolactona, 15
mg/Kg/dia). El asterisco indica P < 0,05 para NPX vs SHAM y NPXspi. Se realizaron 4

experimentos de cada grupo.

Efecto del estimulo con aldosterona sobre la actividad de NaPi-lll en explantes

aorticos.

Para evaluar el efecto directo de aldosterona sobre la actividad de NaPi-Ill del
tejido arterial, se midio la captacion de fosfato en presencia de **P, sensible a inhibicion

farmacologica de PFA.
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La Figura 3 incluye los resultados obtenidos en los grupos CONTROL y ALDO (10”'
M). Los explantes estimulados con aldosterona presentaron un significativo aumento en la
actividad de NaPi (CONTROL: 242+30; ALDO: 868+67 cpm/mg tejido humedo/10 min; P
< 0,01 vs CONTROL).
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FIGURA 3: Efecto del estimulo con aldosterona sobre la actividad de NaPi-lll en
explantes aorticos. Los explantes fueron estimulados con aldosterona (10" M) o vehiculo
(CONTROL) durante 18 h. Posteriormente se determind la actividad NaPi como la
captacion de *P sensible a PFA (1 mM) en los explantes adrticos. Se realizaron 6
experimentos control y 3 experimentos con estimulo de aldosterona, cada uno en
triplicado. El asterisco indica P < 0,01 para grupo ALDO vs CONTROL.

Efecto del estimulo con aldosterona sobre la expresion proteica de Pit-1 en
explantes adrticos.

Se obtuvieron homogeneizados proteicos a partir de arterias aortas estimuladas

durante 24 h con distintas concentraciones de aldosterona (10° a 107 M) o vehiculo
(CONTROL). Luego se realizaron los western blot con anticuerpo especifico para Pit-1.
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En la Figura 4 se observa un aumento dosis dependiente de Pit-1 frente al
estimulo con aldosterona en concentraciones crecientes (CONTROL: 1; ALDO 10° M:
1,228+0,197; ALDO 10® M: 1,653+0,299; ALDO 10’ M: 2,051+0,440 u.a.; obteniéndose
una diferencia significativa en las dos ultimas condiciones con respecto al grupo

CONTROL; P < 0,05).
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FIGURA 4: Efecto del estimulo con aldosterona sobre la expresion proteica de Pit-1 en
explantes aorticos. La expresion proteica de Pit-1 se caracterizé mediante western blot en
los explantes aorticos estimulados con distintas concentraciones de aldosterona (ALDO
10°a 107 M) y CONTROL (vehiculo) El asterisco indica P < 0,05 para grupo CONTROL
vs ALDO 10® My ALDO 10" M. Se realizaron 6 experimentos para cada grupo.
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Efecto del estimulo con aldosterona y la inhibicion del MR con espironolactona

sobre la expresion proteica de Pit-1 en explantes aorticos.

Para evaluar el efecto inhibitorio de espironolactona sobre la accion de

aldosterona, se realizd un nuevo set de experimentos de expresion proteica.

Se obtuvieron homogeneizados a partir de arterias aortas estimuladas durante 24
h con espironolactona 5*10° M (SPI), aldosterona 10" M (ALDO), aldosterona 10" M mas
espironolactona 5*10° M (ALDO+SPI) y vehiculo (CONTROL). Luego se realizaron los

western blot con anticuerpo especifico para Pit-1.

En la Figura 5 se observa la inhibicion del efecto regulador positivo de aldosterona
sobre Pit-1, a través de espironolactona, obteniendo resultados similares entre los grupos
CONTROL, SPI y ALDO+SPI y un aumento significativo de Pit-1 en el grupo ALDO
(CONTROL: 1; SPI: 1,032+0,072; ALDO: 1,599+0,281; ALDO+SPI: 1,045+0,120 u.a.; P <
0,05).
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FIGURA 5: Efecto del estimulo con aldosterona y la inhibicién del MR con espironolactona
sobre la expresion proteica de Pit-1 en explantes adrticos. Se caracteriz6 la abundancia
proteica de Pit-1 mediante western blot en los grupos experimentales de explantes
aorticos CONTROL (vehiculo), SPI (espironolactona 5*10° M), ALDO (aldosterona 107 M)
y ALDO+SPI (aldosterona 107 M mas espironolactona 5*10° M). El asterisco indica P <
0,05 para grupo ALDO vs CONTROL, SPI y ALDO+SPI. Se realizaron 5 experimentos

para cada grupo.

Efecto del estimulo con aldosterona y la inhibicion del MR con espironolactona
sobre la expresion génica de Cbfa-1 en explantes adrticos.

Para evaluar el efecto de aldosterona y la inhibicion por espironolactona, en la
activacion y desarrollo del proceso de diferenciacion osteocondrogénica que ocurre en la
arterioesclerosis, se evalu6 mediante RT-PCR la abundancia relativa de mRNA del gen
Cbfa-1 en los explantes de los distintos grupos experimentales. Los valores obtenidos se
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normalizaron por un gen control, el 18S ribosomal, expresando la abundancia de Cbfa-1

como la razén Cbfa-1/18S.

En la Figura 6 se observa un aumento significativo en la abundancia del transcrito
de Cbfa-1 en los explantes estimulados con aldosterona 107 M (ALDO), mientras que no
existe una diferencia significativa entre los grupos CONTROL, SPI y ALDO+SPI, lo que
demuestra el efecto inhibitorio de espironolactona sobre la accién de aldosterona
(CONTROL: 0,92+0,15; SPI: 0,76+0,27; ALDO: 2,20+0,71; ALDO+SPI: 1,044+0,25 ng; P <
0,05).
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FIGURA 6: Efecto del estimulo con aldosterona y la inhibicion del MR con espironolactona
sobre la expresion génica de Cbfa-1 en explantes aorticos. Se extrajo RNA de los
explantes adrticos estimulados durante 24 h con espironolactona 5*10° M (SPI),
aldosterona 10" M (ALDO), aldosterona 10" M mas espironolactona 5*10° M (ALDO+SPI)
y vehiculo (CONTROL). Luego se realiz0 la transcripcion reversa y se obtuvo cDNA para
cuantificacion de mRNA de Cbfa-1 mediante PCR en tiempo real. El asterisco indica P <
0,05 para grupo ALDO vs CONTROL, SPI y ALDO+SPI. Se realizaron 6 experimentos por

grupo.
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DISCUSION.

Una de las primeras causas de muerte en el mundo se atribuye a las
enfermedades cardiovasculares. La IRC es una situacion clinica en la que se observa un
desarrollo rdpido y agresivo de complicaciones cardiovasculares, siendo la calcificacion
arterial un importante factor de riesgo cardiovascular presente en los pacientes urémicos.
Mientras la hiperfosfatemia y el aumento del producto fosfo-célcico son predictores de
morbi-mortalidad cardiovascular en estos pacientes (Ganesh et al., 2001; Giachelli et al.,
2001), el hiperaldosteronismo que ellos presentan, también podria tener una implicancia
directa sobre el dafio cardiovascular, ya que diversos estudios demuestran que los niveles
excesivos de aldosterona provocan hipertension arterial, fibrosis vascular y miocardica,
hipertrofia e insuficiencia cardiaca (Stowasser, 1995; Rocha y Stier, 2001; Stier et al.,
2002).

Hasta hace algunos afos, se pensaba que la calcificacion vascular representaba
un proceso degenerativo de la pared vascular, un depoésito de cristales de hidroxiapatita
debido a un mecanismo fisico-quimico (Hruska et al., 2005). Sin embargo, en el Ultimo
tiempo, se ha demostrado que la arterioesclerosis es un proceso activo y regulado que
depende de la captacion activa de fosfato, mediada por un cotransportador de fosfato
dependiente de sodio, NaPi-lll (Giachelli et al., 2005; Hruska et al., 2005).

En el presente trabajo, se postulo relacionar algunos factores altamente asociados
a alteraciones cardiovasculares, como son la insuficiencia renal cronica y el
hiperaldosteronismo asociado a ésta, como también el aumento en la actividad y
expresion de los transportadores de fosfato dependientes de sodio NaPi-1ll observada en
la arterioesclerosis. El objetivo fue determinar si los niveles excesivos de aldosterona (in
vivo e in vitro) tendrian un efecto regulador positivo sobre estos transportadores presentes

en el tejido arterial.

Para inducir una IRC, los animales experimentales fueron sometidos a nefrectomia
5/6. En estudios previos de nuestro laboratorio se caracterizaron los parametros
plasmaticos de las ratas nefrectomizadas, observdndose en los animales
correspondientes al grupo NPX elevadas concentraciones de aldosterona,

hiperfosfatemia, clearance de creatinina disminuido y aumento de potasio plasmatico.
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Ademas, estos animales presentaron proteinuria e hipertension arterial, medida por el

método de manguito en la cola (Pino, 2006).

Debido a que en los insuficientes renales existen numerosas alteraciones, tanto
hormonales como minerales, un grupo de ratas nefrectomizadas recibié un inhibidor del
receptor de aldosterona, espironolactona 15 mg/Kg/dia, para antagonizar los efectos

deletéreos del exceso de esta hormona en los animales urémicos.

La participacion del MR también fue evaluada mediante la estimulacion directa del
tejido arterial con aldosterona, en presencia o ausencia de su antagonista, obteniendo
explantes adrticos estimulados con distintas concentraciones de aldosterona (10° a 10

M) y/o espironolactona (5*10° M).

Al medir la actividad del cotransportador NaPi-lll mediante la captacion de *P,
sensible a arseniato de sodio, en segmentos adrticos de los grupos experimentales
SHAM, NPX y NPXspi, se observo un significativo aumento en la actividad NaPi en el
grupo NPX, efecto que fue revertido por espironolactona en el grupo NPXspi (Figura 1).
En el caso de los explantes adrticos, se utilizé un estimulo de aldosterona 107 M y como
inhibidor farmacolégico de NaPi se us6 el acido fosfonoférmico. En la Figura 3 se puede
observar que la actividad NaPi en los explantes adrticos estimulados con aldosterona fue
significativamente mayor que en los explantes controles, demostrando el efecto regulador
positivo de aldosterona sobre la actividad de estos transportadores. Lamentablemente no
se pudieron realizar mas experimentos de este tipo debido a fallas consecutivas en la
produccion del isétopo por parte de la Comisién Chilena de Energia Nuclear, quienes
tuvieron problemas en la preparacion del *P, con lo que éste no paso los requerimientos

del control de calidad.

Mediante western blot se evalué la expresion proteica de la isoforma Pit-1 y ésta
se compard entre los grupos. Nuevamente se observd un aumento en las ratas NPX
respecto a SHAM y NPXspi (Figura 2), mientras que en los explantes estimulados se
observd un aumento creciente en la abundancia proteica de Pit-1 frente al estimulo con
concentraciones mayores de aldosterona (Figura 4), demostrando un efecto directo y

dosis dependiente de la hormona sobre la abundancia del cotransportador.
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Espironolactona inhibidé el efecto de aldosterona sobre la abundancia de Pit-1 en los

explantes aodrticos (Figura 5).

La arterioesclerosis se asocia a la activaciéon de un programa de diferenciacion
osteocondrogénica de la célula muscular lisa de la pared arterial (Giachelli et al., 2005;
Hruska et al., 2005). Cbfa-1 es un factor de transcripcion tipico de osteocondrogénesis
gue se expresa abundantemente en arterias calcificadas (Steitz et al., 2001; Tyson et al.,
2003; Hruska et al., 2005) Estudios del mecanismo de calcificacion han demostrado que
su expresion aumenta en medios ricos en fosfato (Hruska et al., 2005). El bloqueo de la
actividad NaPi-lll con acido fosfonoférmico en células de musculo liso vascular, ademas
de detener la calcificacion, es suficiente para bloquear la expresion de Cbfa-1, adn en un
medio rico en fosfato (Jono et al., 2000; Giachelli et al., 2001). Ademas, el bloqueo de la
expresion de Pit-1 en células de muasculo liso vascular sometidas a medios ricos en
fosfato se acompafia también del bloqueo en el aumento de expresion de Cbfa-1 (Li et al.,
2006).

Luego de demostrar que aldosterona actia modulando positivamente la actividad y
expresion de los transportadores NaPi-lll, se procedié a estudiar si este efecto podria
repercutir en la activacion del programa de diferenciaciobn osteocondrogénica de las
células de musculo liso de la pared arterial. Para lograr este objetivo, se extrajo RNA de
los explantes arteriales estimulados con aldosterona y/o espironolactona, para luego
realizar transcripcion reversa y obtener cDNA, el cual fue utilizado para cuantificar la
abundancia relativa de Cbfa-1 en los distintos grupos. La expresion del transcrito de este
gen resulté ser significativamente mayor en los explantes estimulados con aldosterona
respecto a los grupos control y los expuestos a espironolactona, como muestra la Figura

6, reafirmando el papel que ejerce aldosterona en la induccién de arterioesclerosis.

Los resultados obtenidos demuestran un efecto regulador positivo de aldosterona
sobre el contransportador sodio-fosfato NaPi-IIl, quien participa activamente en el proceso
de calcificacion arterial, aumentando su actividad y abundancia. A través de esta accion,
aldosterona también actia como estimulo para la diferenciacién osteocondrogénica que
se desarrolla en las células de musculo liso vascular. Ambos efectos pueden ser

revertidos por el inhibidor del MR espironolactona.
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Es importante destacar la rapidez del efecto que tuvo aldosterona y la inhibicién
con espironolactona in vitro, ya que soélo se requirieron 24 h de estimulo del tejido arterial

para desencadenar los procesos pro-arterioesclerdticos mencionados en este trabajo.

Este estudio muestra la participacién de aldosterona en la regulacion de Pit-1 en el
tejido arterial. Ya que Pit-1 seria un importante efector en la iniciacion del proceso de
diferenciacién osteocondrogénica que desarrollan las células de musculo liso vascular y
aldosterona representaria uno de los factores promotores del aumento de la actividad y
expresion de estos transportadores, se podria apuntar a Pit-1 y/o aldosterona como
blancos para terapias que ayuden a disminuir la arterioesclerosis en la IRC, lo cual
disminuiria en forma considerable la morbi-mortalidad asociada a calcificacion arterial, tan

prevalente en los pacientes con deterioro de la funcién renal.
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CONCLUSIONES.

En la IRC inducida a las ratas del grupo NPX, se observa un aumento en la actividad
de NaPi-lll, medida como captacién de 32p sensible a arseniato de sodio, lo cual es

revertible a través del tratamiento con espironolactona, inhibidor del MR.

La abundancia proteica de Pit-1, caracterizada mediante western blot, fue mayor en
las ratas urémicas (NPX) que en el grupo control y este aumento fue inhibido con el

tratamiento con espironolactona en el grupo NPXspi.

Se observé un aumento en la actividad NaPi, medida como captacion de 32p
sensible a PFA, en el grupo de explantes adrticos estimulados con aldosterona

respecto del grupo control.

En los explantes aérticos, la abundancia proteica de Pit-1 aumentd linealmente
frente al estimulo con concentraciones crecientes de aldosterona y este efecto
regulador positivo de aldosterona sobre la expresion de Pit-1, fue inhibido por

espironolactona.

La abundancia relativa del gen Cbfa-1, marcador de osteocondrogénesis, fue
significativamente mayor en los explantes arteriales estimulados con aldosterona,

efecto que fue inhibido en los explantes expuestos a espironolactona.

Se demostro, tanto in vivo como in vitro, que aldosterona participa directamente en
el aumento de la actividad y expresion de NaPi-1ll, probablemente la isoforma Pit-1,
como también en el desarrollo de diferenciacion osteocondrogénica que ocurre en
las células de musculo liso vascular. Estos efectos fueron revertidos por el
antagonista del MR, espironolactona, confirmando la participacion de aldosterona en

estos procesos.
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ANEXO: GLOSARIO.

ALDO: Aldosterona 10°, 10% 6 107 M
ALDO+SPI: Aldosterona 10" M mas espironolactona 5*10° M
ANDEVA: Andlisis de Varianza

BMP: Proteina Morfogénica de Hueso
BSA: Albumina Sérica Bovina

Cbfa-1: Core binding factor « 1

cDNA: Acido Desoxirribonucleico complementario
cpm: Cuentas por minuto

D-MEM: Dulbecco’s Maodified Eagle’s Medium
DNA: Acido Desoxirribonucleico

dNTP: Desoxinucleosidos Trifosfatos
DPC: Dietilpirocarbonato

EDTA: Acido Etilendiamino-tetra-acético
g: Gramo(s)

h: Hora(s)

IRC: Insuficiencia Renal Crénica

kDa: Kilodalton

Kg: Kilogramo(s)

KRB: Krebs-Ringer-Bicarbonato-Glucosa
M: Molar

mg: Miligramo(s)

MgCl,: Cloruro de magnesio

min: Minuto(s)

mL: Mililitro(s)

mm: Milimetro(s)

mM: Milimolar

MOPS: Acido 4-Morfolinopropanosulfénico
MR: Receptor de Mineralocorticoides
mRNA : Acido Ribonucleico mensajero
NaPi: Cotransportador sodio-fosfato

NPX: nefrectomia 5/6

NPXspi: nefrectomia 5/6 mas tratamiento con espironolactona
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pb: Pares de bases

PCR: Reaccion de Polimerasa en Cadena

PFA: Acido Fosfonoférmico

PVDF: Fluoruro de Polivinilideno

RNA: Acido Ribonucleico

RT-PCR: Reaccion de Polimerasa en Cadena en Tiempo Real
SDS: Dodecil Sulfato de Sodio

seg: Segundo(s)

SHAM: control, cirugia ficticia

SPI: Espironolactona 5*10° M

SRAA: Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona
TTBS: Tris-Base Salino mas Tween 20

u.a.: Unidades arbitrarias

Ul: Unidades Internacionales

Hg: Microgramo(s)

pL: Microlitro(s)

vs: Versus

1,25(0OH),Ds: 1, 25-dihidroxi-vitamina D3

32p: Acido Ortofosférico marcado con 2P

a7



