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ABSTRACT

During the aging process, changes lead to a functional impairment of the
organs, being the kidney and the vasculature some of the most susceptible. The
mechanisms involved in the aging process are under study now at days. The
aging process can be accelerated or delay by environmental factors including
phosphate. In a population study, the high blood phosphate levels have been
inversely correlated with the lifespan from different species. Also
hyperphosphatemia is observed in premature aging animal models, such as
FGF23 and Klotho knocked out mice.

At the cellular level, the aging process is known as cellular senescence.
Cellular senescence is a permanent and irreversible cell growth arrest, which
maintains cell viability and metabolic activity. Senescence process can be due to
a progressive shortening of telomeres or prematurely induced by various stimuli
through cellular pathways p53-p21 and p16™*2. In vivo studies have shown that
aging rat kidneys have elevated levels of p16™“? suggesting that senescence

can be the onset of aging kidney.

Integrin-linked kinase (ILK) is an intracellular effector between cell and the
extracellular matrix that plays a central role in the transduction of many
biochemical signals which are initiated by cell-matrix interactions that regulate
fundamental processes such as growth, proliferation, survival, differentiation,
migration, invasion and angiogenesis. After a previous study where it was found
that aging rat kidneys showed high levels of ILK, it raised the possibility that ILK
may be carrying out an important role in aging and cell senescence. In
cardiomyocyte cultures was observed that overexpression of ILK was correlated

with increased expression of p53 and p21.

The present work proposes ILK as a key player in the vascular and renal
senescence and aging induced by high phosphate levels.

We show that 15 months old mice, which show signs of aging, got
hiperphosphatemia, cellular senescence and high ILK levels in the renal cortex,
with a positive correlation between ILK and phosphate levels in plasma. Since




ABSTRACT

the vascular cells are highly exposed to the blood phosphate levels, we
determined if high phosphate levels were inducing cellular senescence in the

vascular cells and the implication of ILK.

High phosphate levels induce senescence in human aortic smooth muscle
cells via ILK-dependent p53-p21 and p16™ “®, The increase of ILK levels induces
oxidative stress through the PI3K-Akt-FoxO axis that finally lead the senescence

induction.

We also show that other senescence stimuli such as glycated albumin and
glucose oxidase induce cellular senescence in human mesangial cells and

mouse tubular cells via p53 pathway ILK dependent manner.

In summary, ILK regulates the cellular senescence induced by different

stimuli, supporting the importance of ILK in the renal and vascular aging process.




RESUMEN

Los cambios que tienen lugar durante el proceso de envejecimiento
conducen a una disminucién funcional de los érganos, siendo el rifion y el vaso
unos de los mas susceptibles. Los mecanismos implicados en el proceso de
envejecimiento estan siendo objeto de estudio. Se ha visto que éste puede ser
acelerado o retardado por factores ambientales entre los que se puede encontrar
el fosfato. Elevados niveles de fosfato en sangre han sido correlacionados
inversamente con la longevidad de distintas especies en un estudio poblacional.
También se ha observado que modelos animales de envejecimiento prematuro,
como el raton knock-out para FGF23 0 el raton deficiente en Klotho, presentan

hiperfosfatemia.

A nivel celular el proceso de envejecimiento se conoce como senescencia
celular. La senescencia celular es una parada del crecimiento celular
permanente e irreversible, donde la célula mantiene su viabilidad y su actividad
metabolica. El proceso de senescencia puede ser debido a un acortamiento
progresivo de los telomeros o inducida de forma prematura por diversos
estimulos a través de las vias celulares p53-p21 y p16™“?, En estudios in vivo
se ha mostrado que rifiones de ratas envejecidas presentan elevados niveles de
p16™K*2  sugiriendo que la senescencia puede ser el inicio del envejecimiento

renal.

La quinasa ligada a integrinas (ILK) es un efector intracelular de las
interacciones entre la célula y la matriz extracelular que juega un papel central
en la transduccién de muchas de las sefiales bioquimicas que son iniciadas por
las interacciones matriz-célula y que regulan procesos fundamentales como son
el crecimiento, proliferacion, supervivencia, diferenciacién, migracion, invasion y
angiogénesis. Tras un estudio previo donde se observd que rifiones de ratas
envejecidas presentaban elevados niveles de ILK, se plante6 la posibilidad de
que ILK pudiera estar llevando a cabo un papel importante en el envejecimiento
y la senescencia celular. En cultivos de cardiomiocitos se observd que la

sobreexpresién de ILK se correlacionaba con un aumento en la expresion de p53

y p21.




RESUMEN

En este trabajo se propone que ILK podria estar desempefiando un papel
importante en la senescencia celular y el envejecimiento a nivel renal y vascular

inducida por los altos niveles de fosfato.

Mostramos que ratones de 15 meses, que presentan indicios de
envejecimiento, muestran hiperfosfatemia, senescencia celular y elevados
niveles de ILK a nivel de corteza renal, observandose una correlacion positiva
entre los niveles de ILK y los niveles de fosfato en plasma. Considerando estos
datos, se determin0 si los altos niveles de fosfato se encontraban induciendo
senescencia a nivel vascular, ya que son las células del vaso las que se
encuentran mas expuestas a los altos niveles de fosfato en plasma, y se
analizaron los mecanismos intracelulares implicados en el proceso,

centrandonos en el papel de ILK.

Los resultados obtenidos muestran que las altas concentraciones de
fosfato inducen senescencia en células vasculares de muasculo liso de aorta
humana a través de la via de p53-p21 y p16™<“® de forma ILK dependiente. El
aumento de ILK conlleva a una situacion de estrés oxidativo, por activacion de la
via PI3K-Akt-FoxO, que es la causante final de la induccion de las vias de

senescencia celular.

En este trabajo se demuestra ademas, que otros estimulos senescentes,
como son la albumina glicosilada y la glucosa oxidasa inducen senescencia
celular en células mesangiales humanas y células tubulares de raton a través de

la via de p53 de forma dependiente de ILK.

En resumen, ILK se encuentra regulando el proceso de senescencia celular
inducida por distintos estimulos en estirpes celulares renales y vasculares,
apoyando la importancia de ILK en el proceso de envejecimiento a nivel renal y

vascular.
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INTRODUCCION

1. SENESCENCIA CELULAR.

La senescencia celular fue descrita hace mas de 40 afios como un proceso
que limita la proliferacion de células normales humanas en cultivo (Hayflick,
1965). La palabra senescencia proviene del latin senex, que significa hombre
viejo o de avanzada edad.

La senescencia celular se define como un estado de parada de
crecimiento permanente e irreversible (Rodier y Campisi, 2011). Las células
senescentes mantienen su viabilidad y su actividad metabdlica (Kuilman et al.,
2010). Con excepcion de las células madre embrionarias (Miura et al., 2004), la
mayoria de las células competentes en division, incluyendo algunas células
tumorales, pueden entrar en senescencia con el estimulo apropiado (Shay y
Roninson 2004, Campisi y d'Adda di Fagagna, 2007).

La senescencia celular debida al progresivo acortamiento telomérico que
tiene lugar tras las sucesivas divisiones celulares, como resultado de la pérdida
de la actividad de la enzima telomerasa, es lo que se conoce como senescencia
replicativa (Coppe et al., 2009). Esta erosiéon de los telomeros genera una seial
de respuesta a dafio al ADN persistente (DDR; del inglés, DNA damage
response) que inicia y mantiene la parada del crecimiento senescente (d'Adda di
Fagagna et al., 2003).

La senescencia también puede ser inducida por diferentes estimulos sin
que exista un acortamiento significativo de los telomeros (Ramirez et al., 2001).
Este tipo de senescencia se denomina senescencia prematura (Kuilman et al.,
2010). Entre los desencadenantes de la senescencia prematura encontramos el
dafio causado en el ADN por agentes mitogénicos (Bartkova et al., 2006), la
activacion constitutiva del oncogen Ras, la deplecion de nutrientes, la
disminucién de la proteina supresora de tumores PTEN (Alimonti et al., 2010),
las condiciones de estrés oxidativo (Melk, 2003) y la expresion ectdpica de
inhibidores de quinasas dependientes de ciclina (CDKis) como p21 y p16™<?
(Rodier et al., 2009).




INTRODUCCION

1.1 CICLO CELULAR.

El ciclo celular es un conjunto ordenado de sucesos que conducen al
crecimiento de la célula y su division en dos células hijas. Presenta cuatro fases
secuenciales: G;-S-G,-M. Se podria decir que las fases mas importantes son la
fase S, donde se produce la replicacion del ADN, y la fase M, donde la célula se
divide en dos células hijas (Williams y Stoeber 2012). Las fases S y M estan
separadas por dos espacios de tiempo denominados fase G,y fase G,. En la
fase G, existe crecimiento celular con sintesis de proteinas y ARN. La fase G,
tiene lugar entre la fase S y la fase M. Durante esta fase la célula se prepara

para la entrada en mitosis (Murray, 1993) (Figura 1).

Ademas de estas cuatro fases del ciclo celular podemos observar una fase
de reposo conocida como fase Gy donde las células se retiran del ciclo celular de
forma reversible en respuesta a una alta densidad celular o a la privacién de
factores de crecimiento (Zetterberg y Larsson 1985). Las células que se
encuentran en el ciclo celular se denominan proliferantes y las que se

encuentran en fase Go se llaman células quiescentes.

La progresiobn a través del ciclo celular es dirigida por quinasas
dependientes de ciclina (CDK; del inglés, cyclin dependient kinase). Estas CDKs
se encuentran formando parte de una familia de serina/treonina quinasas que se
activan por la unién de su ciclina especifica (Malumbres y Barbacid, 2006). Los
complejos Ciclina D-CDK4, ciclina D-CDK6 y ciclina E-CDK2 conducen a la
célula a lo largo de la progresion de la fase G; a través de su punto de
restriccion y comprometen a la célula a finalizar el ciclo (Planas-Silva y
Weinberg, 1997). La entrada en la fase S se inicia por el complejo ciclina A-
CDK2, mientras que el complejo Ciclina B-CDKL1 regula la progresion a través de

G, y la entrada en mitosis (Figura 1).

La progresion a través de cada una de las fases del ciclo celular y la
transicion de una fase a la siguiente son controlados por mecanismos sensores
denominados puntos de control (checkpoints) (Hartwell y Weinert, 1989). Si un
punto de control detecta eventos celulares aberrantes o un ciclo celular

incompleto, debido por ejemplo a dafios en el ADN, estos checkpoints activan
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proteinas efectoras que favorecen la parada del ciclo celular hasta que se

resuelva el problema.

Dentro de estas proteinas encontramos los inhibidores de CDK (CDKIs),
gue pueden detener reversiblemente la progresion del ciclo celular. Por ejemplo,
la parada en la fase G; puede ser inducida a través de la accidén de la familia
INK4 [INK4A(p16), INK4B (p15), INK4C (p18) y INKAD (p19)] que inhibe CDK4 y
CDK®, o alternativamente, a través de la familia Cip/Kip de inhibidores (p21, p27,
p57), que suprimen la actividad de CDK2 (Hanahan y Weinberg, 2011) (Figura
1).

Cdk1
Ciclina B/_\ / Ink4
L e Cdk4/6
72 M Ciclina D

Cip/Kip

o

. Cdk2

/ Ciclina E

Figura 1. Fases del ciclo celular y puntos de control. Esquema de las distintas fases del

Cdk2
Ciclina A

ciclo celular, donde se muestran las CDKs correspondientes a la regulacién de cada una de

las fases del ciclo celular asi como sus inhibidores. Fuente: Boxem, 2006.

1.2 CARACTERISTICAS DE LA CELULA SENESCENTE.

Las células senescentes muestran varias caracteristicas fenotipicas que en
conjunto definen el estado senescente (Figura 2). Las principales caracteristicas

de la célula senescente son:

Parada de crecimiento: las células senescentes presentan una parada del

crecimiento permanente que no puede ser revertida por estimulos fisiologicos
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conocidos. Normalmente esta parada se produce en la fase G; del ciclo celular.
Sin embargo se ha observado que algunas células senescentes que no
expresan el CDKI p16™*** pueden volver a crecer después de intervenciones
genéticas que inactivan el supresor de tumores p53 (Beausejour et al., 2003).
Hasta ahora no hay evidencias in vitro ni in vivo de que la inactivacion de p53 se

produzca de forma espontanea en células senescentes.

Hipertrofia Celular: las células senescentes presentan un incremento en su

tamafio que algunas veces puede llegar al doble de la célula no senescente
(Hayflick, 1965).

Actividad B-galactosidasa asociada a senescencia (SA-B-Gal): Las células

senescentes presentan un aumento en la actividad de la enzima 3-galactosidasa
lisosémica, que es codificada por el gen GLB. La enzima B-galactosidasa es una
enzima hidrolasa lisosomal cuya funciéon es la de cortar los extremos -
glicosidicos de una variedad de sustratos como gangliosidos, glicoproteinas y
glicosaminoglicanos. Las células no senescentes muestran actividad -
galactosidasa en los lisosomas a un pH 4, mientras que en las células
senescentes se muestra una actividad B-galactosidasa a pH 6. Probablemente
esta presencia de actividad B-galactosidasa en la célula senescente se deba a
una expansion del compartimento lisosomal, aunque hay estudios que indican
que algunas células senescentes pueden expresar una forma alternativa de (-
galactosidasa que presenta actividad a pH 6, o puede cambiar su localizaciéon
variando el pH 6ptimo de actuacion (Morreau et al., 1989; Dimri et al., 1995). La
SA-B-Gal es comunmente utilizada como biomarcador de senescencia (Dimri et
al., 1995).

Expresion de p16™““* la mayoria de las células senescentes expresan el

CDKi p16™¢*2 En algunas células, a través de la activaciéon de la proteina de

retinoblastoma (pRB) por pl6™k4a

, se genera la formacion de regiones
citologicamente detectables de heterocromatina asociada a senescencia (SAHF;
del inglés, senescence associated heterochromatine foci). Esta regién silencia

genes criticos para la proliferacion celular (Narita et al., 2003). Estudios in vivo
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realizados en humanos y en ratones han mostrado que la expresion de p16™?

aumenta con la edad (Liu et al., 2009).

Estrés (epi) genetico: Debido a la exposicion a fuertes sefiales mitogénicas,

como son las producidas por ciertos oncogenes o por la expresion aumentada
de genes proliferativos, las células senescentes pueden presentar un dafio
persinstente en el ADN (DDR), dando lugar a una regién de dafio
citolégicamente detectable en el niucleo denominada DNA-SCARS (segmentos
de cromatina alterada que refuerza la senescencia; del inglés, DNA segments
with chromatin alterations reinforcing senescence). DNA-SCARS incluye también
telomeros disfuncionales y disrupcién de la cromatina. EI DDR mantiene la
actividad de p53, que a su vez mantiene la parada del ciclo celular (Rodier y
Campisi, 2011).

Fenotipo secretor asociado a senescencia (SASP): las células senescentes

gue presentan un persistente DDR secretan factores de crecimiento, proteasas,
citoquinas y otros factores que presentan una importante actividad autocrina y
paracrina (Acosta et al., 2008; Coppe et al., 2008).

Estimulo Parada del crecimiento

®.0 o
senescente | < A?P.:....

DNA-SCARS SAHF

Figura 2. Caracteristicas de la célula senescente. Las células senescentes muestran
parada del crecimiento celular, hipertrofia celular, expresion de p16™“*® secrecién de
numerosos factores de crecimiento, citoquinas y otros factores (SAPS), actividad f-
galactosidasa, segmentos de cromatina alterados que refuerzan la senescencia detectables
en nucleo (DNA-SCARS) y formacion de regiones detectables citoldgicamente de

heterocromatina asociada a senescencia (SAHF). Fuente: Rodier y Campisi, 2011.
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Aunque actualmente no se ha descrito ningin marcador especifico del

6INK4a

estado senescente; la actividad B-galactosidasa, la expresion de pl , P53y

p21 se utilizan como marcadores de senescencia.

1.3 CAUSAS DE SENESCENCIA CELULAR.

El proceso de senescencia puede ser inducido por distintos estimulos:

Acortamiento telomérico: los teldmeros son secuencias repetidas de ADN

que se encuentran asociados a proteinas cubriendo los extremos lineales de
los cromosomas protegiéndolos de la degradacion o fusién por procesos de
reparacion de ADN (d'Adda di Fagagna et al., 2004). Debido a que las ADN
polimerasas no son capaces de replicar de forma completa la hebra de ADN y
a la ausencia en la mayor parte de las células sométicas de la enzima
telomerasa (enzima encargada de sintentizar de novo la region telomérica), las
células pierden durante cada fase S unas 50-200 pares de bases en los
telomeros (Harley et al., 1990). Este acortamiento telomérico desestabiliza la
estructura del cromosoma y es el responsable de desencadenar el proceso de
senescencia (Martens et al., 2000).

Dafo _en el ADN: dafios severos en el ADN, en cualquier regién del

genoma hacen que muchos tipos celulares entren en senescencia, como por
ejemplo los producidos tras la exposicion a farmacos quimioterapeuticos. Tanto
la senescencia inducida por dafio en el ADN como la inducida por el
acortamiento telomérico, son dependientes de la via de regulacion de p53 y
p21 (Di Leonard et al., 1994). Sin embargo, en muchas células, también se

puede inducir la activacién de p16™<*®

, proporcionando una segunda barrera
para evitar el crecimiento de células con ADN gravemente dafiado o telomeros

disfuncionales (Beausejour et al., 2003).

Perturbacion de la cromatina: el estado de la cromatina determina qué
genes se encuentran activos (eucromatina) o cudles silenciados
(heterocromatina). Este estado depende principalmente de modificaciones

sobre las histonas (acetilacién y metilacién). Se ha podido observar como la
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inhibicion quimica de la acividad histona desacetilasa (HADCI; del inglés,
histone deacetylase inhibition), que promueve la formacién de eucromatina,
induce senescencia (Ogryzko, Hirai et al. 1996). EI mecanismo por el cual tiene
lugar el proceso es poco conocido y depende de la especie y del tipo celular.
Mientras que en fibroblastos humanos se ha observado que HADCI induce la
expresion de p21 y p16™K*@ en fibroblastos de ratén la via de p53 es la més

importante en la senescencia en respuesta a HADCi (Munro et al., 2004).

Oncogenes: los oncogenes son versiones mutantes de genes normales
que tienen el potencial de transformar a las células con mutaciones adicionales.
Las células normales responden a muchos oncogenes entrando en
senescencia (Campisi y d'Adda di Fagagna, 2007). Este fenomeno fue
observado por primera vez cuando una forma oncogénica del gen Ras, una
proteina citoplasmatica que transmite sefiales mitogénicas, se expresd en

fibroblastos normales humanos (Serrano et al., 1997).

Estrés oxidativo y otros factores: El potencial replicativo de las células

primarias esté influenciado por los niveles de oxigeno que hay en cultivo, de
hecho se conoce que la disminucion de la tension de oxigeno puede prevenir la
senescencia inducida por oncogenes en fibroblastos humanos (Lee et al.,
1999). Es conocido, coémo las especies reactivas de oxigeno (ROS) producidas
por la mitocondria, estan involucradas en el proceso de senescencia (Lu y
Finkel, 2008). Recientes estudios han sugerido que la senescencia inducida por
ROS es debida al dafio en el ADN y esta mediada por la via de p21 y p53
(Passos et al., 2010), aunque también p16™“? puede activarse en respuesta al

estrés oxidativo.

Por otro lado la sefializacibn sostenida por ciertas citoquinas anti-
proliferativas, como el interferon-p, también inducen senescencia. La
estimulaciéon crénica con interferon-B aumenta los niveles de ROS
intracelulares y provoca senescencia dependiente de respuesta a dafio al ADN
y p53 (Moiseeva et al., 2006). Del mismo modo la sefializacion crénica con el
factor de crecimiento transformante- (TGF-B) induce senescencia a través de
la via de p16™¢*? (Vijayachandra et al., 2003).
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1.4 VIAS DE REGULACION DE SENESCENCIA.

El proceso de senescencia puede estar regulado por dos vias
independientes que pueden interactuar entre si y que responden a distintos
estimulos: p53 y p16-RB (Figura 3).

Estimulo
Senescente

Proliferacion

v celular
>Sen:es’cencila“<

v

Figura 3. Senescencia controlada por las vias p53 y p16-RB. Esquema de las vias
moleculares implicadas en la regulacion de la senescencia celular mediada a través de la via
de sefalizacién de p53-p21 y la via de sefializacién de p16™<*

d'Adda y Fagagna, 2007.

-RB. Fuente: Campisi and

En ambas vias la parada del ciclo celular tiene lugar mediante la regulacién
de la proteina del retinoblastoma (pRB), proteina supresora de tumores que se
encuentra alterada en muchos tipos de cancer. Su principal funcién es la
inhibicion del ciclo celular entre las fases G; y S. Para realizar esta funcion pRb
se une e inhibe factores de transcripcion de la famila E2F, que estan
compuestos de dimeros de una proteina E2F y una proteina DP. Los complejos
E2F-DP son capaces de activar la transcripcion de una serie de genes que
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inducen la entrada de la célula en fase S (de Jager et al., 2005). Cuando pRb se
une a E2F, el complejo se inactiva, permaneciendo la célula estancada en la
fase G; e inhibiendo la proliferacion celular (Korenjak y Brehm, 2005) (Figura
4). El complejo pRb-E2F/DP también produce la union de una histona
desacetilasa (HDAC) a la cromatina, lo cual disminuye la union de factores de
transcripcion que promueven la entrada en fase S, amplificando asi la inhibicion
de la sintesis de ADN.

P P

TTTCGCGC

TTTCGCGC

Represion génica Expresion génica

Figura 4. Regulacion de pRB. pRB puede encontrarse en dos estados: hipofosforilado e
hiperfosforilado. En el estado hipofosforilado pRB es activo. Cuando se precisa que la célula

se divida, CDKs y ciclinas fosforilan pRB inhibiendo su actividad. Fuente: Vietri et al., 2006.

1.4.1 VIA DE REGULACION DE p53:

Estimulos que generan respuesta al dafio a ADN, como por ejemplo la
radiacion ionizante o la disfuncion de los telomeros, inducen senescencia
principalmente a través de esta via. Esta via se encuentra regulada por la
proteina E3 ubiquitin ligasa HDM2 (MDM2 en ratones) que une p53 con
ubiquitinas para ser degradada via proteosoma. HDM2 a su vez se encuentra
regulada negativamente por la proteina ARF (del inglés, alternative reading
frame protein) (Sherr y McCormick, 2002). En presencia del estimulo senescente
se activa ARF gue inhibe a HDM2, inhibiendo asi la degradacién de p53 por el
proteosoma. p53 activo actia como factor de transcripcion de p21, un inhibidor
de CDK, que suprime la fosforilacion de la pRB, activandola y dando lugar a una

parada del ciclo celular.
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1.4.2 VIA DE REGULACION DE p16:

p16™4® es un inhibidor de CDKs, en concreto de las CDK4 y CDK6, que
previene la fosforilacion de pRB y por tanto su activacion. Esta via de
sefalizacion puede ser inducida tanto por estimulos que producen DDR como
por el oncongen Ras o por activacion del factor de transcripcion ETS (Ohtani et
al., 2001). Esta via es crucial para la generacion de SAHFs, silenciando genes
necesarios para la proliferacién (Narita et al., 2003).

Aunque en la mayoria de los casos el proceso de senescencia es
dependiente de la via de p53 y p16™<*? también se han observado casos de
senescencia que parecen ser independientes de ambas vias de regulacion
(Olsen et al., 2002).

2. SENESCENCIA CELULAR Y ENVEJECIMIENTO.

La presencia de células que expresan uno o mas marcadores de
senescencia es relativamente rara en organismos jovenes. Se ha observado que
el nimero de células senescentes incrementa con la edad en rangos del 1 al
15% dependiendo del estudio, la especie y el tejido (Campisi y d'Adda di
Fagagna, 2007).

También se ha observado presencia de células senescentes asociadas al
dafio por patologias relacionadas con el envejecimiento como osteoartritis,

arterioesclerosis y fibrosis tubulointersticial renal (Chang y Harley, 1995).

Existen tres escenarios posibles a través de los cuales las células

senescentes pueden conducir al proceso de envejecimiento:

1) La senescencia celular puede disminuir la presencia de células
progenitoras o células madre en los tejidos. Esta disminucion puede
comprometer la reparacion y regeneracion tisular pudiendo, dar lugar a

déficits funcionales (Drummond-Barbosa, 2008).

2) Los factores que secretan las células senescentes afectan a procesos

vitales tales como el crecimiento celular, la migracién, la formacion de
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vasos sanguineos, la arquitectura de los tejidos y el proceso de
diferenciacion. Por ejemplo, las metaloproteasas MMP3 secretadas por
fibroblastos senescentes inhiben la diferenciacion funcional vy

morfoldgica de células epiteliales de pulmon (Parrinello et al., 2005).

3) El fenotipo secretor asociado a senescencia (SASP) incluye potentes
citoquinas inflamatorias (Freund et al., 2010). La inflamacion de bajo
nivel y crénica es una caracteristica del envejecimiento que inicia o
promueve la mayoria de las enfermedades relacionadas con la edad
(Franceschi et al., 2007).

2.1 ViAS INTRACELULARES IMPLICADAS EN EL
ENVEJECIMIENTO.

211 KLOTHO.

El gen Klotho codifica para una proteina transmembrana y se expresa
principalmente en el rifion y en el plexo coroideo. El ratén deficiente en Klotho
desarrolla un sindrome de envejecimiento precoz (Kuro-o et al., 1997), mientras
que el ratén que sobreexpresa Klotho presenta un aumento en su esperanza de
vida (Kurosu et al., 2005). La proteina Klotho esta compuesta por un largo
dominio extracelular de 130 KDa, un dominio transmembrana y un dominio
intracelular corto de unos 10 amino&cidos. El dominio extracelular presenta
homologia con la familia 1 de glucosidasas, enzimas capaces de hidrolizar los
extremos glicosidicos de glicoproteinas, glicolipidos y azucares. ElI dominio
extracelular es liberado al espacio extracelular como resultado de la ruptura
proteolitica de Klotho por enzimas metaloproteinasas como son ADAM-10 y
ADAM-17 (del inglés, A disintegrin and metalloproteinases). Este es detectable
en sangre, orina y liquido cerebroespinal (Imura et al., 2004, Chen et al., 2007).
Por tanto, existen dos isoformas de Klotho: Klotho trasmembrana y Klotho

soluble (Figura 5).
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FGF23
[Kiotho |
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Figura 5. Klotho transmembrana y Klotho soluble. Klotho de membrana forma un complejo
con el receptor del factor de crecimiento de fibroblastos (FGFR) creando un sitio de alta
afinidad de unién para FGF23. Klotho de membrana se encuentra sujeto por un ectodominio

sobre el cual actian metaloproteinasas para liberar Klotho secretado. Fuente: Kuro-o, 2011.

Klotho transmembrana: La principal funcion de Klotho es actuar como
cofactor del factor de crecimiento de fibroblastos FGF23 (del inglés, fibroblast
growth factor). FGF23 presenta una baja afinidad por su receptor. Klotho forma
un complejo binario con el receptor FGF (FGFR; del inglés, FGF receptor)
creando un sitio de unién de alta afinidad para FGF23 (Goetz et al., 2007).
FGF23 es una hormona sintetizada en el hueso que actia a nivel renal como
hormona fosfatarica y suprimiendo la sintesis de vitamina D (Quarles, 2008).
Klotho-FGF23 se encuentran formando parte de un eje endocrino que
comprende el hueso, el riidén y la glandula paratiroidea implicado en la
homeostasis del fosfato y el calcio (John et al., 2011).

Klotho soluble: La forma soluble de Klotho presenta funciones pleiotrépicas

como un factor humoral independientemente de FGF23.

Se ha observado que la forma soluble de Klotho se encuentra regulando
los canales de calcio TPRV5, que se encuentran en la regién luminal de los
tubulos distales en el rifion implicados en la reabsorcion del calcio. EI nimero de
canales presentes en la célula esta regulado por la velocidad de endocitosis.
Klotho suprime la endocitosis de TPRV5 gracias a su actividad sialidasa por la

cual elimina los acidos sialicos del extremo N-glicano de TPRV5 incrementando
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el numero de canales de calcio en la superficie celular (Chang et al., 2005; Cha
et al., 2008). Gracias a esta actividad sialidasa Klotho soluble es capaz de
modificar los grupos N-glicanos del cotransportador de fosfato dependiente de
sodio tipo Il (Npt2a), presente en la membrana en cepillo de células tubulares
renales, provocando su inactivacion y su degradacion proteolitica (Hu et al.,
2010). A su vez también suprime cotransportadores de fosfato dependientes de

sodio de tipo Il (Pit-1 y Pit-2) presentes en células vasculares (Hu et al., 2011).

Klotho soluble regula la actividad de multiples factores de crecimiento,
incluyendo la via insulina/factor de crecimiento insulinico (IGF-1)(Kurosu et al.,
2005), Wnt (Liu et al., 2007) y TGF-B (Doi et al., 2011). Debido a que la
adecuada supresion de la via insulina/IGF-1 ha sido identificada como un
mecanismo conservado evolutivamente en el aumento de la esperanza de vida
(Kenyon, 2005), se ha propuesto que las propiedades anti-envejecimiento de
Klotho podrian ser debidas en parte a su habilidad para suprimir esta via
(Kenyon, 2005, Kurosu et al., 2005).

2.1.2 ESTRES OXIDATIVO.

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) y el estrés oxidativo celular estan
relacionados con muchos procesos fisiolégicos y patoldgicos, incluyendo
envejecimiento, migracion, proliferacion, senescencia y muerte celular (Birben et
al., 2012) (Figura 6).

Los ROS son producidos por los organismos vivos durante el metabolismo
celular. A bajas y moderadas concentraciones actlan en procesos fisiolégicos,
pero a altas concentraciones producen alteraciones de componentes celulares
tales como lipidos, proteinas y induciendo dafio celular (Wang et al., 1996;
Marnett, 1999; Valko et al., 2006).
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Figura 6. ROS y su papel dentro de la celula. Los principales ROS incluyen superéxido (O,"
), peroxido de hidrégeno (H,0,) y el radical hidroxilo (OH). O, es principalmente generado por
la mitocondria o la enzima NADPH oxidasa e induce proliferacion. O, es dismutado dando
lugar a H,O, que en concentraciones patolégicas puede inducir muerte célular por apoptosis o
necrosis. Tanto H,O, como O, pueden formar ‘OH que es capaz de dafiar macromoléculas

induciendo senescencia o muerte celular. Fuente: Storz. 2011.

Los ROS con mayor relevancia patolégica son el anion superoéxido (Oz),
el peréxido de hidrégeno (H20-) y el radical hidroxilo ((OH). El anion superéxido
se forma por la adicion de un electron a la molécula de oxigeno por la
nicotinamida adenina dinucleétido fosfato oxidasa (NAD(P)H; del inglés,
nicotine adenine dinucleotide phosphate), por xantina oxidasa o por la cadena
de transporte de electrones de la mitocondria. (Miller et al., 1990). El lugar de
mayor produccién de O, es la mitocondria, normalmente los electrones son
transferidos a través de la cadena de transporte de electrones mitocondrial
para la reduccion de O, a H,0O, pero aproximadamente del 1 al 3% de todos los

electrones se escapan del sistema y se produce el O, (Figura 7).

SINTASA
suechao fumarato ADF><
2H+ H+
0,—&» 0; >3 H,0, \f » -OHS3 H,0
oxigeno anién peréxido de H.O radical agua
superéxido hidrégeno 2~ hidroxilo

Figura 7. Esquema de la cadena de transporte de electrones mitocondrial. Puntos de

produccion de O, Fuente: Storz, 2011.
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El anién superoxido puede ser convertido en peréxido de hidrogeno por
accion de la superoxido dismutasa (SOD). Este difunde facilmente a través de la
membrana celular. El H,O, puede ser producido también por xantina oxidasa,
aminoacido oxidasa, NAD(P)H oxidasa (Dupuy et al., 1991) y en peroxisomas

por el consumo de moléculas de oxigeno en reacciones metabdlicas.

En una sucesion de reacciones denominadas Haber-Weiss y reaccion de
Fenton, el H,O, puede dar lugar a ‘OH en presencia de metales de transicion

como Fe?* o Cu?".
Fe’*+'0, —Fe?+0, Haber-Weiss
Fe?" + H,0, —Fe® +OH +'OH Reaccién de Fentdn

02" puede reaccionar con el H,O, y generar OH™ (Liochev y Fridovich,
2002). El radical hidroxilo es la ROS mas reactiva y puede producir dafio en

proteinas, lipidos, carbohidratos y ADN.

Requlacion del estrés oxidativo:

La homeostasis intracelular de ROS se mantiene de forma constante
gracias a la presencia en la célula de sistemas celulares de desintoxicacion que
evitan el dafo celular. Estos sistemas se encuentran constituidos por enzimas
antioxidantes que limpian de forma especifica distintos tipos de ROS (Storz,

2011) (Figura 8) y moléculas no enzimaticas.

+S0D
0," + 2 H* =—b H,0,

+ Catalase
2 H,0, mee O, + 2 H,0

H,0, =y GSSG + 2 H,0
+P
H,0,+2 e+ 2 H* == 2 H,0

Figura 8. Detoxificacion celular de ROS. La detoxificacion de las células de ROS se realiza
por varias proteinas y enzimas antioxidantes como la SOD, catalasa, glutation peroxidasa y

sistema tiorredoxina/peroxirredoxina. Fuente: Storz, 2011.
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La dismutacion de O, a oxigeno y agua es realizada principalmente por
superéxido dismutasas (SODs). SOD tiene varias isoformas que se encuentran
en diferentes compartimentos celulares, la MnSOD se encuentra en matriz
mitocondrial mientras que la Cu/ZnSOD se encuentra en citosol (Copin et al.,
2000).

La descomposicion de H,O, en agua y oxigeno es mediada por la catalasa
gue se encuentra localizada en el citosol (Bendayan y Reddy, 1982; Hashimoto y
Hayashi 1990), numerosas peroxirredoxinas (Prxs) localizadas en el peroxisoma,
mitocondria y citosol (Hofmann et al., 2002) y glutation peroxidasas localizadas
en el citosol y la mitocondria (Ursini et al., 1995).

Entre las moléculas no enziméticas que forman parte del sistema de
detoxificacion de la célula se encuentran la vitamina C, vitamina E, carotenoides
y glutation (GSH) (Birben et al., 2012). El GSH es un tripéptido no proteico que
protege a la célula del estrés oxidativo por la reduccion de uniones disulfuro de
proteinas citoplasmaticas a cisteinas. Durante este proceso el GSH es oxidado a
GSH disulfuro. La regeneracion del “pool” de GSH es mediado por la accion de
la enzima GSH reductasa (Beutler, 1969; Carlberg y Mannervik, 1975).

Cuando el balance oxidacion/antioxidacion se desequilibra a favor de los
oxidantes, se produce lo que se conoce como “estrés oxidativo”, que contribuye
en muchos procesos patolégicos como cancer, desordenes neuroldgicos,
arterioesclerosis, hipertension, etc...(Toshniwal y Zarling, 1992; Dhalla et al.,
2000; Jenner, 2003).

Estrés oxidativo y envejecimiento:

En 1965, Harman, postulo la teoria de los radicales libres como causantes
del envejecimiento: la acumulacion de dafio producido por ROS durante el
tiempo puede facilitar el proceso de envejecimiento dentro de las células y sobre
todo en los organismos vivos (Harman, 1956). Esta hipdtesis fue apoyada por
observaciones que muestran que la esperanza de vida de un amplio rango de
animales es proporcional a su tasa metabdlica y por tanto a la velocidad de los

organismos de generar ROS (Storz, 2006). Antioxidantes dietéticos y quimicos,
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asi como la restriccion cal6rica, pueden disminuir la produccion de ROS, lo que

se traduce en un aumento en la esperanza de vida (Finkel y Holbrook, 2000).

2.1.3 FACTOR DE TRANSCRIPCION FOXO.

FoxO (del inglés, Forkhead box class O) es una familia de factores de
transcripcion claves en la regulacion del destino celular (Malik y Storey 2011). Se
encuentran controlando procesos fundamentales tales como el metabolismo
celular, ciclo celular, respuesta al estrés y apoptosis (Glauser y Schlegel, 2007;
van der Horst y Burgering, 2007; Salih y Brunet, 2008). En mamiferos se han
descrito cuatro genes que codifican para porteinas de la familia FoxO: FoxO1,
FoxO3, FoxO4 y FoxO6. Los tres primeros (FoxO1, FoxO3 y FoxO4) son los
principales substratos de Akt. La fosforilacion en respuesta a factores de
crecimiento y a insulina reduce la afinidad de unibn de FoxO a ADN,
promoviendo la exportacion de FoxO desde el ndcleo hasta el citoplasma y

aumentando su degradacion (Salih y Brunet, 2008).

FoxO puede ser regulado por otras quinasas, como JNK (del inglés, jun N-
terminal kinase), activada en presencia de estrés oxidativo. Se ha podido
observar que en presencia de estrés oxidativo FoxO1 es activado por esta via
induciendo un aumento en la expresién de enzimas antioxidantes como son
MnSOD vy catalasa (Malik y Storey, 2011). Ademas de la fosforilacion, los
miembros de la familia FoxO también pueden ser regulados por otros procesos
como son la acetilacion o la ubiquitinizacion, que desempefarian un papel
importante en la localizacion subcelular de FoxO y en su habilidad de unién por
el ADN (van der Horst y Burgering, 2007). El papel de FoxO en la senescencia
celular fue descrito en células de melanoma BRAF (V600E) donde ROS y JNK
activan la expresion de p21 dependiente de FoxO (Figura 9) (de Keizer et al.,
2010).
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Figura 9. Vias RTK-PISK-AKT-mTOR y FoxO. El eje de regulacion PI3K-PTEN-AKkt, y tanto
mMTOR como FoxO son reguladores criticos para el metabolismo celular, apoptosis y
proliferacion. Tras activacion de receptores treonina quinasa (RTK), el incremento de PIP3
permite la activacion de Akt y la fosforilacion de sus numerosos substratos incluyendo FoxO.
En su forma activa, FoxO activa dianas envueltas en el ciclo celular y apoptosis, inhibe la
accion de HIF1 y funcionalmente interactia con p53. Tanto p53 como FoxO regulan mMTORC1
por regulacion de AMPK. La elevacion de Rictor por FoxO incrementa la expresion de

mTORC2 y su actividad, el cual a su vez activa a Akt. Fuente: Zhang et al., 2011.

214 mTOR (MAMMALIAN TARGET OF RAPAMYCIN):

MTOR es una serina/treonina quinasa implicada en la regulacion de la
proliferacion celular, ciclo celular, motilidad, supervivencia y sintesis de
proteinas, perteneciente a la familia de las proteinas relacionadas con PI3K (del
inglés, phosphatidylinositol  3-kinase). Cuando mTOR se encuentra
hiperactivado, las células pierden la capacidad de responder a estimulos de
crecimiento extracelulares y entran en senescencia (Blagosklonny, 2011). Ni la
hiperproliferacion ni la respuesta a dafio al ADN son necesarias para que se
produzca senescencia en este contexto. De hecho, esta es mediado a través de

la activacion de p53 dependiente de mTOR (Alimonti et al.,, 2010). FoxOs
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antagoniza la actividad de mTORCL1 y negativamente regula la progresion del

ciclo celular durante el estrés celular (Zhang et al., 2011).
2.1.5 FACTOR DE CRECIMIENTO INSULINICO (IGF-I).

El factor de crecimiento insulinico (IGF-I; del inglés, Insulin-like growth
factor 1) es una hormona polipeptidica de 70 aminoacidos con efectos
endocrinos, paracrinos y autocrinos (Puche y Castilla-Cortazar, 2012). Se
sintetiza en el higado bajo la influencia de la hormona del crecimiento (GH, del
inglés, growth hormone), siendo el mayor promotor del crecimiento postnatal. Al
ser una hormona con un amplio rango de funciones fisiolégicas, sus niveles
deben ser estrictamente controlados. La mayoria de sus acciones son mediadas
a través de la unién de IGF-I a su recpetor IGF-IR. IGF-IR es una tirosina
quinasa activadora de la via de Akt, involucrando otras vias como mMTOR,
MAPK, GSK-3pB, FoxO, etc...(Figura 9), que estan estrechamente relacionadas
con la supervivencia celular, crecimiento y proliferacion (LeRoith et al., 1995;
Chitnis et al., 2008, Annenkov, 2009). Estudios realizados en Caenorhabditis
elegans, han mostrado que mutaciones que disminuyen la actividad de daf-2,
gen que codifica para un receptor homoélogo a IGF-IR, dan lugar a animales con
el doble de esperanza de vida (Kimura et al., 1997). El raton deficiente en IGF-IR
es mas longevo y presenta mayor resistencia a estrés oxidativo (Holzenberger et
al., 2003).

Los niveles circulantes de GH e IGF-I son maximos durante la pubertad y la
edad adulta temprana, sin embargo estos disminuyen de forma progresiva con la
edad. La secrecion reducida de GH/IGF-I en los ancianos se cree que contribuye
a muchos sintomas del envejecimiento, incluyendo la pérdida de masa muscular,
reduccion de la densidad mineral ésea, disminucién de los niveles de energia,
etc...(Puche y Castilla-Cortazar, 2012).

2.1.6 RESTRICCION CALORICA.

La posibilidad de que la esperanza de vida en mamiferos pudiera ser

significativamente aumentada por modificaciones en la dieta fue demostrada en
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1935 por un estudio en roedores publicado por McCay y colaboradores
(McCay, 1935). La restriccion calérica (RC) consiste en la disminucion de la
ingesta de calorias de un 10 a un 30% en la dieta. Esta disminucion en la
ingesta energética mejora la salud y retrasa el envejecimiento en muchos
eucariotas. En mamiferos superiores, la RC retrasa la aparicion de muchas
enfermedades relacionadas con el envejecimiento como son cancer, diabetes,
arterioesclerosis, enfermedad cardiovascular y enfermedades
neurodegenerativas (Roth et al., 2001; Fontana et al., 2004; Colman et al.,
2009).

La RC contrarrestra los cambios asociados al envejecimiento por
modulacién de las vias de sefializacion de IGF-I/insulina, mTOR, expresion de
adiponectina, metilacion de ADN y acetilacion y desacetilacion de histonas
(Ribaric, 2012). Se ha observado que la RC disminuye los niveles en sangre de
IGF-1 en roedores (Huffman et al.,, 2008). También se ha observado que
estimula la expresion de la desacetilasa NAD-dependiente, la sirtuina 1
(SIRT1). SIRT1 produce la desacetilacion de FoxO3a, favoreciendo su
translocacién al ndcleo; generando un efecto positivo por la reduccion en la
producciéon de ROS (Anderson et al., 2009).

2.1.7 PROTEINA RAS.

Las proteinas Ras forman parte de una familia de proteinas G
monomeéricas de bajo peso molecular que activan numerosas vias de
sefalizacion implicadas en proliferacion y supervivencia celular. Presenta
actividad reguladora GTP-hidrolasa, que alternando dos conformaciones

estructurales:

1. Una forma activada, donde la proteina Ras esta unida al guanosin
trifosfato (GTP), llamada Ras-GTP.

2. Otra forma inactivada, donde la proteina Ras esta unida al
guanosin difosfato (GDP), llamada Ras-GDP.
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La proteina Ras se activa por diferentes factores de intercambio de
nucleétidos de guanina, (GEF, del inglés Guanine-nucleotide Exchange Factor),
como CDC25, SOS1 y SOS2, SDC25 en levaduras. En mamiferos se conocen
cuatro subfamilias de factores de intercambio para Ras: SOS, Ras-GRF, Ras-
GRP y CN-RasGEF (Figura 10).

Figura 10. Esquema de la activacion y la via de

GDP@ % sefalizacion de Ras. Ras activo se une a Raf a

'\_/ \ través de su dominio de union RBD (del inglés; Ras-
- binding domain) activandolo. Raf activo forsforila a
v la MEK1 y MEK2, que fosforila a su vez a Erkl y 2.

Erk1/2 fosforilado se dimeriza y se transloca al
ndcleo donde activa la expresion de genes
implicados en la regulacién del ciclo celular. Fuente:

Le y Parada, 2007.

Transcripcion

Las mutaciones en la familia de los proto-oncogenes Ras, que comprende
H-Ras, N-Ras y K-Ras, son muy frecuentes, encontrandose entre el 20 y el 30 %
de todos los canceres humanos. Alrededor del 20% de todos los tumores
humanos son debidos a mutaciénes en el oncogén K-Ras. Sin embargo, se ha
hecho evidente que el oncogén K-Ras en las células primarias también provoca
senescencia celular por regulacion de las vias RAF/MEK1/ERK1/2 y PI3K/Akt
(Lin et al., 1998, Chen et al., 2005, Campisi y d'Adda di Fagagna, 2007).

Por otro lado se ha observado que el oncogén H-Ras constitutivamente
activado induce senescencia prematura en cultivos de fibroblastos debido a la
activacion de la respuesta celular de dafio al ADN (DDR) (Di Micco et al., 2006;
Bartek y Lukas, 2007). Se ha mostrado que la senescenia inducida por Ras
puede ser dependiente a la produccion de ROS (Lee et al., 1999), sin embargo

un estudio reciente muestra que en fibroblastos humanos que expresan H-Ras la
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senescencia es debida a un desequilibrio redox causado principalmente por el
agotamiento de la capacidad antioxidante total y no por un fuerte aumento en la
produccion de ROS (Armeni et al., 2012).

3. HIPERFOSFATEMIA COMO INDUCTORA DEL
ENVEJECIMIENTO CELULAR.

El fosforo es un mineral importante que se incorpora con la dieta y se
encuentra en el organismo asociado con el oxigeno en forma de fosfato. El
mantenimiento del fosfato sérico en rangos fisiolégicos es critico para muchos
procesos biologicos. Los niveles normales de fosfato en suero oscilan en adultos
entre 2,5y 4,5 mg/dL, y en nifios entre 4 y 7 mg/dL. El fosfato inorganico es un
componente esencial de huesos, acidos nucleicos y membranas celulares. Juega
un papel crucial en el metabolismo energético celular (produccion de ATP) y
sefalizacion intracelular por fosforilacion de proteinas. El fosfato también actla
como un importante tampon acido-base en orina y sangre (Gattineni y Baum,
2012).

La hiperfosfatemia es un trastorno hidroelectrolitico en el cual hay un nivel
anormalmente elevado de fosfato en sangre. A menudo se suele acompafiar de
niveles bajos de calcio (hipocalcemia) debido a la precipitacion del fosfato con el
calcio en los tejidos. La hiperfosfatemia se ha asociado en la patofisiologia de
distintas enfermedades tales como las enfermedades O6seas, la calcificacion

vascular y la enfermedad renal cronica entre otras.

Aunque se conoce poco sobre los efectos directos del fosfato en el
envejecimiento, se ha demostrado que el fosfato tiene un impacto significativo
sobre el metabolismo de la glucosa y el estrés oxidativo, afectando
potencialmente a procesos de envejecimiento en distintos organismos (desde
levaduras hasta humanos). En un estudio de fisiologia comparada se ha podido
observar que existe una correlacion inversa entre la longevidad y los niveles de

fosfato en suero de mamiferos (Shiizaki y Kuro-o, 2012) (Figura 11).
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Figura 11. Relacion entre los

g 1607 niveles de fosfato y la longevidad
g 1401 e y =-1.5418Ln(x) + 10.02 en mamiferos. 1: ratén Klotho -/-, 2:
3 12.0 raton, 3: rata, 4: hamster, 5: gerbil,
g 1:2: 6: nutria, 7: conejo, 8: cerdo, 9:
2 6ol oveja, 10: ardilla, 11: puerco espin,
§ 4.0 A 12: rata topo, 13: zorro volador, 14:
§ 2.0 1 0so, 15: rinoceronte, 16: elefante,
= 0'00_1 ] 10 100 17: humano, 18: humano
Longevidad (afios) centenario. Fuente: Kuro-o, 2010.

3.1 HOMEOSTASIS DEL FOSFATO.

Existen numerosas evidencias que sugieren que la absorcion del fosfato
depende en general de una familia de transportadores de fosfato dependientes
de sodio denominados SLC34 (del inglés, solute carrier family). Existen tres tipos
de transportadores SLC34:

1) NaPi2a: SLC34A1, Npt2a, NaPll2a.
2) NaPi2b: SLC34A2, Npt2b, NaPlI2b.
3) NaPi2c: SLC34AC, Npt2c, NaPll2c.

El fosfato se absorbe desde el tracto gastrointestinal a través de la ruta
transcelular y a través de la via paracelular. La absorcidon de fosfato transcelular
es un proceso activo mediado por el transportador NaPi2b, que se encuentra
regulado principalmente por la vitamina D, la acidosis metabdlica y el fosfato
ingerido en la dieta (Danisi et al., 1980; Hilfiker et al., 1998; Hattenhauer et al.,
1999). La via paracelular es un proceso de difusion no saturable en el cual el
transporte de fosfato incrementa en funcién del incremento de la ingesta de
fosfato en la dieta (Alizadeh Naderi y Reilly, 2010). Una vez que el fosfato entra
en la circulacion sistémica, el fosfato libre y el fosfato que se encuentra formando
complejos se filtra en el glomérulo. Bajo condiciones basales, del 80-90% de la
carga filtrada de fosfato es reabsorbido por el rifidn, principalmente por el tibulo
proximal a través de los transportadores NaPi2a y NaPi2c, que se encuentran en

la membrana del borde en cepillo de la célula (Virkki et al., 2007). Los principales
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reguladores de NaPi2a y NaPi2c son el fosfato de la dieta, la hormona
paratiroidea (PTH) y FGF23 (Segawa et al., 2009).

Recientemente se ha descrito otra familia de transportadores SLC
implicada en la homeostasis del fosfato, SLC20. Estas proteinas fueron
identificadas inicialmente como receptores virales pero actualmente se han
identificado como cotransportadores dependientes de sodio, NaPilll: Pit-1 y Pit-2.
Estos transportadores se han visto presentes en células de tabulo proximal,
células de musculo liso vasculares y células endoteliales. (Kavanaugh et al.,
1994; Miller y Miller, 1994).

3.2 REGULACION ENDOCRINA DEL FOSFATO.
Los niveles de fosfato en sangre se deben a un balance entre la absorcion
del fosfato ingerido en la dieta desde el intestino, la movilizacion del fosfato

desde el hueso y su excrecidon desde el rifion a la orina (Schiavi y Kumar 2004).

Diversos factores endocrinos regulan el metabolismo del fosfato y del
calcio, entre ellos encontramos la vitamina D, la PTH y FGF23. Estas tres
hormonas se encuentran formando el eje endocrino hueso-rifidn-paratiroides

(Dusso, Brown et al. 2005) (Figura 12).
.- &

Hueso
FGF23

7 N\

_—’ Vitamin D

%

[;lotho PTH
& Glandula Rifion
paratiroidea

Klotho

Figura 12. Regulacion endocrina del metabolismo de fosfato. PTH incrementa la sintesis
de vitamina D en el rifidon. A su vez la vitamina D inhibe la secrecién de PTH. El sistema
FGF23-Klotho ha surgido como uno de los principales ejes endocrinos que regulan la
homeostasis del fosfato. FGF23 se secreta en el hueso y actta a nivel renal disminuyendo la
sintesis de vitamina D, la cual a su vez incrementa la expresion de FGF23 en hueso.FGF23
también puede actuar sobre la glandula paratiroidea reduciendo PTH, que a su vez también

incrementa la expresién de FGF23. Fuente: John et al., 2011.
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3.2.1 VITAMINA D.

La vitamina D, calcitriol o antirraquitica es un heterolipido insaponificable
del grupo de los esteroides. Es una provitamina soluble en grasas y se puede
obtener de dos maneras:

e Mediante la ingesta de alimentos que contengan vitamina D, como
por ejemplo la leche y el huevo.
e Por la transformacion del colesterol o del ergoesterol (propio de los

vegetales) inducida por la exposicion a los rayos solares UV.

La vitamina D es la encargada de regular el paso del calcio a los huesos,
por ello el déficit de vitamina D produce debilidad 6sea dando lugar a la
produccién de malformaciones irreversibles que conlleva al raquitismo en los

nifios y osteomalacia en los adultos.

La forma activa de la vitamina D (1,25-dihidroxivitamina D3) se sintetiza en
el rifidn y actda a nivel de intestino donde aumenta la absorcion del calcio y del

fosfato ingerido en la dieta.

Por otro lado, la vitamina D induce la expresion de FGF23 en el hueso,
incrementando los niveles de FGF23 en sangre. La forma activa de la vitamina D
es capaz de unirse al receptor nuclear de la vitamina D (VDR) induciendo la
heterodimerizacion con el receptor nuclear retinoide X (RXR). Este heterodimero
funciona como un factor de transcripcién que incrementa la expresion de FGF23

en osteocitos (Kuro-o, 2009) (Figura 12).

3.2.2 HORMONA PARATIROIDEA (PTH).

La paratohormona también denominada hormona paratiroidea (PTH) o
paratrina es el principal regulador de la homeostasis del calcio. Es un polipéptido
de 84 aminoacidos que presenta una vida media muy corta (2-4 minutos) (Saliba
y El-Haddad, 2009)

La PTH se sintetiza y se secreta por la glandula paratiroidea en respuesta a

cambios extracelulares en los niveles de calcio y los niveles de fosfato, que son
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detectados gracias a la presencia de sensores (Felsenfeld et al., 2007). Entre
estos sensores se encuentra el receptor de deteccion de calcio (CaSR; del
inglés, calcium-sensing recpetor), que es un receptor acoplado a proteina G
(GPCR) de 1.078 aminoacidos, que se expresa predominantemente en las
paratiroides y los rifiones. El CaSR permite la regulacion de la secrecion de
hormona paratiroidea (PTH) y la reabsorcion de calcio tubular renal en respuesta
a las alteraciones en las concentraciones de calcio extracelulares (Thakker,
2012). La PTH actta a nivel de hueso incrementando la reabsorcion 6sea de
calcio y fosfato; y a nivel renal incrementando la sintesis de vitamina D, mediante
la estimulacion de la actividad de la enzima 1a-hidroxilasa, favoreciendo la
reabsorcion de calcio y el fosforo desde el intestino. La vitamina D a su vez es

capaz de suprimir la produccion y la secrecion de PTH.

3.2.2 FACTOR DE CRECIMIENTO DE FIBROBLASTOS 23, FGF23.

Otra hormona implicada en la regulacién del metabolismo del fosfato es
FGF23 (Kuro-o, 2006).

FGF23 pertenece a la superfamilia de ligandos FGF (factores de
crecimiento de fibroblastos; del inglés, fibroblast growth factor). Existen tres tipos
de FGF atipicos, que son: FGF19, FGF21 y FGF23, también conocidos como
FGFs endocrinos ya que presentan funcién endocrina mientras que el resto de
FGFs presentan una funcion principalmente paracrina y/o autocrina (Kuro-o,
2008). En general los ligandos FGF tienen alta afinidad por la heparina y los
grupos heparan sulfato (HS), debido a que ellos muestran un conservado
dominio de unién a HS. Las FGFs de accidon endocrina presentan alteraciones
en su dominio de uniébn a HS, impidiéndose la formacion de enlaces de
hidrégeno entre el HS y residuos de aminoacidos del dominio de union a HS
(Harmer et al., 2004, Goetz et al., 2007). Esta caracteristica estructural reduce la
afinidad de FGFs endocrinas a HS, permitiendo que se escapen de matrices

extracelulares ricas en HS y entren al sistema circulatorio.

Los FGFs se unen a su receptor tirosina quinasa FGFR, que dimeriza tras

la unién con FGFs. Los grupos HS participan en la interacciéon entre FGF-FGFR
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y promueven la formacion del complejo de sefializacion FGF-FGFR-HS (2:2:2),

esencial para la eficiente activacion del receptor FGFR (Plotnikov et al., 2000).

FGF23 presenta una baja afinidad por su receptor FGFR. La proteina

Klotho forma un complejo binario constitutivo con FGFR, incrementando su

afinidad por FGF23. Por tanto, Klotho funciona como un co-receptor obligado
para FGF23 (Figural3) (Yoshida et al., 2002, Kurosu et al., 2006).

Heparina
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FGF23

FGF23
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Figura 13. Interaccion de
FGF23 con su receptor
FGFR. FGF23 interacciona
con su receptor FGFR, Klotho
y heparina. Ambas proteinas
se encuentran estabilizando el
complejo.  Fuente:  John,
Cheng et al. 2011.

FGF23 es una hormona fosfaturica, actiia en el rifién:

1) Induciendo la excrecién de fosfato por reduccién de la expresion y/o

2)

de la cantidad de transportadores NaPi2a en la célula tubular

proximal, disminuyendo la absorcion de fosfato a nivel renal.

Suprimiendo la sintesis de la vitamina D por reduccion de la

expresion del gen Cyp27b1 que codifica para la enzima 1a-

hidroxilasa, que transforma la forma inactiva de la vitamina D (25

hidroxivitamina D3) en su forma activa (1,25 dihidroxivitamina D3).

También, por aumento de la expresion génica del gen Cyp24 que

codifica para la enzima 24-hidroxilasa, que inactiva la vitamina D
(Wang y Sun, 2009).
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La disminucion en los niveles de vitamina D en suero debido a la accion de
FGF23 permite una reduccion en la absorcion de fosfato intestinal. Debido a que
FGF23 no solo funciona como hormona fosfaturica sino también como hormona
reguladora de los niveles de vitamina D, FGF23 induce un balance negativo del
fosfato (Quarles, 2003, Liu et al., 2007) .

Ademas de la vitamina D, el aumento de los niveles plasmaticos de fosfato
también aumentan la expresion de FGF23, aunque el mecanismo involucrado no

ha sido determinado hasta la fecha (Wang y Sun 2009) (Figura 14).
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Figura 14. Eje endocrino rifion-hueso-paratiroides. El aumento de la fosfatemia y el
aumento de vitamina D elevan la expresion de FGF23. Este activa al receptor FGFR1
(colocalizado con Klotho) en la glandula paratiroides, inhibiendo la expresion de PTH, y en el
rifién inhibiendo la expresion de Cyp27bl y disminuyendo los niveles de NaPi2a. Esto lleva a
la disminucidn de los niveles de vitamina D activa y un aumento de la fosfaturia, con descenso

de la fosfatemia. Al descender la fosfatemia, disminuye la expresion de FGF23 del hueso.
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3.3 EFECTO DEL FOSFATO EN EL FUNCIONAMIENTO CELULAR.

Alrededor del 20% del fosfato intracelular se encuentra presente en la
mitocondria, donde influye en varias funciones celulares esenciales, incluyendo
la fosforilacion oxidativa, mientras que el 30% del fosfato celular total es
almacenado en el reticulo endoplasmatico y es usado para la fosforilacién de
distintas proteinas (Hutson et al., 1992; lotti et al., 1996; Gaasbeek y Meinders,
2005). El fosfato remanente se encuentra distribuido en otros compartimentos
celulares como son el aparato de Golgi, el nucleo y los lisosomas. El fosfato
inorganico juega multiples papeles en la regulacion del estrés oxidativo y la
funcién mitocondrial, tanto en la fisiologia como en la patologia, pudiendo afectar

a los procesos de envejecimiento.

El potencial de membrana mitocondrial (Ay), la concentracion de NADPH y
el consumo de oxigeno incrementan de forma hiperbdlica en respuesta al
incremento de la concentracion de fosfato extra-mitocondrial (Bose et al., 2003).
Ay correlaciona positivamente con la produccién de ROS por la cadena de
transporte de electrones (Papa y Skulachev, 1997). Ademas, las altas
concentraciones de fosfato aumentan la entrega del reductor equivalente a
citocromo ¢ en el Complejo Ill de la cadena de transporte de electrones, a través
de la lanzadera glicerol fosfato, produciendo también un aumento de los niveles
de ROS (Bose et al., 2003).

El fosfato inorganico no solo aumenta los niveles de produccion de ROS en
la mitocondria, sino que también induce la transicidbn permeable mitocondrial (la
membrana interna se convierte en no selectivamente permeable a solutos
pequefios), permitiendo por ejemplo la carga de Ca?* mitocondrial que ocurre
durante distintas patologias, incluyendo isquemia/reperfusiéon, que desencadena
la muerte celular (Kowaltowski et al., 2001). El fosfato inorganico juega mdultiples
papeles en la regulacion del estrés oxidativo y la funcidon mitocondrial, tanto en la
fisiologia como en la patologia, pudiendo afectar a los procesos de

envejecimiento.
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3.4 PAPEL DEL FOSFATO EN EL ENVEJECIMIENTO.

Novedosos y recientes estudios han demostrado que defectos en el
sistema FGF23-Klotho tienen como consecuencia una situacion de
hiperfosfatemia e hipervitaminosis D, como se ha podido observar en ratones
mutantes para FGF23 o Klotho, cuya principal caracteristica es la presencia de
un fenotipo de envejecimiento. Estos datos sugieren que el fenotipo de
envejecimiento que observamos en ambos modelos de raton puede ser atribuido

a la retencion de fosfato y/o intoxicacién de vitamina D (Kuro-o, 2011).

3.4.1 RATON DEFICIENTE EN KLOTHO.

El gen Klotho fue descubierto en 1997 como un gen mutado en una cepa
de ratébn que mostraba un fenotipo de envejecimiento y un acortamiento en la

esperanza de vida (Kuro-o et al., 1997).

" son casi indistinguibles de los Klotho **y Klotho *"

/-

Los ratones Klotho -
hasta las tres semanas de edad. A partir de ese momento los ratones Klotho -
dejan de crecer, no presentan aumento de peso corporal y mueren
prematuramente alrededor de las 8-9 semanas de edad. A pesar de que estos
ratones presentan multiples patologias similares al envejecimiento humano, la
causa especifica de la muerte no esta clara, ya que ninguna de las patologias
parece fatal por si misma.

Dentro de las patologias que presenta el ratén deficiente en Klotho se
observa entre otras hiperfosfatemia, hipervitaminosis D, hipogonadismo, retraso
del crecimiento (Figura 15), involucion timica acelerada, piel atrofiada,
sarcopenia, calcificacion vascular, osteopenia, pulmén envejecido, resistencia a
insulina, deterioro cognitivo (Nagai et al., 2003), pérdida de audicién (Kamemori

et al., 2002) y degeneracion de las neuronas motoras (Anamizu et al., 2005).

Figura 15. Retraso del crecimiento del ratén Klotho . Foto
comparativa entre un raton wild type (izquierda) y un ratén
knockout para Klotho (derecha). La mutacion del gen Klotho
conduce a un sindrome que se asemeja al envejecimiento.

Fuente: Kuro-o et al.. 1997.
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3.4.2 RATON DEFICIENTE EN FGF23.

FGF23 fue indentificado originalmente como un gen mutado en pacientes
con raquitismo hipofosfatémico autosdémico dominante (ADHR, del inglés
autosomal dominant hypophosphatemic rickets) (White et al.,, 2000). Los
pacientes con ADHR presentan una mutacion en el gen FGF23 que confiere
resistencia a la inactivacion proteolitica de la proteina FGF23, cuyos niveles se
encuentran aumentados en sangre, lo que conlleva a una hipofosfatemia y a un
defecto en la mineralizacion 6sea. En contraste, mutaciones de pérdida de
funciébn de FGF23 causan hiperfosfatemia e hipervitaminosis D asociada con
calcificacion ectopica en varios tejidos blandos y en vasos sanguineos, como se
observa en los raténes knockout para FGF23 (FGF23 ') y pacientes con
calcinosis tumoral familar (Yu y White, 2005). El ratén deficiente en FGF23
desarrolla un fenotipo de envejecimiento casi idéntico al observado en los

ratones deficientes en Klotho.

3.4.3 HIPERFOSFATEMIA'Y ENVEJECIMIENTO.

Diversos estudios han descrito que el fenotipo de envejecimiento de
ratones deficientes en Klotho y FGF23 puede ser revertido con éxito mediante la
resolucibn de la hiperfosfatemia y/o hipervitaminosis D por medio de

intervenciones dietéticas y genéticas.

Con el uso de una dieta deficiente en vitamina D se pudo revertir el
fenotipo de envejecimiento en ratones Klotho  (Tsujikawa et al., 2003) y FGF23
" (Stubbs et al., 2007). Del mismo modo, la alteracién del gen del receptor de
vitamina D (VDR) (Hesse et al., 2007) o del gen Cyp27b1 rescata estos ratones
mutantes (Razzaque et al., 2006; Ohnishi et al., 2009). Estos datos sugieren que
el exceso de actividad de vitamina D podria ser el responsable de los fenotipos
de envejecimiento en ambos modelos. Sin embargo, estas intervenciones
dietéticas y genéticas disminuyeron no soélo los niveles de vitamina D activa sino
también los niveles de fosfato en sangre, aumentando la posibilidad de que el
fosfato pudiera ser el verdadero responsable del fenotipo de envejecimiento. De
hecho, cuando a los ratones se les administra una dieta baja en fosfatos se

reducen los niveles de fosfato en sangre y se rescata a los ratones que carecen
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de Klotho (Morishita et al., 2001) 6 FGF23 (Stubbs et al., 2007) del fenotipo de
envejecimiento, sin que se observe una disminucion de los niveles de vitamina D
en sangre. Del mismo modo, la limitacidon de la reabsorcion de fosfato mediante
la supresion del transportador NaPi2a en rifion redujo los niveles de fosfato en
sangre y rescatd a los ratones del fenotipo de envejecimiento (Ohnishi y
Razzaque, 2010). Estas observaciones indican que la retencion de fosfato puede
ser la principal responsable del fenotipo de envejecimiento en modelos de raton
causados por defectos en el sistema FGF23-Klotho, mostrando una importante

relacion entre el envejecimiento y el fosfato.

La retencion de fosfato conduce a patologias similares al envejecimiento, a
las cuales se las ha denominado de forma colectiva como "fosfatopatias" (Kuro-
0, 2011).

3.5 EFECTOS DE LA HIPERFOSFATEMIA SOBRE EL
ORGANISMO.

Una de las principales consecuencias de la hiperfosfatemia a nivel del
organismo es la aparicion de calcificaciones vasculares. De forma inicial, se
pudo observar que los altos niveles de fosfato en sangre constituian el factor de
riesgo mas importante en la aparicion de enfermedades cardiovasculares y en la
mortalidad de individuos con enfermedad renal crénica (Block et al.,, 2004;
Kestenbaum et al., 2005). Estudios recientes han mostrado que la asociaciéon
entre las altas concentraciones de fosfato y la mortalidad no queda restringida
solamente a personas con enfermedad renal, sino a la poblacion en general. Asi
pues, se ha podido observar como la hiperfosfatemia se encuentra asociada con

la calcificacion coronaria en individuos sanos (Foley et al., 2009).

Por otro lado, la hiperfosfatemia causa disfuncion endotelial, principal
causa de la arterioesclerosis resultante en enfermedades cardiovasculares
(ECV) (Ross, 1999). Sin embargo, el efecto de la hiperfosfatemia sobre la
funcion de la célula endotelial y su influencia en el desarrollo de ECV es todavia
desconocido. Experimentos in vitro han demostrado que la presencia de altas

concentraciones de fosfato inhiben la produccién de NO a través del incremento
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en la produccién de ROS vy la inactivacion de eNOS por la via convencional de
PKC, lo que provoca un deterioro de la vasodilatacion dependiente de endotelio
(Shuto et al., 2009). Recientemente se ha demostrado que el aumento en la
ingesta de fosfato conduce a un deterioro marcado de la funcién vascular de la
célula endotelial, tanto en animales de experimentacion como en hombres (Lau
et al., 2011). Estos estudios podrian estar mostrando una relacion entre la

hiperfosfatemia, el envejecimiento prematuro y finalmente la muerte.

3.5.1 CALCIFICACION VASCULAR.

La calcificacion vascular consiste en la deposicion inapropiada de fosfato
de calcio en forma de hidroxiapatita [Caio(PO4)s(OH)2] en las arterias. Es
altamente prevalente en la enfermedad renal cronica (ERC), la arteriosclerosis,
la diabetes y el envejecimiento normal. Segun su ubicacion, la calcificacion
vascular se pueden dividir en tres tipos: intima, media y valvular (Lau et al.,
2011). La deposicion de productos calcio-fosforo en la capa intima de los vasos
sanguineos se encuentra asociada a la aparicion de placas ateroescleréticas,
mientras que la deposicion en la capa media esta asociada con rigidez vascular

y arterioesclerosis (Edmonds et al., 1982; Hunt et al., 2002).

La calcificacion vascular inducida por fosfato se ha observado tanto in vitro
como in vivo (Giachelli 2009). Se trata de un proceso complejo que no se debe
solamente a la precipitacién de productos calcio-fésforo de forma pasiva en la
célula, sino también a un proceso celular activo que tiene lugar en las células de
musculo liso vascular que son reprogramadas para convertirse en células de
tipo osteoblasto. A este proceso se le conoce con el nombre de
transdiferenciacion osteogénica (Giachelli, 2009) y fue identificado originalmente
en cultivos celulares y animales de experimentacion, pero ha sido observado

también en arterias humanas (Shroff et al., 2010).

Como resultado del proceso de calcificacién vascular observamos (Figura
16):
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e Transformacion fenotipica de células musculares lisas vasculares (CML) a

células de tipo osteocondrogénico.

e Estimulacion de CML para sintetizar vesiculas de matriz iniciadoras del

proceso de mineralizacion de forma activa.
e Apoptosis de CML.

e Desequilibrio en la regulacion de promotores e inhibidores de la

mineralizacion.

3.5.2 EFECTOS DEL FOSFATO SOBRE LA CELULA DE MUSCULO
LISO VASCULAR (CML).
La entrada del fosfato a la célula muscular lisa vascular esta mediada por la
presencia del transportador dependiente de sodio tipo Ill: Pit-1 y Pit-2
(Kavanaugh et al. 1994; Boyer et al., 1998).

Estudios in vitro han mostrado que cuando células CML son expuestas a
altas concentraciones de fosfato inorganico (>2.4mM; 1.6mM valor fisioldgico) se
induce de forma directa cambios fenotipicos en la célula: se transforman de un
fenotipo contractil a un fenotipo osteocondrogénico, pierden marcadores de
muasculo liso (SMa-actina y SM22a) y sobreexpresan marcadores
osteocondrogénicos (Runx2/Cbfal, osteopontina y fosfatasa alcalina) (Jono et
al., 2000; Steitz et al., 2001) (Figura 16). Runx2/Cbfal es un factor de
transcripcion obligado en la diferenciacién 6sea ya que induce la expresion de
los principales componentes de la matriz ésea, incluyendo colageno de tipo I,

osteocalcinay osteopontina.

Las CML humanas cultivadas en condiciones de hiperfosfatemia e
hipercalcemia desarrollan cuerpos apoptoticos y liberan de vesiculas derivadas
de la membrana plasmatica que tiene como resultado la calcificacion de la matriz
extracelular (Reynolds et al., 2004) (Figura 16). EI mecanismo implicado en este
proceso esta relacionado con la disminucion en la expresion del gen Gas6 (del

inglés, Growth arrest-specific gen 6), que ejerce su efecto anti-apoptotico a
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través de la via de sefalizacion Bcl-2 via PI3K-Akt. Bcl-2 fosforilado se inactiva
permitiendo la activacion de la proteina pro-apoptotica BAD, que activa a la
caspasa 3, produciendo apoptosis (Son et al.,, 2007). Tanto Gas6 como su
receptor Axl estan disminuidos en células musculares lisas de aorta humana

calcificadas por altos niveles de fosfato (Son et al., 2006).

Fosfato elevado ]

Na P / [ Calcio elevado
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Figura 16. Esquema del proceso de calcificacion vascular de una célula de musculo

o Mineral

liso vascular. El fosfato extracelular entra a la célula vascular a partir del transportador Pit-1.
Dentro de la célula induce cambio fenotipico y salida de vesiculas de matriz cargadas de
productos Ca-P a la matriz extracelular induciendo el proceso de mineralizacion. Fuente:
Giachelli, 2009.

Las CML que sufren el proceso de reprogramacion, para adaptarse a este
nuevo medio hostil, secretan vesiculas de matriz con el objetivo de evitar una
sobrecarga de calcio. Las CML que no se diferencian entran en apoptosis, lo que
también provoca la liberacion de vesiculas cargadas de calcio y la mineralizacion
de la matriz extracelular. Ambas vias tienen como consecuencia la deposicion de
cristales de calcio-fésforo en la matriz extracelular, lo que aumenta el riesgo de

que las CML supervivientes entren en apoptosis (Figura 16).

Se ha observado que la hiperfosfatemia puede inducir senescencia en
CML, proceso que se encuentra asociado con la iniciacion y la progresion del
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proceso de calcificacion. Este proceso de senescencia es dependiente de la via
p53/p21. Estudios in vitro han mostrado que esta via de senescencia puede
estar regulada por una proteina desacetilasa dependiente de NAD, SIRTL1.
SIRT1 media la desacetilacibn de p53, favoreciendo su degradaciéon via
proteosoma. Por el contrario una caida de la actividad desacetilasa celular
incrementa la vida media de p53 endogeno (Ito et al., 2001). El fosfato disminuye
la expresion de SIRT1, incrementando los niveles de p53 acetilado estable, que

induce senescencia a través de la expresion de p21 (Takemura et al., 2011).

3.6 PATOLOGIAS ASOCIADAS A LA HIPERFOSFATEMIA.

3.6.1 ENFERMEDAD RENAL CRONICA (ERC).

La enfermedad croénica renal (ERC) se define como un estado en donde se
produce un progresivo deterioro de la funcidon renal que pude durar meses o
afios debido a una enfermedad cronica que afecta al rifion, principalmente

hipertension, diabetes y/o por envejecimiento natural (Kuro-o, 2011).

Una de las marcas caracteristicas del envejecimiento es el deterioro de las
funciones fisiologicas de varios tejidos y sistemas organicos. Los rifiones son
muy susceptibles al envejecimiento, produciéndose dafios estructurales y
funcionales (Martin y Sheaff, 2007). Los principales dafos estructurales que se
observan en rifiones envejecidos son la fibrosis intersticial, glomeruloesclerosis y
atrofia tubular (Stubbs et al., 2007). La fibrosis renal es una patologia comun de
rifiones envejecidos y con ERC. La fibrosis parece ser debida a la respuesta
inflamatoria que genera el rifion en respuesta al dafio producido por causas
como el estrés oxidativo que se genera durante el envejecimiento, hipertension,

diabetes y glomerulonefritis cronica (Thiery et al., 2009).

Los pacientes con ECR presentan una marcada disminucién en la
expresion de Klotho renal asociada a una resistencia a FGF23, hiperfosfatemia y
calcificacion vascular como ocurre en el raton deficiente en Klotho (Koh et al.,
2001; El-Abbadi y Giachelli, 2005; Gutierrez et al., 2008). Los pacientes con ERC

también presentan sintomas tipicos del envejecimiento como son el
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hipogonadismo, atrofia de la piel, osteopenia y deterioro cognitivo. Debido a ello,
la ERC puede considerarse como un estado acelerado de envejecimiento y/o
como una enfermedad asociada a la edad con deficiencia de Klotho y retencion
de fosfato (Kuro-o, 2011).

Metabolismo del Fosfato en ECR.

Durante la ECR se pierden nefronas funcionales, que son requeridas para
la correcta excrecion del fosfato en la orina. Como mecanismo compensatorio se
produce un incremento en los niveles de suero de FGF23. FGF23 suprime la
sintesis de vitamina D en el rifién. La disminucion de nefronas funcionales
también contribuye a la disminucién de la sintesis de vitamina D, disminuyendo

la absorciéon de fosfato a nivel intestinal.

Este aumento en los niveles de FGF23 y la disminucion de vitamina D
mantienen los niveles de fosfato en sangre normales durante el estadio
temprano de pacientes con ERC y preceden a la aparicion de hiperfosfatemia
(Gutierrez et al., 2005).

Debido a que la vitamina D es un potente inductor de Klotho (Tsujikawa et
al., 2003), su disminucién puede reducir la expresion de Klotho. Ademas, debido
a su actuacion como supresor de PTH (Dusso et al., 2005), su disminucion

puede incrementar PTH.

La disminucién de los niveles de Klotho puede inducir resistencia a FGF23
en el rifén y la glandula paratiroidea. Ademas, el aumento de PTH tiene como

consecuencia el incremento de FGF23 (Lavi-Moshayoff et al., 2010).

Estos cambios en las hormonas reguladoras del metabolismo del fosfato y
de Klotho forman un bucle, en el que se observan elevados niveles de FGF23,
PTH y bajos niveles de vitamina D y Klotho en pacientes de estadio final de
enfermedad renal, que tiene como consecuencia una situacién de
hiperfosfatemia debido a fallos en la excrecion del fosfato ingerido en la dieta
(Figura 17).
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Figura 17. Cambios en el sistema endocrino regulador del fosfato durante la progresién
de la ECR. A) Bucle que permite un aumento en los niveles de FGF23, PTH y una disminucion
de vitamina D y Klotho en la ERC. B) Incrementos en suero de los niveles de FGF23 y PTH,
disminucién en suero de vitamina D y en orina de Klotho preceden a la hiperfosfatemia durante

la progresion de la ERC desde el estadio 1 hasta el 5. Fuente: Kuro-o, 2011

Desde que la hiperfosfatemia fue identificada como uno de los principales
factores de riesgo en la mortalidad de pacientes con ERC (Ganesh et al., 2001;
Gutierrez et al., 2005), ha sido considerada una importante diana terapéutica
para el mantenimiento de los pacientes con ERC. La reduccion de los niveles de
fosfato en sangre por debajo de los 4.5mg/dL se puede lograr con una dieta baja
en fosfato o mediante quelantes de fosfato (medicamentos capaces de quelar el
fosfato en el intestino y prevenir su absorcion) ha sido considerada una

importante diana terapéutica para el mantenimiento de los pacientes con ERC.
3.6.2 HIPERPARATIROIDISMO SECUNDARIO.

El hiperparatiroidismo es una alteracion que consiste en una mayor
secrecion de PTH por parte de las glandulas paratiroideas.

La hiperfosfatemia es la principal causa del hiperparatiroidismo secundario,
complicacion importante en la ECR (Saliba y El-Haddad, 2009). El fosfato se
encuentra induciendo la secrecién de PTH por tres mecanismos:

e Efecto estimulatorio directo sobre la glandula paratiroidea.

¢ Induccion de hipocalcemia por precipitacion con el calcio.
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e Estimulacion de FGF23, que induce una disminucién severa en los
niveles de vitamina D. La disminucion de los receptores de vitamina D
sobre la glandula paratiroidea permite que se produzca una situacion
de resistencia a la vitamina D, lo que causa un aumento en los niveles
de PTH.

El tratamiento y la diagnosis de la enfermedad son cruciales en el
mantenimiento de los enfermos con ECR. Los niveles de PTH se ha visto que

comienzan a aumentar a partir del estadio Il de la ECR (Levin et al., 2007).

4. QUINASA LIGADA A INTEGRINAS (ILK).

La adhesion de las células a la matriz extraceular (ECM; del inglés,
extracellular matrix) estda mediada principalmente por receptores transmembrana
heterodiméricos (a/p) llamados integrinas (Hannigan et al., 1996). Bajo
activacion, el dominio extracelular de la integrina se adhiere a la matriz
extracelular por uniébn a numerosos ligandos como son la fibronectina y el
fibrinbgeno. Ademas para que las células se adhieran firmemente con la ECM,
las integrinas deben conectar con el citoesqueleto de actina de la célula. Esta
conexion es mediada por los complejos de adhesién focal (FA; del inglés, focal

adhesion).

La quinasa ligada a integrinas (ILK; del inlgés, integrin linked kinase) fue
descubierta en 1996 en la busqueda de proteinas capaces de interaccionar con
el dominio citoplasmatico de la subunidad B; de integrinas (Hannigan et al.,
1996). Es una serinal/treonina quinasa de 59 KDa que se encuentra localizada en
las adhesiones focales. Estos sitios de adhesion son los principales centros de
sefalizacion intracelular, donde ILK juega un papel central en la transduccion de
muchas de las sefales bioquimicas que son iniciadas por las interacciones
matriz-célula y que regulan procesos fundamentales como son el crecimiento,
proliferacion, supervivencia, diferenciacion, migracion, invasion y angiogénesis
(Hannigan et al., 2005; Legate et al., 2006).
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Analisis genéticos y gendmicos han establecido que ILK es una de las
pocas proteinas evolutivamente conservadas en el acoplamiento de las
integrinas y la actina (Zervas et al., 2001; Mackinnon et al., 2002; Sakai et al.,
2003). Su desregulacién se ha relacionado con enfermedades como el fallo
cardiaco (Bendig et al., 2006) y cancer (Tan et al., 2004).

4.1 ESTRUCTURA E INTERACCIONES DE ILK.

ILK tiene una estructura tripartita en la que se basa su capacidad
multifuncional (Figura 18). Presenta un dominio N-terminal que contiene cuatro
repeticiones de anquirina (ANK), un dominio central de homologia a la plecstrina
(PH; del inglés, Pleckstrin homology) y un dominio C-terminal quinasa
(McDonald et al., 2008).

La anquirina de la regién N-terminal se une a PINCH, también conocida
como LIMS1. Actualmente se conocen dos tipos de proteinas PINCH: PINCH-1
(Rearden, 1994) y PINCH-2 (Zhang et al., 2002), codificadas por dos genes
diferentes muy similares (en humanos presentan una homologia del 82% en su

secuencia de aminoacidos) (Zhang et al., 2002).

PINCH es una proteina adaptadora que esta constituida por cinco dominios
LIM. Forma un complejo con ILK en el citoplasma antes del reclutamiento de ILK
por los sitios FA (Zhang et al., 2002). ILK también se une a través de su extremo
N-terminal a la proteina asocia a ILK (ILKAP; del inglés, ILK-associated protein),
fosfatasa perteneciente a la familia de las fosfatasas 2C (PP2C) que regula
negativamente la sefial de ILK (Leung-Hagesteijn et al.,, 2001; Kumar et al.,
2004).

PINCH a su vez se encuentra unida a través de su cuarto dominio LIM4 a la
proteina adaptadora Nck-2 (Tu et al., 1998), la cual es capaz de unirse a través
de su dominio SH2 a receptores tirosina quinasa como son el receptor del factor
de crecimiento epitelial (EGFR; del inglés, Epidermal Growth Factor Receptor) o
el receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFR; del inglés,

Platelet-derived Growth Factor Receptor).
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Figura 18. Esquema de la estructura de ILK y sus distintas interacciones. ILK se
encuentra localizado en FA, donde forma un complejo multiproteico con numerosas proteinas

gue estan envueltas en cascadas de sefializacion celular. Fuente: McDonald et al., 2008.

El dominio central PH presenta como ligando fisiolégico el fosfatidilinositol-
3,4,5-trifosfato (Hannigan et al., 2005). El dominio C-terminal ademas de su
funcién catalitica es capaz de interactuar con integrinas (intregrina 1) asi como
con proteinas de FA como son la paxilina (Nikolopoulos y Turner, 2002) que
unen ILK, y por tanto las integrinas, con la actina del citoesqueleto.

ILK se une también a proteinas de la familia de las parvinas que incluye tres
miembros: a, B y y-parvina y se caracterizan por presentar un polipéptido estirado
N-terminal seguido de dos dominios de homologia a la calponina (CH), de los
cuales el segundo es el que media la interaccion de la proteina con ILK (Tu et al.,
2001).

A través de su dominio C-terminal, ILK también se une a la proteina Mig-2,
proteina adaptadora que favorece la unién de ILK con la actina del citoesqueleto,
formando un puente en el hueco existente entre ambas (Larjava et al., 2008).
PINCH, ILK y parvina se encuentran formando un complejo ternario en las células,
denominado IPP (ILK-PICH-Parvin) (Wu, 2001).
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4.2 ILK Y SENALIZACION CELULAR.

ILK juega un papel central en la regulacion de transduccion de sefiales
celulares y funciona como un eje alrededor del cual se centralizan muchas vias
de sefializacion (Figura 19). La actividad quinasa de ILK es estimulada por
integrinas y mediadores solubles, incluyendo factores de crecimiento y
citoquinas (Delcommenne et al., 1998; Li et al., 2003; Xie et al., 2004; Rosano et
al, 2006; Imanishi et al., 2007). ILK se regula de manera dependiente de PI3K
(Delcommenne et al.,, 1998). La expresiéon de ILK también se induce en
condiciones de hipoxia (Abboud et al., 2007).

La actividad de ILK es antagonizada por fosfatasas tales como la ILKPA
(Kumar et al., 2004) y la fosfatasa supresora de tumores (PTEN; del inglés,
Phosphatase and Tensin Homologue Deleted on the Chromosome 10) (Persad
et al, 2001).

Tras su activacion, ILK ejerce control sobre diversos efectores que modulan
funciones celulares cruciales (Figura 19). Particularmente, se ha demostrado que
ILK regula la fosfarilacién de Akt en su serina 473 (Ser-473) y de GSK-33 en su
serina 9 (Ser-9) en varios tipos celulares (Delcommenne et al., 1998; Guo et al.,
2007).

La fosforilacibn de Akt en su Ser-473 es dependiente de PI3K. Esta
fosforilacién es requerida para su completa activacion junto con la fosforilacién
en su treonina 308, la cual es llevada a cabo por la quinasa 3-fosfoinositol
dependiente (PDKj; del inglés, Pl 3-kinase-dependent Kinase-1) (Dillon et al.,
2007). A través de la fosforilacion de Akt, ILK estimula vias de sefializacion
implicadas en la supervivencia celular como activacion de caspasas y la

estimulacion del factor nuclear B (NF-kB) (Hannigan et al., 2005).

La fosforilacion de Akt a través de ILK es facilitada por Rictor, miembro del
complejo mTOR (Mammalian Target of Rapamycin) que se encuentra
interactuando de forma directa con ILK, y cuya depleciéon junto con la de ILK
(mediante el uso de ARNs de interferencia) resulta en una disminucioén de la
fosforilacion de Akt en su Ser-473 y la induccidén de apoptosis (Sarbassov et al.,
2004).
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Figura 19. Vias de sefalizacion reguladas por ILK. La activacién de ILK por integrinas y
mediadores solubles resulta en la regulacion de efectores que modulan procesos como
supervivencia, EMT, proliferacion, etc...La actividad de ILK es antagonizada por ILKAP vy
PTEN. Ang2, angiopoyetina 2; GF, factor de crecimiento; SPARC, proteina acidica secretada
y rica en cisteina; SMOC2 proteina secretada modular de unién a calcio 2; ET-1, endotelina 1;

HIF-1, factor inducible por hipoxia. Fuente: McDonald et al., 2008.

ILK también se encuentra fosforilando a GSK-3B en su serina 9,
inactivandola. La fosforilaciéon de GSK-3p regula vias que permiten la activaciéon
de la proteina activadora 1 (AP1; del inglés, activator protein) y factores de
transcripcion como son la B-catenina y Lef/Tcf (Limphoid Enhancer Factor/T cell
Factor), los cuales estimulan a su vez a la metaloproteasa de matriz 9 (MMP9;
del inglés, matrix metalloproteasa 9) y a ciclina D, respectivamente, regulando
procesos de proliferacion (Hannigan et al., 2005). ILK también fosforila a NAC,

un coactivador transcripcional de AP1 (Quelo et al., 2004).

ILK puede modular la propagacién celular, la migracién y la reorganizacion
del citoesqueleto por activacion del factor de intercambio interactivo-PAK (PIK;
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del inglés, PAK-interactive exchange factor, también conocido como ARHGEF6)
y por el factor de intercambio de nucle6tidos-guanina (GEF; del inglés, guanine-
nucleotide exchange factor) a través de Racl, Cdc42 (Filipenko et al., 2005), y
por activacion de la proteina cofiina a través de la interacciébn con Src
fosforilada (Kim et al., 2008).

Se ha descrito que altos niveles de expresion de ILK suprimen la expresion
de E-cadherina, debido a la estimulacion de su represor, Snail, promoviendo asi
la transicion epitelio mesénquima (EMT; del inglés, epitelial-to-mesenchymal

transition) permitiendo invasion y metastasis (Barbera et al., 2004).

4.3 PAPEL DE ILK EN LA FISIOLOGIA Y DESARROLLO NORMAL
DE LOS TEJIDOS.

Estudios basados en la pérdida de expresion y actividad de ILK a nivel de
distintos organismos han demostrado como la funcion de ILK es necesaria para el
desarrollo en eucariotas. En invertebrados, experimentos genéticos de eliminacion
de la expresion de ILK muestran como ésta es requerida para el reclutamiento de
filamentos de actina a la membrana plasmética en puntos de uniébn en muasculo
(Zervas et al., 2001; Mackinnon et al., 2002). En vertebrados la pérdida de funcion
de ILK ha subrayado la importancia de ILK en las interacciones proteina-proteina
relacionadas con el dinamismo del citoesqueleto, proporcionando un eje para la
activacion de distintas vias de sefalizacion (Sakai et al., 2003; Yasunaga et al.,
2005; Bendig et al., 2006; Knoll et al., 2007).

La deleccion de ILK en Xenopus laevis (Yasunaga et al., 2005) y en
modelos de raton (Sakai et al., 2003) resulta letal durante el desarrollo
embrionario debido a defectos en mecanismos de adhesion y migracion. En el
pez cebra la interrupcion de la union entre ILK y parvina reduce la actividad de
ILK, produciendo muerte del embrion debido a un fallo cardiaco (Bendig et al.,
2006). Estas evidencias sostienen la idea de la necesidad fisioloégica de la

funcién adaptadora y quinasa de ILK.
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Las principales funciones de ILK en la mayor parte de los tejidos y/o

sistemas organicos quedan resumidas en Tabla 1 (McDonald et al., 2008)

Tejido Funciones de ILK Patologias implicadas

del knockout de ILK

Hueso (condrocitos) Proliferacion y adhesién Enanismo
Piel (queratinocitos ) Proliferacion,adhesion y migracién Ampollas en la piel
Inhibicion del desarrollo del

foliculo piloso

Musculo esquelético Adhesién y diferenciacion de Distrofia muscular
mioblastos
Musculo liso Contractibilidad, adhesién y Desconocida

dinamismo deel citoesqueleto

Rifién(celula tubular Adhesion y EMT Fibrosis, proteinuria

y podocito)

Higado (hepatocitos) Diferenciacion y supervivencia Hepatitis

Sistema Nervioso Adehsién, migracion y polaridad, Lisencefalia

Central proliferacion y supervivencia

Sistema Inmune Adehsidn, migracidn, proliferacion Desconocido

(células T y macrofagos) supervivencia

Sistema Cardiovascular Invasién, migracién, proliferacion  Cardiomiopatia dilatada
(células endoteliales y supervivencia

cardiomioctos)

Tabla 1. Funciones de ILK en los tejidos

4.3.1 EXPRESION Y FUNCION DE ILK EN CELULAS DE MUSCULO
LISO VASCULAR.

En CMLs, ILK se encuentra localizada en los miofilamentos y promueve la
contraccion celular por fosforilacién directa de la cadena ligera de miosina (MLC;
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del inglés, myosin light chain) o por accién sobre la fosfatasa de la cadena ligera
de miosina (MLCP; del inglés, myosin light chain phosphatase) (Deng et al.,
2001). Alternativamente, ILK puede activar la contraccion de CML de forma
indirecta por la activacion de inhibidores de MLCP como son el CPI-17 y PHI-
1(Deng et al., 2002). Por tanto, ILK ha sido indentificada como un regulador

clave en la contractibilidad de cardiomiocitos (Hannigan et al., 2007).

Basandose en estudios de modelos de dafio vascular que mimetizan los
eventos celulares que tienen lugar en la enfermedad vascular oclusiva, se ha
propuesto que la ILK actia manteniendo a las CML en un fenotipo contractil en
la arteria normal. En condiciones de dafo arterial, la disminucién de los niveles
de ILK facilita la reorganizaciéon de las adhesiones focales y la actina del
citoesqueleto, permitiendo una migraciéon mas eficiente de CMLs y proliferacion

para establecer el engrosamiento de la neointima (Ho y Bendeck, 2009).

44 IMPOTARCIA DE ILK EN DISTINTOS PROCESOS
PATOLOGICOS.

441 PAPEL DE ILK EN CANCER.

Cuando se delecciona ILK se pueden observar defectos significativos en el
desarrollo normal y homeostasis de los tejidos. Por el contrario, la
sobreexpresion o activacion constitutiva de ILK tanto en cultivo celular como en
modelos de ratdén transgénicos tiene como resultado una progresién oncogénica
(Hannigan et al., 2005; Legate et al., 2006; Dillon et al., 2007). El motivo por el
cual se produce un aumento en la expresion de ILK permanece desconocido y
puede variar dependiendo el tipo de tumor. Diversas evidencias sugieren que la
capacidad oncogénica de ILK deriva de la regulacion por ILK de diversas dianas
gue promueven proliferacién, supervivencia y migracion celular, como es el caso
de Rictor, un conocido regulador del dinamismo del citoesqueleto que interactia
con ILK para promover la fosforilacion de Akt, permitiendo la supervivencia

celular de células cancerigenas (Sarbassov et al., 2004)
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La adquisicion de caracteristicas invasivas y migratorias en células
cancerigenas resulta principalmente de la adopcion de un fenotipo de tipo
transicion epitelio-mesénquima (EMT). ILK actia promoviendo la adquisicion de
este fenotipo y la invasion celular a través de un incremento en la expresion de
varias proteasas que degradan la matriz extracelular (Cortez et al., 2011). ILK
juega un papel predominante en la EMT inducida por endotelina-1 (ET-1) y en el
desarrollo del fenotipo invasivo en cancer de ovarios por incremento de los
niveles de Snail, estabilizando los niveles de B-catenina y suprimiendo la

expresion de E-caderina a través de la via de sefalizacion dependiente de PI3K.

La inhibicion de la sobreexpresion de ILK y la vuelta a su expresion y/o
actividad a niveles normales podria por tanto constituir una diana terapeutica
beneficiosa en los pacientes de cancer. La reduccion de la expresion de ILK en
células cancerigenas puede ser realizada por terapia génica mediante el uso de
ARN de interferencia u oligonucleotidos antisentido, o por el uso de inhibidores

farmacoldgicos (McDonald et al., 2008).

4.4.2 PAPEL DE ILK EN LA HIPERTROFIA CARDIACA.

ILK es muy abundante en el corazon, donde se encuentra transduciendo
sefales de estrés bioquimico dependiente de integrina 1 en células contractiles
(Hannigan et al., 1996). ILK se encuentra localizada en los costameros,
complejos de unidn que unen la matriz extracelular (colageno IV, laminina) con la

actina y miosina presente en los sarcémeros (Brancaccio et al., 2006).

La hipertrofia cardiaca se considera una respuesta compensatoria y
adaptativa a la sobrecarga de presion o volumen, con el objetivo de preservar la
funcién cardiaca. La hipertrofia patoldgica se refiere a efectos perjudiciales sobre
la estructura y la funcién cardiaca causados por distintos factores de estrés
como son la hipertension, el exceso de carga mecéanica causada por lesiones
estructurales, y mutaciones en genes contractiles de miocitos (Seidman y
Seidman, 2001). Trabajos realizados en la ultima década han identificado cémo
vias de transduccién de sefales a través de protein-quinasas son capaces de

estimular hipertrofia cardiaca (Dorn y Force, 2005).
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La sobreexpresion de ILK en ratones transgénicos induce hipertrofia
cardiomiocitica (Lu et al., 2006). Bioquimicamente, la hipertrofia inducida por ILK
se caracteriza por la activacion de un numero de protein-quinasas
citoplasmaticas prohipertroficas como son Akt, GSK-3@, proteina quinasa
activada por mitégenos p38 (p38M*"¥; del inglés, p38 mitogen-activated protein
kinase), quinasas reguladas por sefales extracelulares (ERKSs; del inglés,
extracellular signal-regulated kinases) y mTOR; todas implicadas en el

crecimiento de células cardiacas (Hannigan et al., 2005) (Figura 20).
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Figura 20. Papel central de ILK en la transduccién de sefiales en la hipertrofia cardiaca.
ILK presenta un papel regulador en la sefalizaciéon de moléculas que median la hipertrofia
inducida por sobrecarga de presion in vivo. La linea azul discontinua muestra el potencial de
un “loop” entre ILK y VEGF promoviendo la hipertrofia. El papel de PINCH en la regulacion de
la hipertrofia in vivo adn no ha sido investigado, pero si se ha observado que muestra un papel
en la migracion de los cardiomiocitos, el cual tiene un papel importante durante la reparacion

cardiaca post-infarto. Fuente: Hannigan et al., 2007.

Se han observado niveles de ILK aumentados casos de hipertrofia humana
causados por obstruccion del tracto de salida tanto congénita como adquirida (Lu
et al., 2006). Se ha descrito que la terapia génica con ILK puede atenuar el
remodelado ventricular y mejorar la funcién cardiaca en modelos de rata de
infarto de miocardio mediado por un incremento en la angiogénesis,

profliferacion de cardiomiocitos y reduccion de la apoptosis (Ding et al., 2009).
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4.43 ILKY PATOLOGIA RENAL.

ILK se ha convertido en un jugador clave en la interfaz entre la matriz
extracelular, las integrinas, el citoesqueleto de actina y el fenotipo celular en el
rinon enfermo (Blattner et al., 2005). Recientes estudios han relacionado la
desregulacion de ILK con el desarrollo de distintas enfermedades cronicas
renales como son el sindrome nefritico congénito, la nefropatia diabética y la
fibrosis renal (Guo et al,.2001; Kretzler et al., 2001, Li et al., 2003).

La nefropatia diabética es una de las principales complicaciones
microvasculares de la diabetes mellitus y es la principal causa de enfermedad
renal en estadio final. Entre los tipos celulares implicados en el dafio renal se
encuentran los podocitos y las células mesangiales. En el rifion con nefropatia
diabética observamos hiperflitracién, microalbuminuria e hipeplasia/hipertrofia de
diversos tipos celulares del glomérulo y los tubulos (Wolf, 2000; Wada et al.,
2008). La hipertrofia de la célula mesangial, el engrosamiento de la membrana
basal y la expansién de la matriz extracelular del mesangio son caracteristicas
patologicas de la nefropatia diabética. Se ha visto que los niveles de ILK se
encuentran aumentados en el mesangio glomerular de muestras humanas de
rifones con nefropatia diabética, sugiriendo la posible participacion de ILK en la
expansion de la matriz mesangial (Guo et al., 2001). Sin embargo poco se sabe
sobre el papel de ILK en células mesangiales o la importancia de la ILK sobre la
regulaciéon en respuesta a los altos niveles de glucosa. En un estudio in vitro se
ha observado que el aumento en la expresion de ILK en células mesangiales en
presencia de elevados niveles de glucosa se debe a su accién hiperésmotica.
ILK podria estar participando en la proteccion de las células mesangiales de la
tensiébn osmotica asociada a la hiperglucemia a través de la activacion de la via

de sefalizacion de supervivencia PKB/Akt (Ohnishi et al., 2006).

Por otro lado se ha visto que el dafio en los podocitos juega un papel clave
en el desarrollo de la nefropatia diabética (Wolf et al., 2005; Shankland et al.,
2006). Recientes estudios han mostrado que ILK presenta un papel importante
en la biologia del podocito. El raton knock-out condicional para ILK en podocitos
muestra proteinuria masiva, glomeruloesclerosis y muerte prematura (Dai et al.,

2006; El-Aouni et al., 2006). ILK interacciona con integrinas, las cuales estan
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involucradas en la transduccion de sefales “hacia fuera” y “hacia dentro” de la
célula, que son esenciales para el mantenimiento de la funcién normal de la
membrana basal glomerular y el podocito ( Teixeira Vde et al., 2005). Se ha
observado que el aumento de expresion de ILK en ratas con nefropatia diabética
correlaciona con el dafio en podocitos, asi como con la albuminuria (Dai et al.,
2012).

La fibrosis intersticial renal se considera un resultado comun de una amplia
variedad de enfermedades crénicas renales con diversas causas (Eddy, 2000).
ILK presenta una funcibn muy importante en la mediacion de la transicion
epitelio-mesénquima (EMT) tubular y la patogénesis de la fibrosis renal. La
nefropatia obstructiva es un modelo agresivo de fibrosis intersticial renal
caracterizada por EMT tubular, activaciéon de miofibroblastos y deposicion de
matriz (Yang y Liu, 2001; Yang y Liu, 2002). En estudios previos se ha visto que
ILK se expresa de forma predominante y especifica en el epitelio tubular renal
tras dafo obstructivo en modelos de raton de obstruccion unilateral ureteral
(UUO; del inglés, unilateral ureteral obstruction) (Li et al, 2003). La
administracion in vivo de un inhibidor de ILK, QLT-0267, atenua la produccién de

matriz y reduce la fibrosis renal en la nefropatia obstructiva (Li et al., 2009).

4.4.4 |LKY ENVEJECIMIENTO.

Hasta este momento apenas existen referencias en la bibliografia que
relacionen ILK y el proceso de envejecimiento. El papel de ILK dentro del
proceso de envejecimiento comenz6 a tener mas relevancia a partir de un
estudio realizado en ratas, donde se observd que los niveles de ILK se
encontraban aumentados en ratas viejas (Gu et al.,, 2005). Actualmente no
existen datos claros sobre si el aumento en los niveles de ILK es una
consecuencia del proceso de envejecimiento o por el contrario si es el aumento
de esta via de sefializacion el que induce el proceso de envejecimiento. A favor
de esta segunda idea se ha observado que la sobreexpresién de ILK induce

senescencia celular en cardiomiocitos.
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OBJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL.

El objetivo general de este estudio es analizar el papel de la
hiperfosfatemia en el proceso de senescencia celular y el envejecimiento a nivel
de los sistemas renales y vasculares, explorando los mecanismos involucrados,

con especial atencion en la implicacion de ILK en el proceso.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

2.1 Estudiar in vivo los mecanismos implicados en el aumento de los
niveles de fosfato en suero durante el envejecimiento y analizar si
existe alguna relacion con el proceso de senescencia celular y los

niveles de ILK. Para ello se realizaron los siguientes estudios:

e Andlisis de genes implicados en la homeostasis del calcio y el
fosforo regulados por el eje Klotho/FGF23 a nivel de la corteza
renal.

e Andlisis de las vias de senescencia celular en corteza renal.

e Andlisis de los niveles de ILK en corteza renal y su relacion con la

proteina anti-envejecimiento Klotho.

2.2  Estudiar in vitro los mecanismos intracelulares implicados en el proceso
de senescencia celular inducida por altos niveles de fosfato a nivel

vascular, centrandonos en el papel de ILK. Para ello se analizaron:

Vias de senescencia implicadas.

e Implicacion de ILK en el proceso de senescencia celular.

e Implicacion de la via de PI3K-Akt-FoxO y su relacién con ILK.

e Papel del estrés oxidativo en la senescencia celular inducida por

altas concentraciones de fosfato.
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2.3 Analizar in vitro la implicacién de ILK en la senescencia celular inducida

por otros estimulos.

¢ Vias implicadas en el proceso de senescencia celular inducida por
albumina glicosilada y glucosa oxidasa en células mesangiales
humanas y células tubulares proximales de raton.

e Implicacion de ILK en el proceso de senescencia celular inducida

por albumina glicosilada y glucosa oxidasa.
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MATERIALES Y METODOS

1. DISENO EXPERIMENTAL.

Para llevar a cabo este trabajo, se realizaron tanto experimentos in vivo
como in vitro. Los experimentos in vivo se realizaron en ratones macho wild type
C57BL6 y muestras de aorta de ratas Wistar. Para los experimentos in vitro se
utilizaron distintas estirpes celulares: células mesangiales humanas (CMH),
células tubulares de raton (CTM) y células musculares lisas de aorta humana
(CML).

1.1 ESTUDIOS IN VIVO.

En los estudios in vivo se utilizaron ratones machos wild type C57BL6
divididos en dos grupos: 15 meses (ratones que muestran primeros signos de
envejecimiento) y 3 meses (jovenes). En estos animales se analizaron los
niveles de fosfato en plasma y los niveles de expresion de Klotho, del
transportador de fosfato NaPi2a, de la enzima 1a-hidroxilasa, de la enzima 24-
hidroxilasa, de ILK, de p53 y p16™ “® a nivel de corteza renal. Por otro lado se
utilizaron de aorta de ratas Wistar sometidas a nefrectomia 5/6 y divididas en
dos grupos: ratas control y ratas sometidas a una dieta rica en fosfato. En estas

muestras se analizaron los niveles de ILK, p53 y p16™*,

1.2 ESTUDIOS IN VITRO.

Para analizar los efectos de las altas concentraciones de fosfato sobre el
proceso de senescencia celular a nivel vascular se incubaron células CML de
aorta humana con beta-glicerofosfato (BGP: fuente exdgena de fosfato) a una
concentracion de 10mM de 24 a 72 horas. En primer lugar se estudié la
senescencia celular a través del analisis de la actividad B-galactosidasa
asociada a senescencia, asi como las vias implicadas: p21, p53 y p16™“2 La
especificidad del tratamiento se test6 mediante el uso de un inhibidor del
transportador de fosfato (Pit-1), el &cido fosfonoférmico (PFA), a una

concentracion de 0.5mM.

Para estudiar la implicacion de ILK en el proceso de senescencia inducida
por las altas concentraciones de fosfato se analizaron los niveles de ILK asi

como de su actividad quinasa, determinada de forma indirecta por medicion de la
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fosforilacion de su substrato GSK-3B, en células CML tratadas con BGP.
Posteriormente se analizo el efecto del silenciamiento de ILK con un ARN de
interferencia sobre las vias de senescencia analizando la expresion de p53 vy

p16™“?y |a actividad B-galactosidasa asociada a senescencia.

En estas células se analizo la via PI3K-Akt-FoxO como posible mecanismo
intracelular implicado en el mecanismo de senescencia inducido por BGP. La
actividad de Akt y FoxO se determin6 mediante andlisis de sus formas
fosforiladas (pAKt y pFoxO). La activacion de PI3K se estudidé mediante el
anélisis de la expresion de p53 y p16™*? en células tratadas con un inhibidor
farmacolégico para PI3K, LY294002 (30uM). Para analizar la implicacion de ILK
en la via se observo el efecto del silenciamiento de ILK sobre la fosforilacion de
Akt.

En este mismo sistema se estudid la implicaciéon de la produccion de
oxidantes midiendo la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), la
produccion de anién superoxido (O2) y la deplecion de GSH. Para analizar la
implicacion de ILK en la produccién de los distintos oxidantes se analizo el efecto
del silenciamiento de ILK sobre la produccion de los mismos. Para determinar si
el efecto sobre la senescencia era debido al aumento en la producciéon de

INK4a
6

oxidantes se analizé la expresion de p53 y pl en CML tratadas con el

antioxidante N-acetil-cisteina (NAC) y con catalasa exdgena.

Por ultimo, para estudiar in vitro el papel de ILK en el proceso de
senescencia celular a nivel renal se incubaron CMH y CTM con albumina
glicosilada (AG) (100ug/ml) durante periodos de tiempo de 24 a 72 horas. Se
analizo la via de senescencia de p53 y los niveles de ILK asi como su actividad.
Para analizar la implicacion de ILK en este proceso se silencid su expresion
mediante el uso de un ARN de interferencia especifico y se analizaron los

niveles de p53.

Para corroborar el resultado anterior, se utilizé otro estimulo senescente, la
glucosa oxidasa (GOx). CTM fueron incubadas con GOx (2mU/ml) hasta 72
horas. Se analiz6 la via de senescencia de p53 y los niveles de ILK asi como su

actividad.
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2. ESTUDIOS IN VIVO.

2.1 ANIMALES DE EXPERIMENTACION Y DISENO
EXPERIMENTAL.

Los experimentos in vivo se realizaron en ratones wild type C57BL6, que
fueron divididos en dos grupos experimentales, un grupo de animales de 3

meses de edad (jovenes) y otro grupo con una edad de 15 meses (viejos).

Se utilizaron 10 animales por grupo. Todos los ratones utilizados fueron
machos, mantenidos en unas condiciones estandar de temperatura (22+2°C),
ciclos de 12h de luz y 54 % de humedad relativa. Se les proporcioné agua y

comida ab libitum.

Para determinar la accion del fosfato se utilizaron muestras de aorta de
ratas Wistar adultas sometidas a nefrectomia 5/6 divididos en dos grupos
experimentales, uno mantenido con una dieta normal y otro mantenido con una
dieta alta en fosfato durante 16 semanas. Estas muestras fueron cedidas por el
laboratorio del Dr. Jorge Cannata (Instituto de Investigacion Reina Sofia de

Investigacion, Oviedo).

211 RECOGIDA DE MUESTRAS.

El dia previo al sacrificio los animales se mantuvieron de forma individual
en jaulas metabdlicas para recoger la orina de 24h. La orina se centrifugé a
1.500rpm durante 10 minutos a 4°C, y se almacend a -20°C. Posteriormente los
animales se anestesiaron con isofluorano y se llevo a cabo la extraccién de
sangre directamente del corazéon. A continuacion se recogieron muestras de
corteza renal, médula renal y de aorta, que se mantuvieron en RNA later
(Ambion; Invitrogen Ltd, Paisley, Reino Unido) a 4°C durante 24h vy
posteriormente se almacenaron a -80°C. Para su posterior analisis la sangre
extraida se centrifugé a 3.000rpm durante 15 minutos para recoger el plasma

donde se midieron los niveles de fosfato.

2.2 TECNICAS EMPLEADAS.

2.2.1 MEDIDA DE LOS NIVELES DE FOSFATO EN PLASMA.
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Para llevar a cabo la cuantificacion de los niveles de fosfato en plasma se
realizd un ensayo colorimétrico mediante el uso de un Kit comercial (BioVision
Inc, Milpitas, CA, EEUU). El kit presenta un sustrato que contiene verde
malaquita y molibdato amoénico que forma un complejo cromogénico con el ion
fosfato. Las soluciones de la curva estandar y las muestras se pusieron en una
placa de 96 pocillos. A continuacion se afiadié el sustrato y se dejo incubar la
reaccion durante 30 minutos en oscuridad a temperatura ambiente. Transcurrido
ese tiempo se midié en el espectrofotdmetro a una longitud de onda de 650nm.
Los valores obtenidos se interpolaron en la curva patron dando lugar a valores

de fosfato en mM.

2.2.2 ANALISIS DE LA EXPRESION GENICA. RT-PCR CUANTITATIVA.

El analisis de la expresion del ARNm se realizO6 mediante RT-PCR
cuantitativa (RT-gPCR; del inglés, Reverse transcription quantitative PCR). El
fluoréforo utilizado fue SYBR Green (Applied Biosystem Inc. Foster City, CA,
EEUU), con un pico de absorcion a una longitud de onda de A= 498nm y un pico
de emision a una longitud de onda de A=522nm. El molde empleado fue ADN
complementario (ADNc) de hebra simple, obtenido por retrotranscripcion de
ARN.

La extraccion del ARN se realiz6 a partir de una pequefia cantidad de tejido
mediante el método desnaturalizante del tiocianato de guanidino y la extraccion
con fenol/cloroformo (Chomczynski, 1993). Al tejido se le afiadi6 1ml de Trizol
(Invitrogen Ltd, Paisley, Reino Unido) y se homogeniz6é hasta la disgregacion,
obteniéndose una solucion viscosa. La mezcla se incub6 durante 3 minutos para
permitir la disociacion completa de los complejos de nucleoproteinas y
posteriormente se le afiadid 200ul de cloroformo, se mezclé vigorosamente y se
dej6 reposar 5 minutos. A continuacion se centrifugaron las muestras a
13.000rpm durante 15 minutos a 4°C obteniéndose tres fases: una fase organica
(inferior), una interfase blanquecina lipidica y una fase acuosa incolora (superior)
donde se encuentra disuelto el ARN. Se recogio la fase acuosa y se afiadieron
500ul de isopropanol para precipitar el ARN, se centrifugé a 13.000rpm durante
10 minutos. EI ARN precipitado se lavd con etanol al 75% y se centrifugd a

13.000 rpm durante 5 minutos. El pellet obtenido se resuspendidé en agua libre

62



MATERIALES Y METODOS

de enzimas capaces de degradar el ARN (ARNasas). La concentracion total de
ARN se determind en un espectrofotometro VIS-UV (Nanodrop).

A partir del ARN extraido se sintetiz6 el ADN copia (ADNc) utilizando el
High Capacity™ (Applied Biosystem Inc. Foster City, CA, EEUU). La expresion
de los distintos genes se midié por RT-gPCR (ABI Prism 7500) mediante ensayo
SyBR Green y método doble delta Ct. Los primers utilizados para los distintos

genes se muestran en la siguiente tabla (Tabla 2).

Primers Secuencia

ILK (Mm) Forward: 5- GGG CTC TTG TGA GCT TCT GT

Reverse: 3- GAG TGG TCC CCT TCC AGA AT

Klotho (Mm) Forward: 5- AAT TAT GTG AAT GAG GCT CTG AAA G

Reverse: 3'- TAC GCA AAG TAG CCA CAA AGG

NaPi2a (Mm) Forward: 5- GCC ACT TCT TCT TCA ACATC

Reverse: 3'- CAC ACG AGG AGG TAG AGG

1a-hidroxilasa (Mm) Forward: 5- CCG CGG GCT ATG CTG GAAC

Reverse: 3- CTC TGG GCA AAG GCA AACATCT

24-hidroxilasa (Mm) Forward: 5°- TGG GAA GAT GAT GGT GAC CC

Reverse: 3'- ACT GTT CCT TTG GGT AGC GT

GAPDH (Mm) Forward: 5°- CCA CCC AGA AGA CTG TGG AT

Reverse: 3’- CAC ATT GGG GGT AGG AAC AC

Tabla 2. Secuencias de primers utilizados en RT-gPCR en el modelo in vivo

2.2.3 ANALISIS DEL CONTENIDO PROTEICO EN TEJIDO MEDIANTE
WESTERN-BLOT.

Porciones de corteza renal se incubaron en un tampén de lisis (Tris-HCI
10mM, pH 7,6, 1% Tritbn X-100, EDTA 1mM, 0,1 % deoxicolato sédico, NaVO,4
500mM, NaF 50mM, PMSF 1mM, pepstatina/leupeptina/aprotinina 1mM) durante
20 minutos en hielo. A continuacion las muestras se centrifugaron a 13.000rpm

durante 15 minutos a 4°C, desechandose los precipitados. La concentracion de
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proteinas del sobrenadante se cuantificd utilizando el kit Dc Protein Assay (Bio-
rad, Hercules, CA, EEUU). A las muestras se les afiadio SDS 5x y se calentaron
a 95°C durante 5 minutos para conseguir la desnaturalizacién de las proteinas.

Las proteinas se separaron en funcion de su peso molecular por
electroforesis en gel de poliacrilamida (National Diagnostics, Atlanta, GA,
EEUU), de distinto porcentaje segun el peso molecular de la proteina de interés,
segun la técnica de western blot (Towbin et al., 1992). Después las proteinas se
transfirieron a membranas de PVDF (Perkin Elmer, Boston, MA, EEUU) por
transferencia semi-seca. Las membranas se bloquearon para evitar uniones
inespecificas en tampon-tris salino (TBS) con 0.1% de Tween 20 (Sigma, St.
Louis, MO, EEUU) con 5% de leche (leche en polvo desnatada, Central Lechera
Asturiana) o al 5% de albumina sérica bovina (BSA) (Sigma, St. Louis, MO,
EEUU) en el caso de los anticuerpos fosforilados, durante 1 hora a temperatura
ambiente. A continuacion las membranas se incubaron toda la noche a 4°C con
su correspondiente anticuerpo primario (Tabla 3) en BSA al 3%. A la mafiana
siguiente, tras lavar con TTBS, las membranas se incubaron con el anticuerpo
secundario correspondiente conjugado con peroxidasa 1 hora a temperatura
ambiente (Tabla 3). Por ultimo las membranas se lavaron de nuevo con TTBS y
se revelaron utilizando ECL Western blotting detection reagents (Thermo
Scientific, Rockford. IL, EEUU) y la exposicion a peliculas X-OMAT (Kodak,
Rochester, NY, EEUU).

Anticuerpo Casa Comercial Anticuerpo

Primario (Referencia) Secundario

p53(1:1000) | Sigma-Aldrich (SAB4503001) | Mouse (1:2000) (DAKO p0260)

p16 (1:1000) Abcam (3562-1) Rabbit (1:5000) (Chemicon AP132P)
ILK (1:1000) Cell Signaling (3862S) Rabbit (1:5000) (Chemicon AP132P)
GAPDH (1:1000) Sigma-Aldrich (G8795) Mouse (1:2000) (DAKO p0260)

Tabla 3. Anticuerpos utilizados para western blot en el estudio in vivo
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3 ESTUDIOS IN VITRO.

3.1 CULTIVOS CELULARES.

3.1.1 CULTIVO DE CELULAS MESANGIALES HUMANAS.

Las células mesangiales humanas (CMH) se cultivaron segun el
procedimiento descrito previamente (Diez-Marques et al., 1995). Se utilizaron
porciones de corteza renal sana de riiones humanos tras nefrectomia por
carcinoma renal. Los glomérulos se aislaron mediante tamizado y se trataron
con colagenasa para la obtencion de las células mesangiales. Las CMH se
mantuvieron en placas petri de plastco en medio RPMI 1640
(Lonza,Walkersville, M.D., EEUU), suplementado con 10% de suero fetal
bovino (FBS, fetal bovine serum), penicilina (0.66ug/ml) vy estreptomicina
sulfato (60ug/ml) (Gibco, Paisley, Reino Unido) en una atmésfera al 5% de CO,
y a 37°C de temperatura.

3.1.2 CULTIVO DE CELULAS TUBULARES DE RATON.

Las células tubulares de raton (CTM) son una linea celular murina de
células epiteliales tubulares proximales originalmente obtenidas por Eric Neilson
(Vanderbildt University, Nashville, TN) y que han sido ampliamente
caracterizadas (Haverty et al., 1988). Las células CTM se mantuvieron en placas
petri con medio RPMI 1640, suplementado con 10% de suero fetal bovino,
penicilina (0.66ug/ml) y estreptomicina sulfato (60ug/ml) en atmosfera al 5% de
CO,y a 37°C de temperatura. Las células CTM fueron amablemente cedidas por

la Dra. Ruiz de la Fundaciéon Jiménez Diaz.

3.1.3 CULTIVO DE CELULAS MUSCULARES LISAS DE AORTA
HUMANA.

Las células de musculo liso de aorta humana (CML) se obtuvieron por
disociacion enzimatica a partir de las aortas de 5 donantes de Organos de
acuerdo a las disposiciones legales espafiolas y el comité ético del Hospital
Universitario de Getafe, segun se describe previamente (Peiro et al., 2001). En
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nuestro laboratorio las células se mantuvieron en placas petri de plastico con
medio DMEM (Sigma, St. Louis, MO, EEUU) suplementado con 10% de suero
de ternera (BS, bovine serum), L-glutamina (1mM), penicilina (0.66ug/ml),
estreptomicina sulfato (60ug/ml) (Gibco , Paisley, Reino Unido) y anfotericina B
(250 pg/ml) (Lonza, Walkersville, M.D., EEUU,) en atmoésfera al 5% de CO,y a
37°C de temperatura. Las células CML fueron amablemente cedidas por el Dr.

Sanchez Ferrer de la Universidad Autbnoma de Madrid.

3.2 REACTIVOS Y CONDICIONES DE UTILIZACION.

Los tratamientos celulares se llevaron a cabo tras deprivacion de 24 horas

en medio sin suero para que las células alcanzaran la quiescencia celular.

3.2.1 ESTIMULANTES DE LA RESPUESTA CELULAR.

e Beta-glicerofosfato (BGP; Calbiochem, Gibbstown, NJ, EEUU): es un
donador de grupos fosfatos utilizado en estudios de mineralizaciéon de
matriz, actuando como inhibidor de la proteina fosfatasa. Acelera la
calcificacion vascular en células vasculares de musculo liso. EI compuesto
se utilizé a una concentraciéon final de 10mM y se incubd a distintos
tiempos. La solucidon se prepardé con agua estéril bajo condiciones de
esterilidad.

e Albumina Glicosilada (AG; Sigma, St. Louis, MO, EEUU): producto de
glicosilacion avanzado, utilizado como estimulo senescente. Se utiliz6 a
una dosis de 100ug/ml a los siguientes tiempos: 24, 48 y 72 horas. El
stock de uso se preparé con agua estéril y bajo condiciones de esterilidad.

e Glucosa Oxidasa (GOx; Sigma, St. Louis, MO, EEUU): enzima que en un
medio con glucosa es capaz de producir peroxido de hidrégeno
generando una situacién de estrés oxidativo. Se utiliz6 a una dosis de
2mU/ml y se incubo a 24,48 y 72 horas. Las diluciones se prepararon con
agua estéril en el momento de uso y bajo condiciones de esterilidad.

e Peroxido de hidrégeno (H.O,; Sigma, St. Louis, MO, EEUU): las células
se incubaron durante 1 hora con una concentracion de 1mM de H,0O,. La
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solucién de trabajo se preparé en el momento de uso, con agua estéril y

bajo condiciones de esterilidad.

3.2.2 INHIBIDORES FARMACOLOGICOS.

e Acido Fosfonoférmico (PFA; Sigma, St. Louis, MO, EEUU): inhibidor del
transportador de fosfato Pit-1, bloguea la entrada del fosfato presente en
el medio al interior de la célula. Las células se preincubaron 15 minutos
antes del tratamiento con el PFA a una concentracion de 0,5mM.

e LY294002 (LY, Cell Signaling technology, Danvers, MA, EEUU): inhibidor
selectivo de la actividad fosfatidil inositol 3 quinasa (PI3K). Utilizado a una
concentracion de 30uM. Las células se preincubaron 15 minutos antes del
tratamiento con el BGP.

¢ N-acetil-cisteina (NAC; Sigma, St. Louis, MO, EEUU): es un compuesto
antioxidante y agente mucolitico que aumenta el pool de degradadores
de radicales libres. El tratamiento con NAC se realizé 15 minutos antes
del tratamiento con el estimulo a una concentracion final de 10mM.

e Catalasa (CAT,; Sigma, St. Louis, MO, EEUU): enzima encargada de
transformar el per6xido de hidrégeno en agua y oxigeno. Las células se
preincubaron con CAT, a una concentracion de 160U/ml, 15 minutos

antes del tratamiento con el BGP.

3.3 TECNICAS EMPLEADAS.

3.3.1 ANALISIS DEL CONTENIDO PROTEICO CELULAR MEDIANTE
WESTERN BOLT.

Una vez finalizados los distintos tratamientos las células se dejaron a 4°C
donde se lavaron con PBS 1X frio dos veces y a continuacion se solubilizaron en
un tampoén de lisis (Tris-HCI 20mM ph7.4, EDTA 1mM, 10% v/v glicerol, KCI
100mM, 1% Triton X-100, 0.5% v/v B-mercaptoetanol, NaF 5mM, NavVO, 0.2mM,
MgCl, 5mM, PMSF 1mM, pepstatina/leupeptina/aprotinina 1mM). La solucion
resultante se centrifug6 a 13.000rpm durante 5 minutos a 4°C. La concentracion

de proteinas del sobrenadante se cuantificd utilizando el kit Dc Protein Assay
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(Bio-rad, Hercules, CA, EEUU). A las muestras se les afiadi6 SDS 5x y fueron
calentadas a 95°C durante 5 minutos para conseguir la desnaturalizacion de las
proteinas.

El analisis por western blot se realiz6 como describimos previamente en el
apartado 1.2.3. Los anticuerpos primarios y secundarios correspondientes
utilizados asi como las concentraciones utilizadas se muestran en la siguiente
tabla (Tabla 4).

Anticuerpo Casa Comercial Anticuerpo
Primario (Referencia) Secundario
p53 (1:1000) Sigma-Aldrich (SAB4503001)]  Mouse (1:2000) (DAKO p0260)
p16 (1:1000) Abcam (3562-1) Rabbit (1:5000) (Chemicon AP132P)
ILK (1:1000) Cell Signaling (3862S) Rabbit (1:5000) (Chemicon AP132P)
GAPDH (1:1000) Sigma-Aldrich (G8795) Mouse (1:2000) (DAKO p0260)

pGSK-38 (Ser9) (1:1000) Cell Signaling (9336) Rabbit (1:5000) (Chemicon AP132P)

GSK-3f (1:1000) Cell Signaling (9315) Rabbit (1:5000) (Chemicon AP132P)
p21 (1:500) BD biosciences (556430) |Rabbit (1:5000) (Chemicon AP132P)

pAkt (Ser 473) (1:1000) Cell Signaling (9271) Rabbit (1:5000) (Chemicon AP132P)
Akt (1:1000) Cell Signaling (9272) Rabbit (1:5000) (Chemicon AP132P)
pFoxO (1:1000) Cell Signaling (9461) Rabbit (1:5000) (Chemicon AP132P)
FoxO (1:1000) Cell Signaling (2880) Rabbit (1:5000) (Chemicon AP132P)

Tabla 4. Anticuerpos utilizados para western blot en el estudio in vitro

3.3.2 SILENCIAMIENTO DE ILK Y KLOTHO MEDIANTE ARN DE
INTERFERENCIA.
Para llevar a cabo el silenciamiento de ILK las células se transfectaron con

un ARN especifico para ILK y un ARN inespecifico como control negativo
mediante el uso de lipofectamina 2000 (Invitrogen Ltd, Paisley, Reino Unido).
Las células previamente sembradas en una placa de 6 pocillos, en condiciones
de subconfluencia, se incubaron con una mezcla de 3 oligonucleétidos
especificos (ILK1, ILK2 e ILK3) a 20nM cada uno (Bionova, Gen Link™, pre-
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designed siRNA, standar purity, annealed 27-6430-05) o con un control negativo
a 50nM (Silencer™ negative control#1 siRNA; Invitrogen Ltd, Paisley, Reino
Unido) y 3ul de lipofectamina en 1 ml de OPTI-MEN®, durante 24 horas. A
continuacion se retiré la mezcla de transfeccion y se afiadieron 2ml de medio
con suero al 10%. Las células se dejarén recuperar durante 72h. Tras el tiempo
de recuperacion las células se deprivaron y se trataron con el estimulo

correspondiente.

333 MEDIDA DE LA ACTIVIDAD B-GALACTOSIDASA POR
MISCROSCOPIA CONFOCAL.

Para poder determinar la actividad p-galactosidasa se utiliz6 como sustrato
la B-galactosidasa 5-dodecanoilaminofluoresceina  di-B-Galactopiranésido
(C12FDG,; Invitrogen Ltd, Paisley, Reino Unido) (Plovins et al., 1994).

Las células se sembraron en placas de 24 pocillos sobre cubreobjetos
circulares de cristal estériles (Microscope Cover Glass 12mm; Thermo Scientific,
Chicago, IL, EEUU). Tras el tratamiento correspondiente, las células se
incubaron con C;,FDG a una concentracion de 33uM durante 4 horas.
Posteriormente se lavaron dos veces con PBS 1X y se fijaron con
paraformaldehido al 4% en PBS 1X durante 15 minutos. A continuacion las
células se lavaron de nuevo dos veces con PBS 1X y montadas con liquido de
montaje ProLong®Gold antifade Reagement (Invitrogen Ltd, Paisley, Reino
Unido) que contiene DAPI para la tincion de los nucleos. Las muestras se
observaron en un microscopio confocal LEICA TCS-SP5 (Leica Microsystems;
Wetzlar, Alemania) utilizando un laser de excitacion a 488nm que detecta la
sonda fluorescente y un diodo de 405nm que detecta el DAPI. Las imagenes
capturadas se analizaron mediante el uso del programa ImageJ

(http://rsbweb.nhi.gov/ij/) donde medimos la intensidad de fluorescencia por

densitometria. Los resultados se mostraron en forma de tanto por ciento frente al
control.

3.3.4 MEDIDA DE LOS NIVELES DE ESPECIES REACTIVAS DE
OXIGENO Y ANION SUPEROXIDO POR MICROSCOPIA
CONFOCAL.
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Para determinar los niveles de ROS intracelulares se utiliz6 la sonda 2°,7 -
diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA; Sigma, St. Louis, MO, EEUU). Esta
sonda es permeable a la célula, en su interior es oxidada dando lugar a un
producto fluorescente DCF (Kristiansen et al., 2009). Para determinar los niveles
de anion superoxido utilizamos otra sonda fluorescente que es el dihidroetidio
(DHE; Sigma, St. Louis, MO, EEUU) permeable a la célula y utilizado como
indicador redox. Presenta fluorescencia azul hasta que es oxidado a etidio que
muestra fluorescencia en rojo (Bindokas et al., 1996). En ambos casos las
células se sembraron en placas estériles no tratadas de 35mm especificas para
confocal (lbidi; Martinsried, Alemania), las cuales se trataron previamente con
gelatina al 0.2% (Conda; National Diagnostics, Atlanta, GA, EEUU) para
favorecer la adhesion de la célula a la placa. Al dia siguiente las células se
deprivaron y se trataron con el tratamiento correspondiente. El ultimo dia de
tratamiento se retird6 el medio y se afiadié medio nuevo libre de suero con la
sonda correspondiente. En el caso de la DCFH-DA la sonda se incubdé a una
concentracion de 5uM durante 30 minutos a 37°C en oscuridad, en el caso del
DHE la sonda se incubd a una concentracién de 1.5uM durante 10 minutos a
37°C en oscuridad. Tras la incubacion con las sondas las células le lavaron dos
veces con PBS 1X y directamente se observaron en microscopio confocal. Las
imagenes capturadas se analizaron mediante el uso del programa ImageJ
(http://rsbweb.nhi.gov/ij/) donde se midid la intensidad de fluorescencia por

densitometria. Los resultados se mostraron en forma de tanto por ciento frente al

control.

3.3.5 DETERMINACION DE LOS NIVELES DE GSH REDUCIDOS.

Los niveles de glutation reducido (GSH) se determinaron usando la sonda
monoclorobimano (MCLB; Sigma, St. Louis, MO, EEUU) permeable a la célula y
gue forma un aducto con GSH que produce fluorescencia con una longitud de
onda de excitacion de 380nm (Kamencic et al., 2000). Las células se sembraron
en placas de 24 pocillos y se trataron con BGP a distintos tiempos. Una vez
finalizados los tratamientos el MCLB se afiadié al medio a una concentracion de

100uM y se incubd durante una hora a 37°C en oscuridad. Tras la hora de
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incubacion la placa se analizé en un fluorimetro Fluoroscan (Perkin Elmer Oy,
Turku, Finlandia) (20ms de tiempo de integracion a una A= 390nm de excitacion
y una A= 485nm de emisién). El basal de autofluorescencia se determiné en
células no incubadas con la sonda y se rest6 al valor de todas las muestras. La
medida de fluorescencia de células no tratadas se consider6 como el 100% de
los niveles de GSH. Como control positivo las células se trataron con H,0O,
durante 1 hora a 1mM. Los resultados se mostraron en tanto por cierto con

respecto del control.

4 ANALISIS ESTADISTICO.

Los resultados se mostraron como tanto por ciento con respecto del control
y constituyen la media + error estandar de una n de tres experimentos (ver pies
de figura). Los valores densitométricos de los western-blot se corrigieron por la

variacion de carga de las correspondientes bandas de GAPDH.

Para los analisis paramétricos de dos grupos de resultados se utilizé el test
de t de Student para datos pareados y no pareados segun el caso. Para el
andlisis de multiples grupos se utilizo6 el ANOVA de una o doble via, seguido de
una comparacion multiple de medias. Para los analisis no paramétricos de dos
grupos se utilizd la U de Mann-Whitney, mientras que para el analisis de
multiples grupos se utilizaron Friedman o Kruskal Wallis, para datos pareados o
no pareados respectivamente. Una p<0.05 fue considerada estadisticamente
significativa en todos los casos. Los analisis estadisticos se realizaron con el

Software GraphPad Prism 5.
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1. ESTUDIO IN VIVO DE LA RELACION ENTRE LA
HIPERFOSFATEMIA, EL PROCESO DE
SENESCENCIA Y LOS NIVELES DE ILK EN EL
ENVEJECIMIENTO.

1.1 LOS RATONES DE 15 MESES PRESENTAN ELEVADOS
NIVELES DE FOFATO SERICO, DISMINUCION DE LOS
NIVELES DE LA PROTEINA ANTI-ENVEJECIMIENTO KLOTHO
Y CAMBIOS EN LOS NIVELES DE PROTEINAS IMPLICADAS
EN LA REGULACION DEL METABOLISMO Ca-Pi EN
CORTEZA RENAL.

En primer lugar se analizaron los niveles de fosfato en suero de ratones
macho C57BL6 de 15 meses comparandolos con ratones de 3 meses. En los
ratones de 15 meses se observd un aumento significativo de los niveles de

fosfato con respecto a los ratones de 3 meses (Figura 1).
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Figura 1. Los niveles de fosfato se encuentran elevados en ratones de 15 meses.
Determinacion de los niveles de fosfato sérico en ratones de 3 meses (n=10) y ratones de 15
meses (n=10). *p<0.05 vs 3 meses.

Para conocer los mecanismos que podrian estar implicados en el aumento
de los niveles de fosfato en los ratones de 15 meses se analizaron los niveles de
la proteina Klotho en corteza renal mediante RT-gPCR. Klotho se encuentra
formando parte de un sistema de regulacion endocrino de los niveles
plasmaticos de fosfato junto con la vitamina D y PTH (Kuro-o, 2011). Los
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resultados muestran que los niveles de Klotho en ratones viejos se encuentran

disminuidos con respecto a los jovenes (Figura 2A).

En el riidn la activacion de la via Klotho/FGF23 regula la expresion del
cotransportardor NaPi2a presente en la membrana apical de la célula tubular,
disminuyendo su expresion y en consecuencia disminuyendo la reabsorcion de
fosfato y aumentando la excrecion renal del mismo (Cheng et al., 2011). En los
animales de 15 meses la disminucion de los niveles de Klotho se acomparié de
un aumento en la expresion de los niveles del transportador de fosfato,

determinado por RT-gPCR en corteza renal (Figura 2B).
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Figura 2. Los ratones de 15 meses presentan bajos niveles de Klotho y altos niveles del

trasportador de fosfato NaPi2a con respecto a ratones de 3 meses. (A) Analisis de los

niveles de ARNm de Klotho en animales de 3 meses (n=10) y 15 meses (n=10). * p<0.05 vs

3 meses. (B) Andlisis de los niveles de ARNm del transportador de fosfato NaPi2a en

animales de 3 meses (n=10) y 15 meses (n=10). *p<0.05 vs 3 meses.

La activacion de la via Klotho/FGF23 disminuye la expresion de la enzima
1a-hidroxilasa (Cyp27b1) en el rifidn, que genera la forma activa de la vitamina D
y aumenta la expresion de la enzima 24-hidroxilasa (Cyp24) que inactiva la
vitamina D (Cheng et al., 2011).

Por este motivo se pasoé a estudiar mediante RT-qPCR la expresion de los
genes 1a-hidroxilasa y 24-hidroxilasa. Se observéd que los niveles de la enzima

1a-hidroxilasa se encontraban aumentados de forma significativa en los ratones
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de 15 meses (Figura 3A), mientras que los niveles de la enzima 24-hidroxilasa

presentan una disminucion estadisticamente significativa (Figura 3B).
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Figura 3. Los ratones de 15 meses presentan un aumento en la expresion de 1a-
hidroxylasa y una disminucién en la expresion de 24-hidroxilasa. (A) Andlisis de los
niveles de ARNm de la enzima 1a-hidroxylasa (Cyp27bl) en animales de 3 meses (n=10) y
15 meses (n=10). (B) Analisis de los niveles de ARNm de la enzima 24-hidroxisala (Cyp24) en

animales de 3 meses (n=10) y 15 meses (n=10). *p<0.05 vs 3 meses.

Estos resultados indicarian que la hiperfosfatemia encontrada en los
ratones de 15 meses podria ser debida a una mayor absorcién renal e intestinal
de fosfato causada por la disminucion en los niveles de Klotho.

1.2 AUMENTO DE LOS NIVELES DE PROTEINAS IMPICADAS EN
EL PROCESO DE SENESCENCIA CELULAR EN CORTEZA
RENAL DE RATONES DE 15 MESES (p53 y p16™¢*?),

Para estudiar el efecto de la hiperfosfatemia sobre la senescencia de las
células renales en los ratones anteriormente analizados se evalué la expresion
de p53 y p16™**?en corteza renal aislada de ratones de 3 meses y de 15 meses.

Se analizé la expresion de la proteina p53 mediante técnicas de western-
blot, observandose un ligero aumento estadisticamente no significativo en
ratones de 15 meses (Figura 4).

En el caso de la expresién de p16™“? se observé un aumento significativo

de sus niveles de expresion en los ratones de 15 meses. (Figura 4).
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Figura 4. Aumento en la expresion de p53y p16 en ratones de 15 meses. Andlisis de

INK4a

los niveles de p53 y p16 en corteza renal de ratones de 3 y 15 meses. Arriba se muestra
un blot representatvio. Abajo se muestra el andlisis densitométrico de los niveles de p53 y
p

de 10 animales. *p< 0.05 vs 3 meses.

16" “? respectivamente de todos los animales. Los resultados son la media + error estandar

1.3 RATONES DE 15 MESES CONTIENEN ELEVADOS NIVELES DE
ILK EN CORTEZA RENAL.

En primer lugar se analizaron los valores de ILK en los grupos de ratones
de 3 y 15 meses mediante RT-gPCR, observandose un aumento significativo de
ILK en ratones de 15 meses (Figura 5A). Cuando se compararon los niveles de
ILK y los niveles de fosfato en suero se observé una correlacion positiva
estadisticamente significativa (Figura 5B). Mientras que cuando comparamos los
niveles de ILK y Klotho se observé la existencia de una correlacion negativa
estadisticamente significativa (Figura 5C).
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Figura 5. Los niveles de ILK se encuentran aumentados en el envejecimiento. (A)
Determinacion de los niveles de ARNm de ILK en animales de 3 meses (n=10) y 15 meses
(n=10). *p<0.05 vs 3 meses. (B) Andlisis estadistico de la relacion entre los niveles de ILK y
fosfato en suero mediante regresién simple. p<0.05. r’= 0.2877. (C) Andlisis estadistico de la

relacion entre los niveles de ILK y Klotho mediante regresion simple. p<0.05. r’= 0.2591.

En resumen:

e La hiperfosfatemia podria ser debida a una alteracion del eje
Klotho/FGF23. La disminucién de los niveles de Klotho podria ser la
responsable de que se produzca una mayor absorcién de fosfato a
nivel renal.

e Ratones de 15 meses presentan niveles elevados de fosfato en
sangre que vienen acompafados por un aumento en los niveles de
las proteinas implicadas en el proceso de senescencia celular (p53 'y

p16™*?) y un aumento en los niveles de ILK a nivel de corteza renal.
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2.ESTUDIO IN VITRO DE LOS MECANISMOS
IMPLICADOS EN EL PROCESO DE SENESCENCIA
CELULAR. PAPEL DE ILK.

2.1 ALTOS NIVELES DE FOSFATO INDUCEN UN AUMENTO EN LA
EXPRESION DE ILK Y SENESCENCIA CELULAR A NIVEL
VASCULAR.

Para estudiar si la hiperfosfatemia esta implicada en el proceso de

senescencia celular y si entre los mecanismos implicados en este proceso juega
un papel importante ILK, se trataron con altos niveles de fosfato células de
musculo liso de aorta humanas (CML). Estas células presentan el transportador
de fosfato dependiente de sodio tipo Il (Pit-1), pudiendo incorporar el fosfato al
interior celular.
2.1.1 ElI BETA-GLICEROFOSFATO INDUCE SENESCENCIA EN
CELULAS VASCULARES DE MUSCULO LISO HUMANAS A
TRAVES DE LA VIA p53 Y p16™2,

Se utilizé beta-glicerofosfato (BGP) como fuente exdgena de fosfato. En
primer lugar se determind si el BGP induce senescencia en CML mediante
tincion con B-gal. Para ello se trataron células CML con BGP 10mM en ausencia
de suero fetal bovino a distintos tiempos. La actividad B-galactosidasa se
incrementd de forma tiempo-dependiente presentando un maximo a las 72h de

tratamiento (Figura 6).
Control 24h 48h 72h

Figura 6. El beta-glicerofosfato induce senescencia
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Para comprobar si el aumento de la actividad -galactosidasa asociada a
senescencia era especifico de los altos niveles de fosfato se uso6 un inhibidor del
transportador de fosfato Pit-1, el acido fosfonoférmico (PFA). Cuando las células
se trataron con PFA 0.5mM antes de afiadir el BGP, se previno el aumento de la
actividad B-galactosidasa inducida por BGP (Figura 7).
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Figura 7. El acido fosfonofémico previene de la senescencia inducida por beta-
glicerofosfato. Determinacion de la actividad B-galactosidasa en CML tratadas con PFA
0.5mM y BGP 10 mM durante 48h. A la izquierda imagen representativa de cada uno de los
tratamientos. A la derecha se muestra el andlisis densitométrico. Los resultados son la media
* error estandar de 3 experimentos. *p<0.05 vs control.

A continuacién se analizaron las vias de senescencia implicadas en el
efecto del BGP. En primer lugar se analizé la expresion de p53 y su diana
transcripcional p21 mediante western-blot. En el caso de p53 el BGP produjo un
aumento significativo en su expresion de forma tiempo-dependiente a partir de
las 24h de tratamiento. Los niveles de p21 también aumentaron con el
tratamiento de forma tiempo-dependiente siendo su aumento significativo a las
72h (Figura 8). En el caso de p16™**? el tratamiento con BGP indujo un aumento

significativo en su expresién a las 24h que se mantuvo en el tiempo (Figura 8).
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Figura 8. El tratamiento con beta-glicerofosfato induce senescencia via p53 y p16™<*.
Determinacion de los niveles de p53, p21 y p16™“* en CML tratadas con BGP 10 mM durante
a distintos tiempos. A la izquierda se muestra un blot representativo. A la derecha y abajo,
analisis densitométrico. Los resultados son la media + error estdndar de 3 experimentos.
*p<0.05 vs control.
El tratamiento previo con 0.5mM de PFA previno el aumento de p53 y
p16™““?inducido por BGP (Figura 9).
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Figura 9. El tratamiento con PFA previno el aumento de ILK, p53y p16 . Medicion de
los niveles de p53 y p16™“* en células CML tratadas con PFA 0.5mM y BGP 10mM durante
48h. A la izquierda blot representativo. A la derecha se muestra el andlisis densitométrico. Los

resultados son la media + error estdndar de 3 experimentos. *p<0.05 vs control.
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2.1.2. LA SENESCENCIA INDUCIDA POR EL BETA-GLICEROFOSFATO
ES DEPENDIENTE DE ILK.

Para estudiar si los altos niveles de fosfato producian un aumento en los
niveles de ILK se trataron células CML con BGP 10mM y se analizaron los
niveles de expresion de ILK y su actividad. La actividad quinasa se determiné de
forma indirecta mediante el andlisis de los niveles de fosforilacion en la Serina 9
de GSK-3B, uno de sus principales substratos. La expresiéon de ILK aumenté a
las 24h de tratamiento siendo estadisticamente significativo a las 48h mientras

que la actividad de ILK aument6 a las 24h de tratamiento (Figura 10).
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Figura 10. El tratamiento con BGP produce aumento en los niveles de ILK y de su
actividad guinasa. Estudio de la expresion de ILK y de pGSK-3B en células tratadas con
BGP 10mM a distintos tiempos. A la izquierda se muestra un blot representativo y a la derecha
el andlisis densitométrico de todos los experimentos. Los resultados son la media + error
estandar de 3 experimentos. *p<0.05 vs control.

Una vez observado el incremento en la actividad y la expresion de ILK por
efecto del BGP, se realizaron transfecciones en las CML con un ARN de
interferencia especifico para ILK con el objetivo de silenciar su expresion y
evaluar si la senescencia inducida por BGP es dependiente de ILK. Para
comprobar si hubo silenciamiento de ILK se analizé su expresion y su actividad
quinasa, pudiéndose observar un descenso en la expresion de ILK y en la
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fosforilacion de GSK-3B (Ser 9) en presencia del tratamiento a diferencia de las
transfectadas con un ARN de interferencia sin diana. Cuando se trataron con
BGP 10mM las células transfectadas con el ARN de interferencia de ILK (SIRNA
ILK) no se observd ningin aumento en la expresion de las proteinas p53 y

p16™K*? (Figura 11).
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Figura 11. El silenciamiento de ILK revierte el aumento en la expresién de p53y p16"™"*

INK4a

inducido por BGP. Andlisis de la expresion de los niveles de p53 y p16 en células CML

transfectadas con ARN de interferencia contra ILK 20nM (siRNA ILK) o ARN sin diana (SiRNA
C) y tratadas con BGP 10mM durante 48h. A la izquierda se muestra un blot representativo y
a la derecha el analisis densitométrico de todos los experimentos. Los resultados son la media
* error estandar de 3 experimentos. *p<0.05 vs control.

Estos datos mostraron que la presencia de ILK es necesaria para que se
produzca el aumento en la expresiébn de ambas proteinas implicadas en el
proceso de senescencia. Ademas, se observé mediante tincién con (3-gal, que el
silenciamiento de ILK previno el aumento de la actividad (-galactosidasa
asociada a senescencia inducida por el tratamiento con BGP a las 48h (Figura
12).
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Figura 12. El silenciamiento de ILK previene de la senescencia inducida por beta-
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glicerofosfato. Andlisis de la actividad p-galactosidasa en CML con ILK silenciada y tratadas
con BGP 10 mM durante 48h. A la izquierda imagen representativa de cada uno de los
tratamientos. A la derecha se muestra el analisis densitométrico. Los resultados son la media

* error estdndar de 3 experimentos. *p<0.05 vs control.

2.1.3. LA SENESCENCIA CELULAR INDUCIDA POR BETA-
GLICEROFOSFATO ES DEPENDIENTE DE LA VIA PI3K-AKT-
FOXO.

A continuacién se analizaron las posibles vias implicadas en el proceso de
senescencia celular mediado por ILK. Para ello se determinaron en primer lugar
los niveles de fosforilacion de uno de los efectores de la actividad quinasa de ILK
junto con GSK-3[, Akt en su Serina 473 (Delcommenne et al.,1998), asi como
los niveles de fosforilacion del factor de transcripcion FoxO, que fosforilado por
Akt se encuentra inactivo. Cuando se incubaron células CML con BGP 10mM a
distintos tiempos se observdé un aumento significativo en los niveles de
fosforilacion de Akt (Ser 473) a las 24h de tratamiento que decay6 con el tiempo
(Figura 13A). En el caso del factor de transcripcion FoxO se observé un aumento
significativo en su fosforilacion a las 24h que luego volvié a niveles basales
(Figura 13B). Para comprobar que la activacion de Akt es dependiente de ILK se
transfectaron CML con un ARN de interferencia especifico para ILK, pudiéndose
observar como al silenciar la expresion de ILK no se producia el aumento en la
fosforilacién de Akt (Ser 473) en presencia de BGP (Figura 14).
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Figura 13. El BGP induce la fosforilacion de Akt y FoxO. (A) Andlisis de la fosforilacion de
Akt en su serina 473 tras tratamiento con BGP 10mM hasta 72h. (B).Andlisis de la
fosforilacién de FoxO en CML tratadas con BGP 10mM hasta las 72h. Arriba se muestra blot
representativo y abajo el analisis densitométrico. Los resultados son la media + error

estandar de 3 experimentos. *p<0.05 vs control
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Figura 14. El silenciamiento de ILK revierte la fosforilacion de Akt inducida por BGP.
Andlisis de la expresion de la fosforilacion de Akt en la Serina 473 en CML transfectadas con
ARN de interferencia contra ILK 20nM (siRNA ILK) o ARN sin diana (siRNA C) y tratadas con
BGP 10mM durante 24h. A la izquierda se muestra un blot representativo y a la derecha el
analisis densitométrico de todos los experimentos. Los resultados son la media + error

estandar de 3 experimentos. *p<0.05 vs control.
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Para estudiar si el aumento de ILK inducido por BGP es dependiente de
PI3K se preincubaron durante 15 minutos células CML con 30uM de LY294002
(LY), un inhibidor farmacologico de PI3K. Se observé que el tratamiento con LY
previno el aumento en los niveles de expresion de ILK y de su actividad,
determinada por la fosforilacion de Akt en su Serina 473, en presencia del
tratamiento. También se pudo comprobar que la ausencia de aumento en los
niveles de ILK y de su actividad vino acompafiada por una ausencia en el
aumento de los niveles de expresion de las proteinas p53 y p16™*® implicadas
en la senescencia celular (Figura 15). 180 -
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Figura 15. El tratamiento con el inhibidor de PI3K previno el aumento de ILK, p53 y
INK4a INK4

pl6 por BGP. Medicion de los niveles de ILK, p53 y p16
LY294002 30uM y BGP 10mM durante 24h. A la izquierda blot representativo. A la derecha

en células CML tratadas con

se muestra el andlisis densitométrico. Los resultados son la media + error estandar de 3

experimentos. *p<0.05 vs control.

2.1.4. EL TRATAMIENTO CON BETA-GLICEROFOSFATO PRODUCE UN
AUMENTO EN EL ESTRES OXIDATIVO CELULAR DEPENDIENTE
DE ILK.
Para analizar si el tratamiento con BGP producia una disminucion en la
capacidad antioxidante de la célula provocando una situacién de estrés oxidativo

se determinaron los niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS), de anion
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superoxido (O2) y los niveles de GSH reducidos en CML tratadas con BGP
10mM. Los niveles de ROS aumentaron significativamente de forma tiempo-
dependiente (Figura 16A). Los niveles de (Oy) se presentaron aumentados de
forma significativa a las 48h de tratamiento (Figura 16B). Los niveles de GSH
reducidos disminuyeron significativamente de forma tiempo-dependiente con el

tratamiento (Figura 16C), indicando un desequilibrio a favor de la produccion de

oxidantes.
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Figura 16. El tratamiento con BGP produce
estres oxidativo. (A) Medida de la produccion
"0 de ROS y (B) anién superoxido en CML tratadas
M ‘ con BGP 10mM hasta las 72h. Arriba se
] * muestran imagenes representativas de cada

tratamiento y abajo el andlisis densitométrico. (C)
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0,1mM media + error estandar de 3 experimentos.

*p<0.05 vs controal,
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Para estudiar si el aumento en la expresion de ILK esta ligado al aumento
en la produccion de oxidantes se transfectaron CML con un ARN de interferencia
especifico de ILK. Se observé que el silenciamiento de ILK inhibié tanto el
aumento en los niveles de ROS (Figura 17A) como de anion superoxido (Figura
17B), asi como la deplecion de GSH por el tratamiento con BGP (Figura 17C).
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Figura 17. La deleccion de ILK previene del estrés oxidativo inducido por BGP (A)
Determinacion de los niveles de ROS en CML transfectadas con ARN de interferencia contra
ILK 20nM (siRNA ILK) o ARN sin diana (siRNA C) y tratadas con BGP 10mM durante 48h. (B)
Medida de la produccién de anidn superéxido en las mismas concidiones. Arriba se muestran
imagenes representativas de cada tratamiento y abajo el analisis densitométrico. (C) Medicion
de los niveles de GSH reducido en CML con ILK deleccionada y tratadas con BGP 10mM a

48h. Los resultados son la media + error estandar de 3 experimentos. *p<0.05 vs control.
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Para comprobar si la senescencia celular inducida por los altos niveles de
fosfato y mediada por ILK era debida al estrés oxidativo, se analizaron los
niveles de expresion de p53 y p16™*? tras afiadir un compuesto antioxidante
como es la N-acetil-cisteina (NAC) (10mM) o suplementando el medio con
catalasa exdgena (CAT) (160U/ml) durante 15 minutos de forma previa al

tratamiento con BGP 10mM durante 48 horas.

El tratamiento previo con NAC antes de la adicion de BGP inhibi6 el

aumento tanto en los niveles de expresién de p53 como de p16™“? sin

embargo no se observé la prevencion en el aumento de ILK (Figura 18).
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Figura 18. El tratamiento con NAC previno el aumento de p53 y pl6 inducido por
BGP. Medicion de los niveles de ILK, p53 y p16™** en células CML tratadas previamente con
NAC 10mM durante 15 minutos y posteriormente con BGP 10mM durante 48h. A la izquierda
se muestra un blot representativo y a la derecha se muestra el analisis densitométrico. Los

resultados son la media * error estdndar de 3 experimentos. *p<0.05 vs control,

Por otro lado, también se pudo observar como la adicibn de catalasa

exdgena 160 U/ml al medio de cultivo impedia el aumento de la expresion de las

6|NK4a

proteinas p53 y pl en presencia de BGP (Figura 19). Ambos resultados
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muestran como la senescencia celular es consecuencia de un estado de estrés

oxidativo dependiente del aumento en la expresion de ILK.
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Figura 19. La adicién de catalasa exdgena previno el aumento de p53y pl16
K4 en células CML tratadas con CAT 160U/ml y

BGP 10mM durante 48h. A la izquierda se muestra un blot representativo y a la derecha se

por BGP. Andlisis de los niveles de p53 y p16

muestra el analisis densitométrico. Los resultados son la media * error estandar de 3

experimentos. *p<0.05 vs control.

2.15 LA DIETA ALTA EN FOSFATO INDUCE AUMENTO EN LOS
NIVELES DE ILK IN VIVO.

Para establecer si existe relacion in vivo entre los altos niveles de fosfato,
el aumento de expresion de ILK y la senescencia, empleamos un modelo in vivo
de calcificacion vascular. Para ello, se analizaron los niveles de ILK, p53y
p16™*® en muestras de aorta de ratas Wistar a las cuales se les habia sometido
a una nefrectomia 5/6 y se les habia administrado una dieta rica en fosfato
durante 12 semanas (PA) frente a ratas a las cuales se les habia sometido a la

cirugia pero se les administr6é una dieta normal en fosfato (Control).

Los niveles de ILK y proteinas implicadas en el proceso de senescencia
fueron analizados mediante western-blot en el extracto proteico de aortas
aisladas de ambos grupos de animales, pudiéndose observar un aumento

significativo en la expresion de ILK en las ratas con la dieta rica en fosfato. Este
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aumento en los niveles de ILK vino acompafado de un aumento en la expresion

de los niveles de p53 y p16™ *® estadisticamente significativos (Figura 20).
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Figura 20.Los animales con la dieta rica en fosfato presentan elevados niveles de ILK.
(A) Niveles de fosfato en sangre (mg/ml) en ratas con nefrectomia 5/6 alimentados con dieta
normal (Control) o animales con dieta alta en fosfato. (B) Analisis de la expresion de ILK en
aorta de ratas con nefrectomia 5/6 alimentados con dieta normal (Control) o dieta alta en
fosfatos (PA). A la derecha se muestra un blot representativo y abajo se muestra el andlisis
densitométrico. Los resultados son la media + error estandar de una n=5 animales control y

n=6 animales PA. *p<0.05 vs control.

En resumen:

e El beta-glicerofosfato induce senescencia celular en CML a través de la
via p53-p21y p16™“2,

e El tratamiento con beta-glicerofosfato induce aumento en la expresion de
ILK y de su actividad quinasa.

e El aumento en los niveles de ILK es dependiente de PI3K y produce un
aumento en la via de sefalizacion Akt-FoxO.
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e El tratamiento con BGP induce un desequilibrio oxidacion/reduccion con
aumento en la produccién de ROS y anidn superéxido y una disminucion
en los niveles de GSH reducidos. Este desequilibrio quizas pueda ser
debido a que la fosforilacidon de FoxO produce una disminucién en la
produccion de enzimas antioxidantes como son catalasa o superoxido
dismutasa.

e La senescencia celular inducida por el beta-glicerofosfato es
consecuencia final de una situacion de estrés oxidativo dependiente de
ILK (Figura 21).
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Figura 21. Modelo propuesto de las vias implicadas en la induccién de senescencia en

células CML tras el tratamiento con el beta-glicerofosfato

93



RESULTADOS

2.2 DISTINTOS ESTIMULOS SENESCENTES INDUCEN UN
AUMENTO EN LA EXPRESION DE ILK EN CELULAS
MESANGIALES HUMANAS Y CELULAS TUBULARES DE
RATON.

221 LA ALBUMINA GLICOSILADA Y LA GLUCOSA OXIDASA
INDUCEN SENESCENCIA EN CELULAS MESANGIALES
HUMANAS Y CELULAS TUBULARES DE RATON.

Para comprobar si la albumina glicosilada (AG) induce senescencia
celular se estudi6 la expresion de p53 en células mesangiales humanas (CMH)
y células tubulares de raton (CTM) tratadas con 100ug/ml de AG a diferentes
tiempos en ausencia de suero fetal bovino. El tratamiento con AG produjo un
aumento en la expresion de p53 tiempo-dependiente, observandose un
aumento significativo a partir de las 24h de tratamiento en el caso de las CMH
(Figura 24A) vy a partir de las 48h en el caso de las CTM (Figura 24B).
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Figura 24. El tratamiento con AG aumentd la expresion de p53 de manera tiempo-
dependiente. (A) v (B) Analisis de los niveles de p53 en CMH y CMT tratadas con AG
100pg/ml hasta 72 horas. A la izquierda se muestra un blot representativo y a la derecha el
analisis densitométrico. Los resultados son la media + error estdndar de 3 experimentos.
*p<0.05 vs control.
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A continuacién, se analizo6 si la glucosa oxidasa (GOx) inducia senescencia
celular en células CTM. Para ello, se trataron CTM con GOx a una dosis de
2mU/ml hasta 72 horas en ausencia de suero fetal bovino y se analiz6 la via de
senescencia de p53 mediante wetern-blot. El tratamiento con GOx indujé un
aumento en los niveles de p53 estadisticamente significativo a las 72h de

tratamiento (Figura 25).
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Figura 25. La GOx produjo unaumento en los niveles de p53. Estudio de la expresién de
p53 en células CTM tratadas con 2mU/ml de GOx de forma tiempo-respuesta. A la izquierda
se muestra un blot representativo y a la derecha el analisis densitométrico de todos los
experimentos. Los resultados son la media *+ error estandar de 3 experimentos. *p<0.05 vs

control.

222 EL TRATAMIENTO CON ALBUMINA GLICOSILADA Y
GLUCOSA OXIDASA PRODUCE UN AUMENTO EN LA
EXPRESION DE ILK EN CELULAS MENSAGIALES HUMANAS Y
CELULAS TUBULARES DE RATON.

En primer lugar se analiz6 el efecto que presentaba el tratamiento con AG
sobre la expresion de ILK y su actividad mediante la determinacién de los
niveles de GSK-3p fosforilada en la Serina 9. El tratamiento con AG produjo un
aumento en los niveles de ILK en células CMH significativo a partir de las 24h,
asi como un aumento en los niveles de GSK-3p fosforilada frente a la total,
siendo significativo a las 48h (Figura 26A). En el caso de las células CTM la AG
también indujo un aumento en los niveles de ILK y en su actividad significativo
a partir de las 24h del tratamiento (Figura 26B).
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Figura 26. El tratamiento con AG indujo un aumento en los niveles de ILK y también un
incremento en su actividad. (A) Estudio de la expresion de ILK y de pGSK3B en células
CMH tratadas con AG 100ug/ml de manera tiempo-respuesta. (B) Estudio de la expresion de
ILK y de pGSK3p en células CTM tratadas con AG 100ug/ml de manera tiempo-respuesta. A
la izquierda se muestra un blot representativo y a la derecha el andlisis densitométrico. Los

resultados son la media * error estandar de 3 experimentos. *p<0.05 vs control.

Cuando tratamos células CTM con GOx, también se pudo observar como

dicho estimulo senescente indujé un aumento tanto en los niveles de ILK como
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de su actividad quinasa. Los niveles de ILK aumentaron a las 48h tras
tratamiento, mientras que los niveles de pGSK-3[3 (Ser 9) aumentaron a las 24h

después de anadir el tratamiento (Figura 27).
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Figura 27. El tratamiento con GOx produce aumento en los niveles de ILK asi como una
induccion de su actividad. Determinacion de los niveles de ILK y de pGSK-3f en células
tratadas con GOx 2mU/ml a distintos tiempos. A la izquierda se muestra un blot y a la derecha
el andlisis densitométrico de todos los experimentos. Los resultados son la media + error

estandar de 3 experimentos. *p<0.05 vs control.

2.2.3 LA SENESCENCIA INDUCIDA POR ALBUMINA GLICOSILADA
ES DEPENDIENTE DE ILK.

Con el propésito de estudiar la importancia de ILK en el proceso de
senescencia celular, se analizé si el efecto de AG sobre p53 era dependiente
de ILK mediante la realizacion de transfecciones en las CMH y CTM con un
ARN de interferencia especifico de ILK que silencié su expresién. En ambas
estirpes celulares se pudo observar que al silenciar la expresién de ILK con el
ARN de interferencia (siRNA ILK) no se producia el aumento en los niveles de
p53 tras el tratamiento con AG 100ug/ml durante 48h (Figura 28).
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Figura 28. El silenciamiento de ILK previno el aumento de p53 inducido por AG. (A)

Analisis de la expresion de p53 en células CMH transfectadas con ARN de interferencia contra
ILK 20nM (siRNA ILK) o ARN sin diana (siRNA C) y tratadas con AG 100ug/ml durante 48h. (B)
Medida de la expresion de p53 en células CTM tratadas de igual forma que las CMH. Arriba se
muestra un blot representativo y abajo el analisis densitométrico. Los resultados son la media +
error estandar de 3 experimentos. *p<0.05 vs control.

En resumen:

e La AGyla GOx inducen senescencia celular a través de la via de p53.

e Ambos estimulos senescentes inducen un aumento en los niveles de ILK

y en su actividad quinasa.

¢ El aumento en los niveles de p53 fue dependiente de ILK. La deleccién

de ILK produce la prevencién del aumento de expresion de p53 en

presencia de AG.
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DISCUSION

1. LOS ALTOS NIVELES DE FOSFATO SERICO EN RATONES DE 15
MESES VIENEN ACOMPANADOS DE SENESCENCIA CELULAR Y
AUMENTO EN LOS NIVELES DE ILK EN CORTEZA RENAL.

El envejecimiento es uno de los principales factores de riesgo en el
desarrollo de enfermedades relacionadas con la edad como son el cancer,
enfermedades cardiovasculares, ictus, enfermedad renal cronica y desérdenes
neurodegenerativos, las cuales constituyen las principales causas de muerte y
discapacidad en la sociedad envejecida occidental. El retardo de fenbmenos que
tienen lugar durante el proceso de envejecimiento, en el caso de que fuera
posible, podria constituir una forma de prevenir el desarrollo de dichas

enfermedades, reducir la mortalidad y mejorar la calidad de vida (Kuro-o, 2010).

Los cambios que tienen lugar durante el proceso de envejecimiento
conducen a la disminucion funcional de varios 6rganos, incluido el rifion y el
sistema cardiovascular (Davies et al., 1989). Las modificaciones de los rifiones
relacionadas con el envejecimiento incluyen cambios en la estructura glomerular,
como son el engrosamiento de la membrana basal y expansion de la matriz
mesangial (Razzaque, 2007); que a menudo se acompafian por cambios
funcionales tubulares. A nivel vascular, el envejecimiento condiciona cambios
estructurales y funcionales como son: hipertrofia del ventriculo izquierdo,
calcificaciones de las valvulas cardiacas, disminucién del nimero de miocitos y
sustitucion por tejido fibroso, endurecimiento de la pared del vaso arterial y
estenosis. Funcionalmente, estos cambios se traducen en acortamiento de la
fase de llenado diastdlico, disfuncion endotelial o aumento de la presion arterial

sistélica, entre otras alteraciones (Wei, 1992; Cheitlin, 2003).

El proceso de envejecimiento puede ser acelerado o retardado por varios
factores ambientales. Estudios recientes en animales, asi como estudios
epidemiologicos, han planteado la posibilidad de que el fosfato pudiera ser uno
de estos factores. En un estudio de fisiologia comparada se ha podido observar
la existencia de una correlaciéon negativa entre los niveles de fosfato en sangre y
la longevidad de distintas especies (Kuro-o, 2010). Esto sugiere que puede

existir una relacion entre los elevados niveles de fosfato y la vida media.
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Por otro lado, modelos animales de envejecimiento prematuro, como son el
raton deficiente en Klotho y el raton deficiente en FGF23, presentan multiples
trastornos similares a los que tienen lugar durante el proceso de envejecimiento:
hipogonadismo, retraso en el crecimiento, involucion timica, calcificacion
vascular, osteopenia, etc...acompanados de elevados niveles de fosfato en
sangre (Kuro-o, 2011). El gen Klotho es uno de los factores que regulan el
proceso de envejecimiento. Klotho codifica para una proteina transmembrana de
130KDa que se expresa principalmente en el rifion (Kuro-o et al., 1997). Su
funcion fundamental es actuar como cofactor del receptor FGF23, hormona que
regula la excrecion de fosfato y la sintesis de vitamina D activa en el rifiébn (Kuro-
0, 2006; Kurosu et al., 2006; Urakawa et al., 2006). El papel de la
hiperfosfatemia en el envejecimiento ha comenzado a ser explorado en los
altimos afos. Se ha visto que los fenotipos de envejecimiento prematuro
observados en los ratones deficientes en Klotho y en FGF23 pueden ser
revertidos mediante la disminucién de la hiperfosfatemia por intervenciones
genéticas y nutricionales, incluyendo la dieta baja en fosfato, dieta baja en
vitamina D y el bloqueo de genes implicados en la reabsorcion renal de fosfatos
y la accion de la vitamina D (Morishita et al., 2001; Stubbs et al., 2007). Ademas,
se ha observado que el aumento del fosfato en la dieta de ratones deficientes en
Klotho, en los que el fenotipo de envejecimiento se ha revertido mediante el
bloqueo de la absorcién renal de fosfatos, induce envejecimiento (Ohnishi y
Razzaque, 2010). Estas observaciones indican que la retencién de fosfato podria
ser la responsable de los fenotipos de envejecimiento, implicando una posible

relacion entre el envejecimiento y el fosfato.

La hiperfosfatemia se ha relacionado con la aparicion de enfermedades
vasculares, principalmente en pacientes con ERC, cuyos niveles de calcio y
fosforo elevados aumentan las calcificaciones vasculares. Estos pacientes
presentan niveles reducidos de Klotho (Foley, 2009). La reduccion de los niveles
de fosfato mediante el uso de quelantes o una dieta baja en fosfato ha sido
considerada una estrategia terapeultica importante para el tratamiento de
individuos con ERC.
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Se ha descrito que el efecto de la hiperfosfatemia sobre el envejecimiento
viene determinado por la induccion de estrés oxidativo y el aumento de la
sensibilidad del receptor de insulina IGF-1, aunque los mecanismos implicados

en estos procesos todavia no se han descrito en profundidad (Kuro-o, 2010).

Es de destacar que existe una fuerte relacion entre el envejecimiento y la
senescencia celular, que viene caracterizada por hipertrofia celular, aumento en
la actividad B-galactosidasa a pH 6 y aumento en la expresion de inhibidores de
ciclo celular como son p53, p16™ %y p21 (Hinkal et al., 2009). Estudios previos

han mostrado que la actividad SA-B-gal y los niveles de expresion de p16™<42

se
encuentran aumentados en rifiones envejecidos (Zhou et al., 2008; Yang y Fogo,

2010).

Por otro lado, ILK es una proteina citoplasmética que participa en el
complejo de unién a integrinas. ILK se encuentra implicada en la regulacién de
numerosos procesos celulares tales como supervivencia, migracion o invasion;
asi como en la acumulacion de matriz extracelular. El papel de ILK en el
envejecimiento ha comenzado a ser estudiado recientemente. Datos previos han
mostrado que los niveles de ILK se encuentran aumentados en ratas viejas (Gu
et al., 2005), abriendo un frente de estudio sobre el papel que puede jugar ILK
dentro del proceso de envejecimiento. De igual forma, en un estudio realizado en
cultivos primarios de células renales se ha podido observar como la expresion de
ILK correlaciona positivamente con la actividad (-galactosidasa asociada a
senescencia y negativamente con la proliferacion celular, sugiriendo que ILK
podria estar implicada en el proceso de senescencia celular en el envejecimiento
renal (Li et al., 2004). Sin embargo, aun se desconoce si el aumento en los
niveles de ILK es una consecuencia del envejecimiento o es el incremento en la
sefalizacion a través de esta via lo que promueve el envejecimiento. A favor de
esta segunda idea se ha descrito que la sobreexpresion de ILK en cardiomiocitos
acelera el proceso de senescencia celular y que la sobreexpresion de ILK viene
acompafada de un aumento en la expresion de p53, p21 y un aumento en la

actividad B-galactosidasa (Chen et al., 2006).
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En el presente trabajo se describe que ratones de 15 meses presentan
elevados niveles de fosfato asociados a senescencia celular y elevados niveles
de ILK a nivel renal, postulandose el aumento en la expresion de los niveles de
ILK como uno de los posibles mecanismos implicados en la induccién de
senescencia celular por los altos niveles de fosfato.

Con el objetivo de analizar los posibles mecanismos responsables del
aumento de los niveles de fosfato sérico en los ratones de 15 meses, que
muestran los primeros signos de envejecimiento, se determinaron los niveles de
expresion de Klotho en corteza renal. Los niveles de fosfato en sangre se
encuentran mediados por reguladores como la vitamina D, PTH y FGF23/Klotho;
gue funcionan con una regulacion de retroalimentacion negativa (eje endocrino
hueso-rifion-paratiroides) (Kuro-o, 2009; Wang y Sun, 2009). FGF23/Klotho se
encuentran regulando la expresion de genes implicados en el metabolismo del
Ca-Pi como son: el transportador de fosfato NaPi2a, la enzima 1a-hidroxilasa y
la enzima 24-hidroxilasa (Kuro, 2011). Los resultados muestran como los niveles
de Klotho se encuentran disminuidos en los ratones de 15 meses con respecto a
los ratones de 3 meses de edad. Estudios previos han mostrado que los niveles
de expresién de Klotho se encuentran disminuidos en corteza renal de ratas
viejas (Zuo et al., 2011).

Debido a la disminucién en la expresion de la proteina anti-envejecimiento
Klotho en nuestros ratones de 15 meses, es posible que FGF23 no lleve a cabo
su accion normal en el rifidn ya que no es capaz por si solo de unirse a su
receptor. De hecho en los resultados obtenidos se puede observar como, por un
lado, los niveles del transportador NaPi2a se encuentran aumentados en corteza
renal de ratones de 15 meses, lo que conlleva una mayor reabsorcién de fosfato
a nivel renal. Por otro lado, se puede observar como los niveles de la enzima 1a-
hidroxilasa se encuentran aumentados en los ratones de 15 meses mientras que
los niveles de la enzima 24-hidroxilasa se encuentran disminuidos. En conjunto
estos datos sugieren que los niveles de vitamina D activa podrian estar
aumentados en los ratones de 15 meses. La vitamina D actuaria a nivel intestinal
absorbiendo mayor cantidad de fosfato y por tanto provocando un aumento en

los niveles de fosfato en plasma. En resumen, nuestros datos indicarian que el
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aumento de los niveles de fosfato en plasma es debido a una mayor absorcién
renal e intestinal del fosfato como consecuencia de la disminucion de los niveles
de Klotho.

Cuando se analizé la senescencia celular en la corteza renal de estos
animales se observo un ligero aumento en la expresiéon de p53 y un aumento
significativo de la expresién de p16™*? en los ratones con 15 meses de edad
con respecto a los ratones de 3 meses, indicando que los ratones viejos

presentan senescencia celular.

Ademas, en nuestros ratones de 15 meses se observo un aumento en la
expresion de ILK con respecto a los ratones de 3 meses a nivel de corteza renal.
Este aumento en la expresion de ILK correlaciona positivamente con el aumento
en los niveles de fosfato en plasma, mientras que muestra una correlacion

negativa con los niveles de expresion de Klotho.

En resumen, se puede decir que en los ratones de 15 meses de edad se
observa un fendmeno de hiperfosfatemia, que puede ser debido a la disminucién
de los niveles de expresion de Klotho en corteza renal por alteracion de la
expresion de enzimas implicadas en el metabolismo del Ca-Pi: NaPi-2a, 1a-
hidroxilasa y 24-hidroxilasa. Ademas, estos ratones viejos muestran senescencia
celular y elevados niveles de expresion de ILK a nivel de corteza renal. Tomando
en consideracion los resultados obtenidos y teniendo en cuenta que los efectos
de la hiperfosfatemia son muy importantes a nivel cardiovascular, se procedio a
analizar los efectos de los altos niveles de fosfato a nivel vascular, asi como el

papel que ILK pudiera tener en este proceso.

2. LOS ALTOS NIVELES DE FOSFATO INDUCEN SENESCENCIA
CELULAR EN CELULAS VASCULARES DE MUSCULO LISO
HUMANAS A TRAVES DE UN AUMENTO EN LOS NIVELES DE ILK.

Para analizar si los altos niveles de fosfato inducian senescencia
celular a nivel vascular y qué mecanismos podian estar implicados en este
proceso, se realizaron estudios in vitro en células vasculares de musculo liso de

aorta humanas (CML). Estas ceélulas presentan transportadores de fosfato
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dependientes de sodio tipo Il (Pit-1), siendo capaces de incorporar el fosfato
presente en el plasma al interior celular. La captacion de fosfato a través de Pit-1
es esencial para la calcificacion de CMLs y su modulacion fenotipica en
respuesta a los altos niveles de fosfato (Li et al., 2006). El beta-glicerofosfato
(BGP) es un compuesto utilizado como fuente exdgena de fosfato. La liberacién
de fosfatos se produce in vitro por la actuacién sobre el compuesto de la
fosfatasa alcalina presente en CMLs. Estudios previos han mostrado que la
exposicién durante largos periodos de tiempo a BGP induce calcificacién en
células vasculares de musculo liso de raton, siendo la calcificacion vascular una
de las principales consecuencias de la hiperfosfatemia asociada al

envejecimiento (Chen et al., 2002).

Para el estudio de la senescencia celular inducida por la presencia de BGP,
en primer lugar se evaluo la actividad de la enzima B-galactosidasa. Para
completar el estudio de la senescencia celular se analizaron las vias inductoras

de senescencia p53-p21 y p16™**® mediante western-blot.

Los resultados muestran un aumento en la actividad B-galactosidasa y en

642 tras el tratamiento con BGP. Para analizar si

la expresion de p53, p21ly pl
este aumento en la senescencia celular era especifico de los altos niveles de
fosfato, células CML se incubaron con un inhibidor del trasportador de fosfato
Pit-1, el acido fosfonoférmico (PFA), que previene la calcificacion vascular in
vitro (Villa-Bellosta y Sorribas, 2009). En presencia del PFA no se observé
aumento en la actividad B-galactosidasa ni en los niveles de expresion de p53 y
p16™ *? en respuesta a la presencia de BGP, mostrando un efecto especifico de

los altos niveles de fosfato sobre la senescencia celular.

ILK podria desempefiar un papel importante en el proceso de senescencia
celular, siendo capaz de acelerar el proceso (Chen et al., 2006). Para comprobar
si el efecto de la senescencia celular inducida por BGP pudiera ser debido a un
aumento en los niveles de ILK, en primer lugar se analizé mediante western-blot
el efecto del BGP sobre los niveles de expresion de ILK y su actividad, medida
de forma indirecta mediante la determinacidén de los niveles de fosforilacion de

uno de sus principales substratos, GSK-33. Nuestros resultados muestran como
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tras el tratamiento con BGP se produjo un aumento en los niveles de ILK y en su
actividad. En segundo lugar, se silencio la expresion de ILK mediante el uso de
un ARN de interferencia especifico para ILK. El silenciamiento de ILK previno
tanto del aumento en los niveles de p53 y p16™<*® como el aumento en la
actividad B-galactosidasa, lo que indica que la senescencia celular inducida por
BGP es dependiente de ILK.

Para analizar las vias intracelulares mediadas por ILK que pudieran estar
implicadas en el proceso de senescencia celular, se exploro la via PI3K-Akt-
FoxO. La via de FoxO ha sido previamente relacionada con la senescencia
celular en células de melanoma, donde ROS y JNK activan la expresion de p21
de forma dependiente de FoxO (de Keizer et al., 2010) y en células endoteliales
tratadas con altas concentraciones de glucosa, en donde se observé que el
aumento de la actividad B-galactosidasa asociada a senescencia era debido a
una disminucion en la expresién de la desacetilasa SIRT1, que también se
encuentra regulando FoxO (Mortuza et al., 2013). ILK es una importante quinasa
reguladora de la fosforilacion de Akt en su Ser 473 (Persad et al., 2001). Los
resultados muestran que tras la incubacién de células CML con BGP se produjo
un aumento en la fosforilacion de Akt asi como de su efector, FoxO. La
fosforilacion de Akt se mostré dependiente de ILK, puesto que cuando la
expresion de ILK se silencié mediante el uso de un ARN de interferencia no se
observé la fosforilacion de Akt en su Ser 473 tras el tratamiento. Es bien
conocido que la activacion de ILK es dependiente de PI3K (Delcommenne et al.,
1998). La inhibicion farmacolégica de la PI3K previno el aumento en ILK y el
aumento en p53 y p16™*® mostrando la importancia de dicha via de

sefalizacion en la induccion de senescencia por BGP.

Como ya se observo, el tratamiento con BGP produce la activacion de la
via PI3K-Akt-FoxO. FoxO es un factor de transcripcion que al fosforilarse queda
inhibido, impidiendo su translocacion al nucleo y su actuacion como factor de
transcripcion de enzimas antioxidantes, provocando asi una situacion de estrés
oxidativo (Chen et al., 2010). Se ha mostrado que la activacién de PI3K/Akt
inducida por insulina e IGF-1 inhibe FoxO, resultando en un incremento en la

formacion de ROS en la célula (Kim et al., 2008). En un estudio realizado en
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células vasculares de musculo liso aisladas de ratas viejas frente a ratas jovenes
se pudo observar como la expresion de la enzima mitocondrial MNSOD se
encontraba reducida en las ratas viejas debido a una inactivacion de FoxO3a (Li
et al., 2006).

Numerosos estudios muestran un papel importante de los ROS en el
desarrollo de la senescencia celular y el envejecimiento; siendo el O, y el H,O;
los principales reguladores y moléculas de sefalizacion implicados en la
senescencia celular (Afanas'ev, 2010). Con el fin de conocer si entre los
mecanismos intracelulares desencadenantes de la senescencia celular inducida
por los altos niveles de fosfato, el estrés oxidativo desempefiaria un papel
importante, se analizaron los niveles de ROS, de O, y de GSH reducido en CML
tratadas con BGP. Los resultados obtenidos muestran como los niveles de ROS
y de Oy, medidos con una sonda fluorescente, se vieron aumentados tras el
tratamiento con BGP. Para determinar los niveles de GSH reducidos se us6 el
monoclorobimano (MCLB), sonda fluorescente que forma un aducto con el GSH
reducido y cuya reaccion es catalizada por la glutation transferasa (Kamencic et
al., 2000). Tras el tratamiento con BGP los niveles de GSH reducidos se
encontraron disminuidos. Esta situacion de estrés oxidativo celular es
dependiente de ILK puesto que el silenciamiento con ILK previno dichos cambios

en presencia del tratamiento con los altos niveles de fosfato.

Con el fin de analizar si la senescencia celular fue consecuencia del estrés
oxidativo resultante del tratamiento con BGP, células CML fueron preincubadas
con catalasa exdégena o N-acetil-cisteina (NAC). La catalasa es una enzima
antioxidante que también se encuentra regulada por el factor de transcripcién
FoxO (Li et al., 2008). NAC es una pequefia molécula que contiene un grupo tiol
y que tiene propiedades antioxidantes (McCord y Fridovich, 1978). NAC repone
los depositos de glutation, aumenta la actividad superoxido dismutasa, neutraliza
los radicales libres hidroxilo e interfiere en la peroxidacion lipidica (Tarig et al.,
1999). El tratamiento con ambos antioxidantes previno el aumento de p53 y de
p16INK4a

responsable de la senescencia celular.

tras el tratamiento con BGP. Indicando que el estrés oxidativo es el
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Sin embargo, el tratamiento con NAC no previno el aumento en los niveles
de ILK inducido por los altos niveles de fosfato, sugiriendo que el estrés oxidativo
puede ser debido al aumento en los niveles de ILK, teniendo como consecuencia
final la senescencia celular. Hasta la fecha poco se conoce sobre el posible
papel que puede tener ILK en la induccion de estrés oxidativo. En nuestro grupo
se ha observado que ILK es capaz de modular la expresion del ARN mensajero
de la oOxido nitrico sintasa a nivel de célula endotelial (eNOS) (Gonzalez-
Santiago et al., 2002), estando la actividad de eNOS asociada a la produccion de
ROS mediante la generacion de 6xido nitrico (NO), el cual puede reaccionar con
O, dando lugar a la formacién de peroxinitrito (ONOQO") (Xia et al., 1998). Por
otro lado, datos del grupo muestran que los ROS podrian estar regulando la
expresion de genes constitutivos, en concreto del factor de crecimiento
transformante B (TGF-B) mediante la activacion de ILK en células mesangiales
humanas. Se ha observado que la incubacion de células mesangiales humanas
con estimulos oxidantes como son glucosa oxidasa (GOx) y peréxido de
hidrégeno, indujo un aumento en la expresion de TGF- B dependiente de ILK
(Gonzalez-Ramos et al., 2013).

En funcion de los resultados obtenidos, se puede concluir que el BGP
induce senescencia en células vasculares de musculo liso de aorta humanas
mediante un aumento en los niveles de ILK que, a través de la via PI3K-Akt-

FoxO, produce una situacion de estrés oxidativo.

Para completar los estudios in vitro se analizaron los efectos de los altos
niveles de fosfato en un modelo animal de calcificacién vascular en ratas wistar,
puesto que la calcificacion vascular es uno de los principales efectos de la
hiperfosfatemia (Chen et al., 2002). La calcificacién vascular se indujo mediante
nefrectomia 5/6 y la administracion de una dieta rica en fosfato durante 12
semanas (PA). En el caso del grupo control las ratas fueron sometidas a la
cirugia pero se les administré una dieta normal en fosfato (Control). Cuando se
analizaron los niveles de fosfato en el plasma de estos animales, se observé que
las ratas sometidas a una dieta rica en fosfato presentaban un aumento
significativo en los niveles de fosfato, mientras que las ratas del grupo control

presentaban niveles de fosfato en plasma dentro de los rangos de normalidad.
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En las ratas con hiperfosfatemia se observé un aumento en la expresion de ILK

en aorta, asi como un aumento en la expresion de p53 y p16'N<%

con respecto a
las ratas control. Estos resultados sugieren de nuevo la posible relacion entre el
aumento de los niveles de ILK y el proceso de senescencia celular inducido por
los altos niveles de fosfato. Esta relacion ha sido descrita por primera vez in vivo

en este trabajo.

3. LA ALBUMINA GLICOSILADA Y LA GLUCOSA OXIDASA INDUCEN
SENESCENCIA CELULAR MEDIDADA POR UN AUMENTO DE ILK
EN DISTINTAS ESTIRPES CELULARES.

Con el fin de determinar si ILK pudiera estar mediando la senescencia
celular independientemente de la hiperfosfatemia, se realizaron ensayos con
distintos estimulos inductores de senescencia como son la albumina glicosilada
(AG) y la glucosa oxidasa (GOx), en varias estirpes celulares: células
mesangiales humanas (CMH) y células tubulares de ratén (CTM).

La albumina glicosilada es uno de los productos de Amadori mas
abundante en sangre generado en el proceso de glicosilacion avanzada.
Distintos estudios epidemioldgicos y patoldgicos han mostrado que la exposicion
a los productos finales de glicosilacion avanzada (AGEs) se encuentra
relacionada con la aparicion de efectos adversos dependientes del
envejecimiento. Su concentracion es elevada en suero y tejidos de pacientes con
enfermedad cronica renal asi como en otras patologias relacionadas con el
envejecimiento (Semba et al., 2010).

El rifdn es el principal regulador del aclaramiento de AGEs y casi todas sus
estructuras son susceptibles a ellos, incluyendo las membranas basales, el
mesangio, células endoteliales, podocitos y tubulos (Gugliucci y Bendayan,
1995).

En nuestro grupo se ha descrito que la albumina glicosilada (AG) induce
senescencia en células mesangiales humanas via p53, mediante un descenso
en los niveles de catalasa y un incremento en los niveles de ROS intracelulares
a través de la activacion del receptor IGF-1 y la via Ras/Raf/Erk1/2 (Del Nogal-
Avila et al., 2013).
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Por otro lado, la glucosa oxidasa (GOx) es una enzima que produce
peréxido de hidrogeno de forma constante a partir de la glucosa presente en los
medios de incubacion. Las especies reactivas de oxigeno, tales como el anién
superoxido y el peréxido de hidrégeno, inducen estrés oxidativo y median
eventos patoldgicos implicados en el desarrollo de muchas enfermedades,
incluyendo cancer y enfermedades relacionadas con el envejecimiento, asi como
senescencia de forma irreversible (Choi et al., 2012).

Los resultados muestran un aumento en la expresion de p53 tras el
tratamiento con AG y con GOx en CMH y CTM. El tratamiento con ambos
estimulos senescentes en ambas estirpes celulares indujo un aumento en la
expresion de ILK asi como un aumento de su actividad.

Cuando células CMH y CTM se transfectaron con un ARN de interferencia
para ILK, el silenciamiento en la expresion del gen previné el aumento en los
niveles de p53 tras el tratamiento con AG.

Estos resultados muestran que estimulos senescentes distintos a la
hiperfosfatemia, como son la AG y la GOx, inducen senescencia en células
mesangiales humanas y células tubulares de ratdn a través de la via de p53, de
nuevo, de forma dependiente de ILK. Esto sugiere un papel central de ILK dentro
del proceso de senescencia.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo apoyan la idea de que la
sobreexpresion de ILK por distintos estimulos se encuentra acelerando el
proceso de senescencia celular y envejecimiento (Li et al., 2004; Chen et al.,
2006).
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e Los ratones de 15 meses muestran elevados niveles de fosfato en sangre.
Esta hiperfosfatemia es debida a una disminucion en los niveles de Klotho
en corteza renal, que alterando la expresion de genes implicados en el
metabolismo del Ca-Pi y por tanto la homeostasis del fosfato en el ratdn,

provoca un posible aumento en la absorcién intestinal y renal del mismao.

e Los ratones de 15 meses muestran senescencia celular y elevados niveles
de expresion de ILK a nivel de corteza renal. El aumento de expresion de
ILK en ratones de 15 meses correlaciona positivamente con el aumento de

los niveles de fosfato séricos.

e Las altas concentraciones de fosfato inducen senescencia en células
vasculares de musculo liso de aorta humana de forma dependiente a ILK, a
través de la induccion de estrés oxidativo por la via PI3K-Akt-FoxO.

e Estimulos senescentes como son la albumina glicosilada y la glucosa
oxidasa inducen senescencia en células mesangiales humanas y células
tubulares de raton, de forma dependiente de ILK, confirmando la importancia
de ILK en la induccién del proceso de senescencia celular frente a distintos

estimulos.
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