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RESUMEN (en español) 

 

En una población envejecida como es la de los países desarrollados, la enfermedad 

renal crónica (ERC) supone un importante problema de salud pública, llegando a tener algún 

grado de disminución en la función renal hasta el 10% de la población adulta de España. La 

pérdida de función de los riñones afecta a otros sistemas de órganos, favoreciendo el 

depósito de calcio en el aparato cardiovascular. La calcificación de las arterias y las válvulas 

cardiacas no se produce por un simple depósito de mineral, interviniendo numerosos 

mecanismos que, aunque tengan peculiaridades en ambas, convergen en procesos de 

transdiferenciación del tipo celular característico del tejido a células similares a osteoblastos. 

A pesar del grave impacto que el descenso en la capacidad excretora tiene sobre la 

salud, más de la mitad de los pacientes con ERC en fase terminal mueren por causas 

cardiovasculares, falleciendo por este mismo motivo individuos aún en estadios tempranos. 

Debido a esto, el estudio de la calcificación cardiovascular a nivel celular y molecular es 

esencial para tratar de prevenirla, pues actualmente no existe ninguna terapia capaz de 

revertir o frenar su avance, ni tampoco una forma temprana de detección o evaluación de la 

susceptibilidad de los individuos en riesgo de desarrollar calcificaciones. 

Con el objetivo de buscar biomarcadores no invasivos, se analizaron microRNAs 

circulantes en pacientes con distintos estadios de ERC mediante técnicas de secuenciación 

masiva. Esto no dio resultados óptimos aunque confirmó que algunos de los microRNAs más 

expresados en la circulación proceden de las células sanguíneas. Otra aproximación fue 

seleccionar microRNAs candidatos por su participación en procesos fibróticos y de 

diferenciación osteoblástica. Así se observaron niveles alterados de miR-29b y miR-30c en el 

suero de un modelo animal de insuficiencia renal crónica. 

 



 
 

 

Seguidamente, se comprobó que tanto miR-29b como miR-30c ven sus niveles 

alterados en cultivos in vitro de células de músculo liso vascular sometidas a un estímulo 

calcificante consistente en concentraciones elevadas de calcio y fosfato. Además, la adición 

del compuesto análogo de la mitramicina EC-8042 a estos cultivos fue capaz de prevenir el 

cambio fenotípico inducido por las condiciones calcificantes, probablemente a través de la 

regulación de los niveles de expresión de miR-29b y miR-30c, sin afectar a la formación de 

depósitos minerales sobre las células. 

Por otro lado, se estudiaron diversos mecanismos moleculares implicados en la 

calcificación de la válvula aórtica, cuya extensión se cuantificó mediante el uso de variables 

propias de histomorfometría ósea derivadas de microtomografía computarizada. Así se 

corroboró que estas medidas se correlacionan con los cambios producidos en el tejido 

valvular de pacientes sometidos a reemplazo quirúrgico. Gracias a ello se pudo determinar 

que, al igual que se ha descrito para la calcificación de la túnica íntima arterial, la producción 

de exosomas por parte de los macrófagos podría estar dirigiendo el proceso. También se 

observó que los pacientes con válvula calcificada tienen una mayor cantidad de este tipo de 

vesículas en la circulación que pacientes con válvula sin calcio. 

Por último, se pudo determinar que dos polimorfismos del gen MMP1, que codifica la 

metaloproteasa de matriz extracelular 1, se asocian con la extensión de la calcificación en 

los velos de la válvula aórtica. Se estudió también este tipo de asociación para sendos 

polimorfismos hallados en estudios genéticos a gran escala en el contexto de la calcificación 

valvular, relacionados con los genes LPA, que codifica la lipoproteína aterogénica 

lipoproteína(a), y PALMD, que codifica una proteína de función aún desconocida. Aunque 

ninguno de los dos se asoció con la extensión de la calcificación en la válvula aórtica, el 

polimorfismo de LPA lo hizo con la calcificación arterial en pacientes con ERC. 

Como conclusión, microRNAs circulantes y polimorfismos de LPA y MMP1 podrían 

servir como biomarcadores o predictores de la susceptibilidad de calcificación de arterias y 

válvulas. Los exosomas implicados en su fisiopatología podrían también predecir 

calcificación en la válvula una vez que son liberados a la circulación. Por otra parte, el 

compuesto EC-8042 es, asimismo, un buen candidato para desarrollar una terapia dirigida a 

prevenir la calcificación vascular al ser capaz de modular los niveles de microRNAs alterados 

durante la ERC. 

 

 

 

 

 

 

 

  



 
 

 

RESUMEN (en inglés) 

 

Chronic kidney disease (CKD) is a major public health problem in the ageing 

population of developed countries, with 10% of the adult population in Spain manifesting 

some decline in kidney function. The loss of renal function impacts other organs, thus 

favouring calcium deposition in the cardiovascular system. Vascular and valvular calcification 

are not produced by simple deposition of minerals: several mechanisms take part and, 

despite several distinctions, both converge in processes of transdifferentiation of the 

characteristic tissue cell type into osteoblast-like cells. 

Beyond the serious impact that the decrease in excretory capacity has on health, more 

than half of end stage renal disease patients and many individuals still in the early stages die 

from cardiovascular causes. Therefore, further study of cardiovascular calcification at the 

cellular and molecular level is essential for its prevention. There is no current therapy able to 

reverse or halt its progression, nor is there an early way of detecting or assessing the 

susceptibility of individuals at risk of developing calcifications. 

Circulating microRNAs were analysed in patients with different stages of CKD using 

massive sequencing techniques in order to search for noninvasive biomarkers. This did not 

give conclusive results although it indicated that some of the most expressed microRNAs in 

plasma come from blood cells. Another approach was to select candidate microRNAs for 

their participation in fibrotic processes and osteoblastic differentiation. Altered levels of miR-

29b and miR-30c were thus observed in the serum of an animal model of chronic renal 

failure. 

Subsequently, it was found that levels of both miR-29b and miR-30c were altered in in 

vitro cultures of vascular smooth muscle cells subjected to a calcifying stimulus consisting of 

high calcium and phosphate concentrations. Moreover, the addition of the mithramycin 

analogue EC-8042 to these cultures was able to prevent the phenotypic change induced by 

calcifying conditions, without affecting the formation of mineral deposits on the cells possibly 

through the regulation of miR-29b and miR-30c expression levels. 

Several molecular mechanisms involved in aortic valve calcification were studied. The 

extent of calcification was quantified using bone histomorphometry variables derived from 

microcomputed tomography. It was confirmed that these measurements correlated with the 

changes produced in the valve tissue of patients undergoing surgical replacement. It was 

also determined that the production of exosomes by macrophages could be directing the 

process of calcification, as previously described for intimal arterial calcification. Besides, it 

was observed that patients with a calcified valve had more vesicles of this type in serum than 

patients without valve calcium deposition. 

Lastly, it was determined that two polymorphisms of the MMP1 gene, which codes for 

matrix metalloproteinase 1, are associated with the extent of calcification in aortic valve 

cusps. A similar association was also studied for two polymorphisms found in large-scale 

genetic studies carried in the context of valvular calcification. These were related to LPA and 
 



 
 

 

 

PALMD (palmdelphin) genes, which code for atherogenic lipoprotein(a) and a protein whose 

function is still unknown, respectively. Although neither polymorphism was associated with 

the extent of calcification in the aortic valve, the LPA polymorphism associated with arterial 

calcification in CKD patients. 

In conclusion, circulating microRNAs and LPA and MMP1 polymorphisms could serve 

as biomarkers or predictors of susceptibility to the calcification of valves and vessels. Once 

released into the bloodstream, exosomes involved in the pathophysiology of aortic valve 

calcification could also be used to predict it. EC-8042 may also be a good candidate for the 

development of a therapy aimed at preventing vascular calcification for its ability to modulate 

the levels of microRNAs altered during CKD. 
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El modo de vida y los avances sanitarios característicos de los siglos XX y XXI han repercutido 

sobre los motivos por los que enfermamos. Debido a ello, en la actualidad las enfermedades de 

naturaleza no transmisible suponen la principal causa de mortalidad a nivel global. En España, estas 

supusieron un 92,8% de las muertes producidas en 2016, frente al 3,6% debido a accidentes y el 3,5% 

debido a enfermedades transmisibles [1]. Aunque en los países en vías de desarrollo provocan un 

importante número de muertes prematuras, en países desarrollados como España la mortalidad 

como consecuencia de enfermedades no transmisibles es más frecuente en los grupos de edad más 

avanzada. De hecho, el envejecimiento de nuestra población es uno de los factores que favorecen su 

elevada prevalencia [1]. 

 

1.1. Enfermedad renal crónica 

La enfermedad renal crónica (ERC) se produce por alteraciones de la estructura y función de 

los riñones que cursan durante más de tres meses y llevan a una pérdida progresiva e irreversible de 

la función renal con implicaciones para la salud [2]. Se han propuesto una serie de criterios para 

ayudar a discernir la ERC de otras afecciones renales como el daño renal agudo [2]: 

 Duración mayor de 3 meses, incidiendo así en la cronicidad de la enfermedad y la necesidad de 

su seguimiento a lo largo del tiempo. Además, esta suele ser de carácter irreversible, 

desarrollándose sus causas durante toda la vida de los individuos que la padecen y, por tanto, 

enfocándose sus tratamientos en ralentizar la progresión hacia el fallo renal terminal. 

 Disminución de la tasa de filtrado glomerular (GFR, glomerular filtration rate), una medida de 

la capacidad excretora de los riñones o función renal que se define como el volumen de fluido 

filtrado por el riñón por unidad de tiempo ajustado a la superficie corporal. Una GFR menor de 

60 mL/min/1,73 m2 mantenida durante tres meses se considera indicativa de ERC. La GFR 

normal para hombres y mujeres adultos jóvenes es aproximadamente 125 mL/min/1,73 m2. 

 Existencia de daño renal, del cual un buen indicador es la presencia de proteínas en la orina 

(proteinuria) y, más concretamente, la presencia de albúmina (albuminuria). Efectivamente, la 

albúmina es el principal componente proteico de la orina de los pacientes con ERC. Asimismo, 

la asociación de la albuminuria con el riesgo de padecer una enfermedad renal o 

cardiovascular ha sido demostrada por estudios recientes [3-6]. Una tasa de excreción urinaria 

de albúmina igual o superior a 30 mg/24 horas mantenida durante tres meses se considera 

indicativa de ERC (equivalente a un cociente albúmina/creatinina [ACR, albumin-to-creatinin 

ratio] en una muestra aleatoria de orina mayor o igual a 30 mg/g o 3 mg/mol). 

La ERC es un ejemplo de enfermedad no transmisible cuyo estudio es de gran relevancia, pues 

supone una notable carga para los sistemas sanitarios, derivada no sólo de su propia fisiopatología, 

sino también de las importantes complicaciones cardiovasculares que produce.  
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1.1.1. Prevalencia 

Se ha estimado que la prevalencia mundial de la ERC es de un 10,6% [7]. Según datos del año 

2010, en España la ERC afecta a un 4,0% de la población adulta (20 a 74 años), aunque si se 

consideran también los individuos con algún grado de disminución en su función renal, el porcentaje 

asciende al 9,8% [8]. Es importante destacar también que la prevalencia varía de forma notable por 

grupos de edad, llegando hasta el 20% en los mayores de 65 años [8].  

Además, el número de personas que padecen la enfermedad se encuentra en aumento y cada 

vez son más las muertes que tienen lugar como consecuencia de la ERC. De hecho, y según datos del 

estudio Global Burden of Disease de 2010 [9], la ERC estaba en el puesto número 27 de la lista de 

causas del número total de muertes a nivel global en 1990 y escaló hasta el puesto 18 en 2010, 

siendo esta tendencia al alza solamente superada por el síndrome de la inmunodeficiencia adquirida 

(SIDA). 

1.1.2. Causas 

La principal causa del aumento en la prevalencia de la ERC es el creciente número de enfermos 

de diabetes tipo 2 en los últimos años, la cual se ha estimado que en 2030 afectará a un 69% más de 

adultos en países en vías de desarrollo y a un 20% más en países desarrollados que en 2010 [10]. A 

esta le sigue el notable incremento en la prevalencia de hipertensión arterial que ha tenido lugar en 

las tres últimas décadas, atribuido al envejecimiento de la población [11]. Como consecuencia de 

esto, durante los años 90, un 20% de los casos de insuficiencia renal terminal producidos en España 

ya lo fueron a causa de la diabetes y un 15% a causa de la enfermedad vascular renal asociada a 

hipertensión arterial, quedando en tercera posición la glomerulonefritis como causante de un 14% de 

los casos [12]. La glomerulonefritis posinfecciosa, que puede producirse tras haber padecido una 

infección bacteriana, frecuentemente causada por Streptococcus pyogenes, llegó a suponer la 

principal causa de ERC en el pasado, aunque en la actualidad los avances en el conocimiento y 

manejo de la misma han disminuido su importancia como generadora de ERC [13]. 

1.1.3. Clasificación 

Hasta llegar al fallo renal terminal, los pacientes irán sufriendo una progresiva disminución de 

la función de sus riñones. Aunque no necesiten de una terapia sustitutiva, el deterioro de su función 

renal puede provocar importantes complicaciones. Con el objeto de llegar a un mejor manejo clínico 

de estos pacientes, se ha propuesto una forma de clasificarlos según la gravedad de la ERC. 

A la clásica clasificación de los pacientes en estadios basada en el uso de la GFR, las actuales 

guías de práctica clínica de la organización Kidney Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO) han 

añadido la albuminuria según el ACR, creando así una tabla que clasifica a los pacientes según su 

riesgo de progresión de la ERC utilizando ambas variables [2] (Tabla 1). 

La importancia de la clasificación de los pacientes con ERC en categorías basadas en GFR y 

albuminuria según ACR, así como la asignación de niveles de riesgo a la mismas, queda reflejada en la 



Introducción 

Página 5 

capacidad de ambas medidas para predecir de manera independiente el riesgo de mortalidad por 

cualquier causa en la población general [14]. Sin embargo, a la hora de predecir si un individuo 

desarrollará la enfermedad, estos indicadores son tardíos, por lo cual es de gran relevancia la 

búsqueda de nuevos biomarcadores. 

 
Tabla 1. Clasificación de los pacientes con enfermedad renal crónica atendiendo al riesgo de progresión hacia la 

fase terminal de la enfermedad según categoría de tasa de filtrado glomerular y albuminuria. 

 

 Categorías de albuminuria según ACR 

 

A1 A2 A3 

Normal a 
ligeramente 

elevada 

Moderadamente 
elevada 

Severamente 
elevada 

< 30 mg/g 
< 3 mg/mmol 

30-300 mg/g 
3-30 mg/mmol 

> 300 mg/g 
> 30 mg/mmol 

C
a
t
e
g

o
r
ía

s
 d

e
 G

F
R

 (
m

L
/m

in
/1

,7
3
 m

2
)
 

G1 Normal o elevado ≥ 90    

G2 Ligeramente reducido 60-89    

G3a Ligera a moderadamente reducido 45-59    

G3b Moderada a severamente reducido 30-44    

G4 Severamente reducido 15-29    

G5 Fallo renal terminal <15    

 
El color verde representa un riesgo bajo; el amarillo, moderadamente elevado; el naranja, elevado; y el rojo, muy alto. Adaptado 

de [2]. ACR: ratio albúmina/creatinina, GFR: tasa de filtrado glomerular. 

 

 

1.1.4. Fisiopatología 

La pérdida de función de los riñones se produce por un conjunto de diferentes mecanismos. 

Las nefronas, unidades estructurales y funcionales básicas del riñón, no se regeneran tras su 

formación en las etapas embrionarias, por lo que su pérdida como consecuencia de la edad o de 

algún tipo de daño genera importantes cambios. La pérdida de capacidad de filtrado será 

inicialmente compensada mediante la hiperfiltración de los glomérulos restantes y la hipertrofia de 

las nefronas. Si esta situación se mantiene, acabará por agravar el daño renal produciendo 

proteinuria y pérdida de podocitos, las células que mantienen la barrera de filtración glomerular. 

Además, la pérdida de nefronas también implica la activación de mecanismos de respuesta al daño 
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como la fibrosis intersticial que traerá como consecuencia, entre otras, la pérdida de más nefronas 

mediante isquemia renal [15]. 

Independientemente de cuál sea el causante de la ERC, la fibrosis renal supone un proceso de 

gran importancia en la progresión de la enfermedad hacia el fallo renal terminal [16]. Aunque los 

cambios a escala celular que conducen a la fibrosis renal son muy diversos (activación de fibroblastos 

y células mesangiales, transición epitelio-mesénquima tubular, infiltración de células inmunes y 

apoptosis), en todos los tipos de ERC tiene lugar la sobreexpresión del factor de crecimiento 

transformante beta (TGF-β), según se ha demostrado tanto en modelos animales como en pacientes 

[16]. Por otro lado, destaca el papel de las metaloproteasas de matriz extracelular (MMPs) en la 

acumulación y degradación defectuosa de los componentes de la matriz en el riñón durante el 

transcurso del proceso fibrótico. Aparte de una desregulación de estas últimas proteínas y sus 

inhibidores endógenos en el tejido, un gran número de estudios han encontrado niveles elevados de 

MMP2, MMP8 y MMP9 en el suero y la orina de pacientes con nefropatía diabética [17]. 

1.1.5. Complicaciones 

Aunque la consecuencia más grave de la progresión de la ERC es el fallo renal terminal, que 

conduce a diálisis o trasplante, los individuos en estadios intermedios también sufren importantes 

complicaciones que reflejan la pérdida de la capacidad exocrina y endocrina de los riñones, 

afectando a todos los sistemas de órganos. Entre ellas se encuentran anemia, hipertensión, 

deficiencia de vitamina D, acidosis metabólica, hiperfosfatemia, hipoalbuminemia o 

hiperparatiroidismo secundario [2]. 

Concretamente, las alteraciones del metabolismo óseo y mineral características de la ERC, las 

cuales incluyen cambios en la homeostasis del calcio y el fosfato, en los niveles circulantes de 

hormonas como la vitamina D y sus metabolitos o la hormona paratiroidea (PTH), así como en los 

niveles circulantes del factor de crecimiento fibroblástico-23 (FGF-23), ocurren de forma temprana 

en el trascurso de la enfermedad y van progresando conforme disminuye la función renal [2]. Estos 

cambios y las terapias dirigidas a corregirlos son causantes, además, de calcificaciones en todo el 

aparato cardiovascular [18]. 

Asimismo, es importante destacar que todos los individuos con ERC se encuentran en riesgo de 

padecer enfermedad cardiovascular. La relación entre una función renal disminuida y los eventos 

cardiovasculares adversos es especialmente clara en los pacientes dializados. Un 50% de los 

pacientes con ERC en fase terminal mueren por causas cardiovasculares, una mortalidad 

cardiovascular de 15 a 30 veces mayor que la ajustada por edad en la población general [19]. Las 

complicaciones cardiovasculares son, por tanto, las que mayor número de muertes producen entre 

los pacientes con ERC. De hecho, la mayoría de los pacientes en los estadios 3 y 4 mueren por causas 

cardiovasculares antes de que acaben progresando hacia el fallo renal terminal [19].  

La relevancia del vínculo entre la ERC y las enfermedades cardiovasculares es tal que 

recientemente se ha acuñado el término “síndrome cardio-renal” para englobar a todas las 
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relaciones existentes entre ambas. Los síndromes cardio-renales fueron definidos por consenso 

como “afecciones del corazón y los riñones por medio de las cuales una disfunción aguda o crónica 

de un órgano puede inducir una disfunción aguda o crónica del otro” [20]. 

 

1.2. Calcificación cardiovascular 

Los procesos biológicos de acumulación de fosfatos de calcio en la matriz extracelular, 

denominados también biomineralización, son esenciales para la adecuada formación y el correcto 

funcionamiento de diversos tejidos como los huesos, el cartílago de crecimiento o fisis y los dientes. 

Existen numerosos mecanismos locales y sistémicos que impiden que los tejidos blandos se 

mineralicen. Sin embargo, estos procesos también pueden tener lugar en ellos. Es lo que se conoce 

como calcificación ectópica y se trata de un conjunto de procesos patológicos por los cuales se forma 

hidroxiapatita e incluso proteínas de matriz y células de tipo óseo en diversos tejidos y órganos, 

siendo la piel, los riñones, los tendones y el aparato cardiovascular especialmente propensos a 

sufrirlos [21]. 

Esta Tesis Doctoral se centrará en el estudio de los procesos de calcificación de diferentes 

partes del aparato cardiovascular (Figura 1), los cuales son objeto de abundantes estudios debido a 

las graves consecuencias clínicas que producen. De hecho, la presencia de estas calcificaciones puede 

predecir mortalidad e indicar riesgo cardiovascular [22]. Así, en estudios recientes, la calcificación de 

las arterias mamarias se ha asociado a un mayor riesgo de eventos asociados a la enfermedad 

cardiovascular [23] y la presencia de calcio en las arterias del corazón lo ha hecho con la enfermedad 

coronaria y, junto con la presencia de calcio en la válvula mitral, a la mortalidad cardiovascular y por 

cualquier causa [24]. La presencia de calcio en las arterias coronarias se ha asociado también con la 

posibilidad de sufrir un infarto de miocardio si esta tiene lugar en adultos jóvenes [25]. 

 

 
Figura 1. Tipos de calcificaciones que pueden tener lugar en el organismo. Adaptado de [26]. 
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1.2.1. Calcificación vascular 

1.2.1.1. Calcificación de la íntima  

La calcificación de la íntima es la forma más común de calcificación vascular y se caracteriza 

por la formación de depósitos de hidroxiapatita en las placas de ateroma en estadios avanzados 

presentes en la túnica íntima de las arterias (Figura 2). La aterosclerosis, proceso patológico 

mediante el cual se forman estas placas, es la principal causa de enfermedades cardiacas y 

accidentes cerebrovasculares y, además, es la causa subyacente de alrededor del 50% de las muertes 

que se producen en las sociedades occidentales [27]. 

 

 
 
Figura 2. Estructura de la pared arterial sana. 
 

 

La fisiopatología de la aterosclerosis se caracteriza por el desarrollo de un proceso inflamatorio 

crónico regulado por lípidos en las paredes arteriales. Este se inicia en localizaciones del árbol 

vascular en las cuales se producen alteraciones del flujo laminar de la sangre, como pueden ser 

recodos o ramificaciones [28]. Las células endoteliales en estas regiones sufren cambios en su 

expresión génica, dando lugar a lo que se ha denominado fenotipo aterosusceptible [28]. La 

presencia de un endotelio modificado sumada a alteraciones de tipo estructural de los componentes 

de la matriz extracelular de la íntima contribuyen a la formación de zonas de mayor permeabilidad 

en las cuales irán acumulándose lípidos y células inmunitarias [29] (Figura 3). 

Concentraciones elevadas de colesterol en la circulación contribuyen al desarrollo de estas 

lesiones ateroscleróticas. El colesterol es transportado por las lipoproteínas de baja densidad (LDLs) 

que, ante la presencia de lesiones, pueden unirse a componentes de la matriz extracelular mediante 

interacciones iónicas [30]. Una vez atrapadas en la íntima, estas lipoproteínas son susceptibles de 

sufrir procesos oxidativos como consecuencia de ataques enzimáticos o de la presencia de especies 

reactivas de oxígeno, dando lugar a lo que se conoce como oxLDL [31]. Estos lípidos oxidados activan 

a las células endoteliales, las cuales expresan moléculas de adhesión y quimioquinas en la superficie 

arterial que provocan la migración de monocitos y otros tipos de células inmunitarias desde la 
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circulación a la íntima [31]. Las células endoteliales activadas producen, además, la citoquina factor 

estimulante de colonias de macrófagos o M-CSF, que estimula a los monocitos para que se 

diferencien a macrófagos, un proceso necesario en el desarrollo de la aterosclerosis [32]. 

Seguidamente, los macrófagos sobreexpresan en la íntima sus receptores scavenger o carroñeros con 

los que toman las partículas de oxLDL, acumulándose así en la región subendotelial convertidos en 

las células espumosas características de las placas de ateroma [31] (Figura 3). 

 

 
 

Figura 3. Procesos patológicos característicos de las primeras fases de la aterosclerosis. Adaptado de [33]. 
 

 
Asimismo, se han detectado acúmulos de lipoproteína(a) [Lp(a)] en la íntima arterial [34], lugar 

donde ejercería sus efectos aterogénicos por medio de la asociación a fosfolípidos oxidados (oxPLs) 

con características proinflamatorias, moléculas que Lp(a) se encarga de transportar [35]. De hecho, el 

incremento en los niveles plasmáticos de esta lipoproteína indica de manera robusta la existencia de 

un riesgo elevado de desarrollar enfermedad cardiovascular, pues se ha asociado con la presencia de 

enfermedad de las arterias coronarias, especialmente en pacientes con hipercolesterolemia [36-38]. 

En cuanto a los mecanismos por los que Lp(a) produce estos efectos, al tratarse en esencia de una 

forma modificada de LDL, su retención en la matriz extracelular de la pared de los vasos podría verse 

favorecida por su unión a la misma a través de componentes que no están presentes en las LDLs [39]. 

Además, se ha descrito su capacidad para unirse a proteínas como las defensinas, una familia de 

péptidos secretados por los neutrófilos durante los procesos inflamatorios [40]. 

Las placas más avanzadas cuentan con la presencia de células de músculo liso vascular (VSMCs, 

vascular smooth muscle cells) procedentes de la túnica media. La migración y proliferación de estas 

células está mediada por citoquinas y factores de crecimiento secretados por los macrófagos y otros 

tipos de células inmunitarias [27]. Las VSMCs presentes en las lesiones ateroscleróticas secretan una 

matriz extracelular fibrosa que genera placas que aumentan su tamaño y comienzan a ocluir el lumen 



Introducción 

Página 10 

arterial [27] (Figura 3). En estas placas fibróticas, la apoptosis de macrófagos y VSMCs, provocada por 

rutas de respuesta al estrés celular inducidas por el daño oxidativo y los lípidos acumulados en ellas, 

contribuye a la formación de un núcleo necrótico en las mismas [41]. Los cuerpos apoptóticos y las 

vesículas de matriz liberadas durante la muerte de estos dos tipos celulares sirven como sitios de 

nucleación para la formación de cristales de fosfato de calcio, la fase temprana de la calcificación de 

las placas [41]. Adicionalmente, los proteoglicanos secretados por las VSMCs contribuyen a la unión 

de LDL y Lp(a) a la matriz extracelular [42] (Figura 3). 

Por otro lado, mientras que en las arterias sanas tan solo pro-MMP2 y los inhibidores de 

metaloproteasas TIMP1 y TIMP2 están presentes y no se detecta ninguna actividad metaloproteasa, 

las placas ateromatosas altamente inflamadas muestran un incremento generalizado en la actividad 

de estas proteínas [43]. Tanto las células espumosas como las VSMCs sintetizan MMPs, las cuales 

pueden evitar o favorecer la rotura de las placas y también despegar a las VSMCs de sus membranas 

basales antes de que se produzca su migración [43]. MMP2 y MMP9 median, además, la calcificación 

vascular característica de los pacientes con ERC, tal y como se ha demostrado en modelos animales 

[44, 45], y los niveles de estas y otras MMPs en la circulación se han propuesto como potenciales 

biomarcadores para el desarrollo de aterosclerosis en estos pacientes [46-48]. 

La progresión de la calcificación de las placas incluye la aparición en las mismas de células con 

fenotipo osteogénico, las cuales se ha confirmado que proceden en su mayoría de la 

transdiferenciación de las VSMCs de la media [49]. Este papel mediador de la calcificación de la 

transformación osteogénica de las VSMCs ha quedado también recalcado tras demostrarse que el 

bloqueo de este proceso afecta a la calcificación de las placas ateroscleróticas pero no al 

metabolismo lipídico, al reclutamiento de monocitos o al tamaño de las lesiones [50]. Moléculas 

encargadas de iniciar la diferenciación osteoblástica como la proteína morfogenética ósea 2 (BMP2), 

o factores de transcripción osteoblásticos como el factor de transcripción 2 relacionado con Runt 

(RUNX2), MSX2 y Osterix se han asociado a la calcificación aterosclerótica de la íntima, habiéndose 

descrito también la pérdida de marcadores de músculo liso vascular, por ejemplo actina de músculo 

liso o transgelina [51]. Los macrófagos juegan un papel importante en este proceso, pues se ha 

demostrado la colocalización de tales células con la actividad osteogénica en las placas [52]. Los 

macrófagos no intervienen en la transformación de las VSMCs por medio de un único mecanismo ya 

que, aparte de liberar de vesículas de matriz con expresión de marcadores exosomales [53], estos 

producen citoquinas proinflamatorias que también inducen la expresión de genes osteogénicos como 

RUNX2 y fosfatasa alcalina [41]. 

1.2.1.2. Calcificación de la media 

La calcificación de la media es una forma de calcificación vascular que tiene lugar en la túnica 

media de las arterias (Figura 2) produciendo rigidez en las mismas y puede desarrollarse en ausencia 

de depósitos lipídicos o infiltración de células inflamatorias. Puede ocurrir durante el desarrollo de 

numerosas condiciones clínicas como enfermedades genéticas, envejecimiento, ERC, diabetes 

mellitus, dislipemia, lupus eritematoso sistémico o hipervitaminosis D [51]. Cuando este tipo de 
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calcificación se presenta en las arterias de las extremidades, también recibe la denominación de 

esclerosis de Mönckeberg. Es el tipo más frecuente de calcificación de la media y, aunque se ha 

estimado que ocurre en un 0,5% de la población adulta, su prevalencia es especialmente alta en 

pacientes con diabetes tipo 2 (17% en recién diagnosticados; 41,5% en pacientes tomando 

antidiabéticos orales) o enfermedad renal terminal (27%) [26]. 

En los estadios iniciales de este tipo de calcificación, las lesiones se observan al microscopio 

como pequeños depósitos granulares en la túnica media que, en ocasiones, se alinean a lo largo de la 

membrana elástica interna [54]. En lugar de depositarse en el colágeno tipo I como sucede en el 

hueso, en las arterias los fosfatos de calcio se depositan en las fibras de elastina. De hecho, se ha 

demostrado la asociación de daños de diferente naturaleza sufridos por las fibras elásticas y la 

calcificación de la media [55, 56]. Posteriormente, la banda que forman estos depósitos se ensancha 

y se convierte en una placa que se extiende hacia la parte interna de la media [54]. Con el tiempo, en 

la íntima se puede producir hiperplasia subendotelial y las calcificaciones pueden unirse y llegar a 

presentarse alrededor de la circunferencia completa de los vasos [26]. La fase final del proceso, al 

igual que en la calcificación aterosclerótica, se caracteriza por la presencia de células osteogénicas, 

que pueden incluso dar lugar a metaplasias con trabéculas óseas [26]. 

El proceso de calcificación de la media, al igual que la calcificación aterosclerótica, está 

orquestado por el cambio de fenotipo de las VSMCs hacia células de tipo osteogénico. Este se ve 

influenciado por numerosos procesos como, por ejemplo, la deficiencia de inhibidores de la 

calcificación. La proteína Gla de la matriz (MGP), capaz de inhibir BMP2; la fetuína A, capaz de inhibir 

la capacidad de las vesículas extracelulares de favorecer la precipitación de fosfatos de calcio; y el 

pirofosfato, capaz de inhibir la expresión de genes óseos incluso en presencia de concentraciones 

elevadas de calcio o fosfato, ven disminuidos sus niveles circulantes en la ERC o la diabetes [51]. 

Además, la senescencia celular y el daño oxidativo producidos durante el envejecimiento modifican 

la expresión génica de las VSMCs, y las elevadas concentraciones de fósforo características de la 

uremia hacen que expresen fosfatasa alcalina y RUNX2 [51]. 

Las VSMCs también generan sitios de nucleación para los fosfatos de calcio, secretando 

vesículas de matriz (recientemente caracterizadas como exosomas [57]) y cumpliendo el papel 

ejercido por los macrófagos en la aterosclerosis [58], además de endocitar cristales formados por 

estas sales, con la consecuente toxicidad. De hecho, la disolución de los cristales internalizados por 

las células provoca su muerte que, cuando se produce a través de apoptosis, genera cuerpos 

apoptóticos que también sirven de sitios de nucleación [59]. Asimismo, el DNA liberado tras la 

muerte celular precipita calcio y fosfato y podría iniciar el proceso de calcificación [60]. Todos estos 

procesos contribuirán, en definitiva, a la precipitación de hidroxiapatita a partir de la disolución 

metaestable de calcio y fosfatos presente en el ambiente arterial [26]. 

Merece especial mención la calcifilaxis, un tipo de calcificación de la media que se da en vasos 

sanguíneos subcutáneos de pequeño tamaño. Suele presentarse en pacientes sometidos a 

tratamiento renal sustitutivo, por lo que también se la denomina arteriolopatía urémica calcificante, 
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aunque, de forma mucho más rara, también puede tener lugar en pacientes con función renal 

normal. Su incidencia anual es baja, 35 por cada 10.000 pacientes en hemodiálisis en los Estados 

Unidos, 4 por cada 10.000 en Alemania o menos de 1 cada 10.000 en Japón, pero actualmente se 

encuentra en alza [61]. Además, se asocia a una elevada morbilidad como consecuencia de las 

úlceras que provoca y a una alta mortalidad debida a que la infección de las mismas puede 

desembocar en sepsis. 

En cuanto a su fisiopatología, la deficiente inhibición de la precipitación de fosfatos de calcio 

observada en el suero de pacientes con calcifilaxis indica una falta de inhibidores de la calcificación 

como causa de la enfermedad. Niveles bajos de MGP, fetuína A o ciertos polimorfismos del gen de la 

ectonucleótido pirofofatasa/fosfodiesterasa 1 (ENPP1) se han visto asociados a la calcifilaxis [61]. Por 

otro lado, el motivo por el cual se presenta en la microcirculación asociada a grasa subcutánea podría 

ser la producción de adipoquinas capaces de inducir la calcificación de las VSMCs por parte de 

adipocitos expuestos a niveles elevados de fósforo [62]. De hecho, la calcifilaxis es frecuente entre 

los pacientes con un síndrome en el cual la adipoquina VEGF-A está elevada [63]. 

1.2.1.4. Enfermedad renal crónica y calcificación vascular 

Es un hecho bien conocido que las calcificaciones arteriales se presentan en mayor medida en 

enfermos con ERC que en otros individuos. Como ya se ha mencionado, la prevalencia de la 

calcificación de la media es de casi un 30% en pacientes con enfermedad renal terminal [26] y el 

número de ateromas calcificados y el contenido en calcio de los mismos es más elevado en pacientes 

con ERC que en la población general [64]. Además, se ha demostrado que los pacientes en diálisis 

tienen scores de calcificación de 2 a 5 veces mayores que sujetos control con la misma edad con 

función renal normal y enfermedad de las arterias coronarias [65]. 

Sin embargo, ya que en los enfermos de ERC se pueden presentar de manera simultánea 

calcificaciones de los dos tipos anteriormente citados, la existencia real de estas dos categorías es 

materia de debate [66]. Algunos autores sostienen que el origen de las calcificaciones en la íntima y 

la media es el mismo y que el colesterol es el estímulo iniciador del proceso en cualquier arteria [67]. 

Se apoyan para ello en estudios en los cuales se observaron depósitos de material lipídico y ateromas 

en secciones de tejido arterial que solamente presentaban calcificación en la media [68] o en los que 

no se encontraron distinciones clínicas, de localización anatómica o histológicas entre las lesiones de 

pacientes con aterosclerosis o con esclerosis de Mönckeberg [69]. La calcificación de los vasos 

pequeños, en cambio, se produce exclusivamente en la media y otros autores consideran por este y 

otros motivos que existen dos procesos bien diferenciados de calcificación vascular [70]. Por 

ejemplo, en un modelo de ERC de conejos a los que se les practicaron nefrectomías subtotales, en 

ausencia de una dieta rica en colesterol, se observaron calcificaciones en las arterias sin evidencias 

de depósitos lipídicos incluso tras 8 meses de seguimiento [71]. Además, la distinción entre ambas 

variantes de la calcificación vascular es importante desde un punto de vista clínico, pues se ha 

demostrado que en pacientes en hemodiálisis el riesgo de mortalidad es menor en aquellos que 

tienen calcificación en la media que en los que tienen calcificación en la íntima [72]. 
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1.2.2. Calcificación valvular 

Además de en las paredes arteriales, la calcificación ectópica ocurre en otros tejidos blandos. 

Las válvulas cardiacas son las estructuras encargadas de mantener un flujo de sangre unidireccional 

entre las diferentes cámaras que componen el corazón, así como entre estas y los vasos que entran y 

salen de dicho órgano. Existen dos tipos de enfermedades de las válvulas cardiacas: estenosis o 

estrechamiento de los orificios valvulares e insuficiencias o pérdida de capacidad de las válvulas para 

impedir el retorno del flujo sanguíneo [73]. Las válvulas situadas en el lado izquierdo del corazón 

(aórtica y mitral) son más susceptibles a sufrir algún tipo de daño [74], pues soportan mayores 

presiones. Aunque hay estudios poblacionales que describen una mayor prevalencia de la 

insuficiencia mitral entre las enfermedades valvulares [75], es la estenosis aórtica la que tiene 

consecuencias clínicas más importantes [76]. Este último tipo de enfermedad valvular es producido 

mayoritariamente por un proceso de calcificación que guarda similitud con la calcificación vascular y, 

especialmente, con la de la íntima [76]. 

1.2.2.1. Estenosis aórtica por calcificación 

La estenosis aórtica por calcificación consiste en un estrechamiento del orificio de la válvula 

aórtica provocado por un proceso en el que tienen lugar fibrosis y formación de depósitos de 

fosfatos de calcio en los velos valvulares. Representa el estadio final de la conocida como 

enfermedad de la válvula aórtica calcificada (CAVD, calcific aortic valve disease), la cual se inicia con 

un endurecimiento de los velos valvulares conocido como esclerosis aórtica y cursa de forma 

asintomática hasta sus fases más avanzadas, en las cuales la estenosis puede provocar angina de 

pecho, síncope o fallo cardiaco [77]. 

La prevalencia de la esclerosis aórtica es elevada entre la población mayor de 65 años de los 

países desarrollados (se estima en un 25%) mientras que la prevalencia de la estenosis aórtica en 

este grupo de individuos es un 1,7% y solamente un 0,4% en la población general [76]. Sin embargo, 

y como consecuencia del progresivo envejecimiento de la población, se estima que el número de 

pacientes ancianos con estenosis aórtica por calcificación se doblará o triplicará en los próximos 50 

años en los países desarrollados [76]. A pesar del importante problema que supone, todavía no 

existe ningún tratamiento farmacológico que sea capaz de frenar o ralentizar la progresión de la 

CAVD hacia la estenosis aórtica. Por tanto, la única forma de tratar a los pacientes con estenosis 

aórtica severa es realizar un reemplazo de la válvula, ya sea por un procedimiento quirúrgico 

convencional o transcatéter [78]. El reemplazo valvular es el segundo procedimiento más frecuente 

en la cirugía cardiaca tras el bypass aorto-coronario. Cada año se realizan en Estados Unidos entre 

65.700 y 70.000 reemplazos valvulares, aunque otras series hablan de 95.000, el doble con respecto 

a la década pasada [79]. En España, los registros hospitalarios recogen más de 18.000 reemplazos 

valvulares entre los años 2014 y 2015 [80]. 

1.2.2.1.1. Causas de la estenosis aórtica 

La válvula aórtica cuya anatomía es considerada normal consta de tres velos (tricúspide), pero 

entre un 0,5% y un 2% de la población presenta válvula con tan solo dos velos (bicúspide), según han 
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estimado varios estudios [81]. La estructura de las válvulas bicúspides es más desfavorable al flujo de 

sangre, lo cual provoca un desarrollo precoz de la CAVD y estenosis, hasta dos décadas antes que en 

los individuos con válvulas tricúspides [82]. De hecho, se ha descrito que hasta un 65% de los 

pacientes sometidos a un reemplazo valvular antes de los 60 años poseen válvulas con esta anatomía 

[83]. 

Si bien la producida por calcificación es la forma más común de estenosis aórtica, existen otras 

maneras por las cuales el diámetro de apertura de la válvula aórtica también se puede ver 

disminuido (Figura 4). La presencia de ciertas malformaciones, frecuentemente una válvula 

monocúspide, hace que la válvula aórtica sea estenótica de forma congénita sin necesidad de llegar a 

calcificarse. Como consecuencia, para estos individuos es prácticamente imposible llegar a la edad 

adulta de forma asintomática [84]. Además, la fiebre reumática, una enfermedad inflamatoria que 

resulta de una infección con S. pyogenes, también puede provocar una enfermedad valvular aórtica 

casi siempre acompañada de enfermedad en la válvula mitral. Sin embargo, esta es actualmente una 

causa rara de estenosis aórtica en los países desarrollados [85]. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 4. Causas de la estenosis de la válvula aórtica. 

 

 
1.2.2.1.2. Estructura de las válvulas aórticas normales y patológicas 

Las válvulas aórticas están constituidas mayoritariamente por tejido conectivo en forma de 

una matriz extracelular avascular en la cual pueden diferenciarse histológicamente tres capas (Figura 

5): del lado aórtico se encuentra la capa fibrosa, caracterizada por un predominio de fibras colágenas 

que confieren rigidez a los velos; del lado del ventrículo izquierdo está la capa ventricular, que 

además de colágeno contiene fibras de elastina con propiedades elásticas; y entre ambas se 

encuentra la capa esponjosa, rica en glicosaminoglicanos y proteoglicanos que son capaces de 

comprimirse cuando se aplican fuerzas a los velos [86]. Esta matriz extracelular sustenta células de 

variada morfología (Figura 5): células endoteliales valvulares (VECs, valvular endothelial cells) 

formando una monocapa en las superficies aórtica y ventricular, una pequeña cantidad de VSMCs 

hacia la base de la capa ventricular y células intersticiales valvulares (VICs, valvular interstitial cells), 

el tipo celular mayoritario, embebidas en diferentes localizaciones de la matriz que ellas mismas se 

encargan de secretar [86]. 
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Una buena manera de seguir los cambios que se producen a nivel histológico durante el 

transcurso de la CAVD es a través de la escala establecida por Warren y Yong, quienes publicaron en 

1997 una división del desarrollo de esta enfermedad en estadios basándose en las observaciones de 

374 válvulas obtenidas durante cirugías de reemplazo [87]: 

 El grado 1 se corresponde con aquellos casos en los que los velos valvulares mantienen aún la 

integridad de su estructura histológica sin presencia de calcificación pudiendo, no obstante, 

presentar cierto engrosamiento fibroso. 

 Las válvulas incluidas en el grado 2 presentan engrosamiento de sus velos valvulares 

acompañado de la aparición de nódulos calcificados, en los cuales se produce degeneración 

del tejido conectivo. Aunque la calcificación comienza a deformar la capa fibrosa, el tejido 

elástico todavía se mantiene intacto. 

 En el grado 3 los velos están ya gravemente engrosados y los nódulos calcificados son 

abundantes, provocando tanto la deformación de la capa fibrosa como el estiramiento del 

tejido elástico. Además, puede haber presencia de metaplasias óseas o cartilaginosas, cristales 

de colesterol y neovascularización. 

 Finalmente, en el grado 4 la estructura general de los velos se encuentra notablemente 

modificada. Todos sus componentes están alterados o incluso destruidos, incluidas la capa 

fibrosa y el tejido elástico. La presencia de cambios metaplásicos y de neovascularización es 

frecuente. Este estadio puede subdividirse además en dos, según la superficie de los velos se 

encuentre (4B) o no (4A) ulcerada.  

 

 
 
Figura 5. Estructura de los velos valvulares aórticos sanos. 
 

 
1.2.2.1.3. Fisiopatología 

La similitud entre la fisiopatología de la estenosis aórtica por calcificación y la de la 

aterosclerosis queda patente desde el inicio de ambas patologías, pues la CAVD también se inicia con 

daños en el endotelio como consecuencia del estrés mecánico producido por el flujo de la sangre 
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[88]. Prueba de ello es la mayor incidencia de calcificación entre los individuos con una válvula 

bicúspide, peor preparada para soportar las fuerzas mecánicas a las que es sometida. 

Un endotelio valvular dañado puede permitir la entrada de lípidos y su acumulación en zonas 

de inflamación [88] (Figura 6). En efecto, el colesterol LDL y Lp(a) han sido identificados como 

elementos contribuyentes al desarrollo de la CAVD, pues los niveles plasmáticos elevados de ambas 

lipoproteínas fueron reconocidos como factores de riesgo para el desarrollo de la enfermedad hace 

más de dos décadas [89]. Se ha demostrado que el oxLDL promueve la mineralización de VICs 

aisladas en cultivo in vitro [90] y, por otro lado, que tanto Lp(a) como otras moléculas relacionadas se 

localizan en velos de válvulas aórticas estenóticas, aumentando su cantidad conforme lo hacen la 

degeneración del tejido y la calcificación [91]. Los oxPLs transportados por Lp(a) también juegan un 

papel importante en la mineralización de las válvulas. De hecho, recientemente se ha verificado la 

asociación entre los niveles de Lp(a), el avance de la calcificación y la progresión hemodinámica de la 

CAVD y los niveles de oxPL, dependiendo además la capacidad de la lipoproteína para inducir la 

diferenciación osteogénica de las VICs de su contenido en oxPL [92]. 

 

 
Figura 6. Procesos patológicos que tienen lugar durante el transcurso de la enfermedad de la válvula aórtica 

calcificada. Reproducido de [88] con permiso de Elsevier. 

 

 
Los procesos de oxidación lipídica en el ambiente valvular tienen su origen en el desacople de 

la actividad óxido nítrico sintasa endotelial [93], cuyo incorrecto funcionamiento genera especies 

reactivas de oxígeno. Conjuntamente, algunos proteoglicanos como el biglicano y la decorina se 

sobreexpresan durante la estenosis por calcificación [94, 95], promoviendo la retención de lípidos y 

su modificación enzimática, lo cual produce diversos tipos de compuestos bioactivos [96]. Los lípidos 

oxidados también contribuyen a la iniciación de un proceso inflamatorio en las válvulas al activar la 

respuesta inmune innata a través de los receptores tipo Toll y la vía del factor nuclear κB [76]. 
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Gracias a un estudio en el cual Bossé y colaboradores compararon la expresión génica de 

válvulas aórticas sanas y válvulas con estenosis por calcificación se descubrió que hasta un 15% de los 

más de 700 genes regulados diferencialmente en la CAVD están relacionados con la inflamación [97]. 

La presencia de infiltrados inflamatorios en las válvulas, constituidos mayoritariamente por 

macrófagos (Figura 6), se ha relacionado con la severidad de la estenosis y con rasgos histológicos 

característicos de la CAVD como metaplasia osteocondrogénica o neovascularización [98]. La 

producción de diferentes tipos de citoquinas por parte de las células inflamatorias también 

contribuye a la progresión de este proceso. Así, la secreción del factor de necrosis tumoral α (TNF-α) 

por parte de monocitos y macrófagos activa la respuesta osteogénica a través de la expresión de 

MSX2, promueve el remodelado de la matriz y desencadena la apoptosis de las VICs [76]. La 

interleuquina 6 (IL-6), aguas abajo de TNF-α y del factor nuclear κB, es secretada en grandes 

cantidades por las VICs cultivadas en condiciones osteogénicas y el bloqueo del gen que la codifica 

reduce la expresión de BMP2 [99]. 

En el estudio llevado a cabo por Bossé y colaboradores, el gen que codifica la MMP12 era uno 

de los más sobreexpresados en válvulas estenóticas con respecto a las normales [97]. Efectivamente, 

en las válvulas, la inflamación va a acompañada de la expresión de MMPs, las cuales, además de 

participar en el remodelado de la matriz, generan péptidos capaces de promover la calcificación 

[100] (Figura 6). Se ha encontrado una mayor expresión de MMP1, 2 y 3 en el tejido de las válvulas 

calcificadas que en el procedente de válvulas normales y una expresión exclusiva de MMP9 en las 

válvulas enfermas [101]. Concretamente, MMP1 aparece asociada a los infiltrados de leucocitos en 

las válvulas estenóticas y su expresión se ve incrementada en las VICs en cultivo tras la aplicación de 

las citoquinas TNF-α e IL1-β [102, 103]. 

Los niveles elevados de fosfato en la circulación son también un factor de riesgo para la CAVD 

[104]. De hecho, se ha descrito la sobreexpresión del transportador de fosfato dependiente de sodio 

PiT-1 en válvulas aórticas calcificadas, así como un incremento de su expresión en cultivos in vitro de 

VICs expuestas a concentraciones elevadas de fosfato y la prevención de la calcificación de estos 

cultivos tras su silenciamiento [105]. La entrada de fosfatos en la célula mediada por PiT-1 activa la 

caspasa 3, promoviendo así la calcificación a través de un proceso apoptótico. Las ectonucleotidasas 

ENPP1 y fosfatasa alcalina también se encuentran sobreexpresadas en el proceso de calcificación que 

tiene lugar en la CAVD [106]. Estas enzimas generan fosfato inorgánico mediante la hidrólisis de 

nucleótidos, y una mayor expresión de las mismas provoca que los niveles de fosfato sean más 

elevados que los de pirofosfato, un inhibidor de la calcificación. Además, las ectonucleotidasas 

reducen el nivel extracelular de ATP, desencadenando así de otra manera la apoptosis de las VICs 

[106]. 

Por último, otro de los puntos clave en la fisiopatología de la CAVD es la diferenciación 

osteogénica de las células de la válvula (Figura 6). De nuevo el estrés mecánico producido por el flujo 

sanguíneo podría ser el origen de este proceso, pues se ha demostrado que un esfuerzo cortante 

oscilatorio es capaz de modular alrededor de 1.000 genes y 30 microRNAs (miRNAs) en cultivos in 
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vitro de VECs [107]. Probablemente como consecuencia de esto, el endotelio valvular en la cara 

aórtica de los velos expresa menos genes antiosteogénicos que el situado en la cara ventricular [108], 

fenómeno que además concuerda con la ocurrencia más frecuente de fibrosis y calcificación en la 

capa fibrosa. Es conocido también el papel de NOTCH1 en el desarrollo del cambio osteogénico 

característico de la CAVD: una actividad deficiente de la proteína repercute en la falta de inhibición 

de RUNX2, el cual está implicado en la calcificación valvular al igual que en la vascular [109]. Además, 

las citoquinas inflamatorias y los derivados oxidados de los lípidos son también capaces de inducir la 

expresión de BMP2 en las VICs [110]. 

Estos cambios están en gran medida orquestados por las células de la válvula y, 

fundamentalmente, por las VICs. Se trata de células de origen mesenquimal con una elevada 

plasticidad, capaces de adaptarse a los estímulos presentes en el ambiente cambiando su fenotipo. 

Algunos autores consideran que pueden presentar hasta cuatro diferentes: quiescentes, encargadas 

de mantener la fisiología normal de la válvula; activadas, implicadas en la regulación de los 

mecanismos patológicos de respuesta al daño y similares a miofibroblastos; progenitoras, con 

funciones de reparación; y osteoblásticas, encargadas de dirigir los procesos de osteogénesis y 

condrogénesis [86]. 

Es importante destacar también que, a día de hoy, y a pesar de todos los mencionados avances 

en el conocimiento de la fisiopatología de la CAVD a nivel celular y molecular, aún no existe un 

biomarcador capaz de predecir el riesgo de padecerla ni una forma de evaluar la susceptibilidad de 

los individuos con factores de riesgo cardiovascular. Teniendo en cuenta que incluso cuando la 

enfermedad progresa de moderada a severa esta puede seguir siendo asintomática [111], la 

investigación dirigida a prevenir la CAVD es de vital necesidad. 

1.2.2.2. Enfermedad renal crónica y estenosis aórtica 

Al igual que ocurre con la calcificación de las arterias, el proceso de calcificación de la válvula 

aórtica puede verse influenciado por la ERC. Se ha estimado que la prevalencia de la calcificación 

valvular es entre 5 y 10 veces mayor en los individuos con una función renal disminuida [112]. De 

hecho, hasta un 85% de los pacientes dializados puede presentar algún grado de CAVD y entre un 6 y 

un 13% de los pacientes en hemodiálisis presentan estenosis aórtica severa [113]. Además, se ha 

demostrado la existencia de una correlación inversa entre la cantidad de calcio medido por 

tomografía computarizada (CT) en la válvula aórtica y la GFR estimada [114]. Es importante destacar 

también que la calcificación de las válvulas posee factores de riesgo similares a los clásicos de la 

aterosclerosis, encontrándose asociada con hallazgos patológicos en la íntima de las arterias en 

pacientes con ERC [115]. 

La relevancia de esta asociación radica en el aumento en la mortalidad y presencia de eventos 

cardiovasculares que provoca la calcificación de la válvula aórtica en pacientes con ERC. En un 

estudio realizado en pacientes en hemodiálisis se demostró un incremento de dos veces en el riesgo 

de mortalidad en aquellos individuos con calcificación en las válvulas aórtica y mitral con respecto a 

los individuos que no la tenían [116]. En otro estudio, se describió una tasa de supervivencia a 5 años 
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para los pacientes con estenosis aórtica severa de solamente un 42% en pacientes con ERC, frente a 

un 67% en pacientes con función renal normal [117]. Por último, en un trabajo para el cual se realizó 

un seguimiento de pacientes con ERC durante varios años, el 13,2% presentaron algún evento 

cardiovascular en ausencia de calcificación valvular, mientras que un 37% y hasta un 75% de los 

pacientes con calcificación de grado moderado o severo, respectivamente, presentaron un evento 

durante el estudio [118]. 

 

1.3. Estudios genéticos en la enfermedad renal crónica y la calcificación 

cardiovascular 

Al igual que sucede con otras muchas enfermedades, el desarrollo y progresión de la ERC y los 

distintos tipos de calcificación en el aparato cardiovascular tienen un cierto componente genético. 

Los polimorfismos de nucleótido único (SNPs, single nucleotide polymorphisms) son las variantes 

genéticas más estudiadas a la hora de buscar predictores de la susceptibilidad de un individuo a 

desarrollar cierta enfermedad o del riesgo de un paciente de tener un determinado pronóstico. Se 

han realizado un gran número de investigaciones con el objetivo de encontrar SNPs asociados con la 

ERC y la calcificación cardiovascular. Por ejemplo, estudios genéticos a gran escala (GWAS, Genome-

Wide Association Study) han conseguido identificar variantes de este tipo asociadas con la 

calcificación de las arterias coronarias [119-121] o con la disminución en la GFR [122, 123]. 

Generalmente este tipo de estudios permiten identificar genes que a priori no parecerían 

relacionados con la enfermedad, ampliando el conocimiento de las rutas implicadas. 

Es el caso de los polimorfismos relacionados con el gen PALMD, que recientemente han sido 

asociados con la CAVD en sendos GWAS llevados a cabo en los últimos años [124, 125]. Se trata de 

un gen expresado mayoritariamente en el tejido muscular cardiaco y esquelético que codifica una 

proteína cuyas funciones son poco conocidas [126]. La palmdelfina se localiza en el citosol, donde se 

asocia a los filamentos de actina y podría controlar la dinámica de la membrana plasmática y la forma 

de las células [127, 128]. También promueve la diferenciación de los mioblastos y la regeneración 

muscular [129], además de intervenir en la apoptosis en repuesta a daños en el DNA en líneas 

celulares de osteosarcoma [130]. 

Entre las investigaciones realizadas en los últimos años destaca asimismo un GWAS en el cual 

se identificó la implicación del polimorfismo rs10455872, situado en una región intrónica del gen 

LPA, en la calcificación de la válvula aórtica a través de su influencia en los niveles plasmáticos de 

Lp(a) [131]. El gen LPA codifica la apolipoproteína(a), la cual forma parte de Lp(a) junto con una 

partícula de LDL y una molécula de apolipoproteína B100 [132]. Niveles plasmáticos elevados de 

Lp(a) son un conocido factor de riesgo para la enfermedad cardiovascular y también están 

determinados genéticamente por la variación en el número de repeticiones de un dominio Kringle en 

el gen LPA [132]. De hecho, ya se ha demostrado la asociación causal de los niveles de Lp(a) 
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determinados por estas variantes genéticas con incrementos en el riesgo a sufrir infartos de 

miocardio [133] o enfermedad arterial coronaria [134].  

Otro tipo de estudios genéticos son los centrados en genes candidatos seleccionados a partir 

del conocimiento de la fisiopatología de una enfermedad. Es el caso del gen MMP1, que codifica una 

proteína perteneciente a una familia de enzimas capaces de degradar componentes de la matriz 

extracelular, citoquinas, péptidos antimicrobianos o proteínas de la superficie celular [135] y que 

intervienen en diversas enfermedades asociadas a procesos inflamatorios [136]. La expresión del gen 

MMP1 está controlada por diversas variantes genéticas. En concreto, se han descrito una serie de 

SNPs en su región promotora capaces de modificar su actividad transcripcional: el alelo de la 

inserción (2G) del polimorfismo -1607 1G>2G la incrementa [137], produciéndose también este 

efecto con ciertos haplotipos de los polimorfismos -519 A>T y -340 T>C [138]. Además, el genotipo 

2G2G-1607 se ha asociado con una mayor mortalidad de los pacientes en hemodiálisis [139], y se ha 

propuesto la posesión del alelo G-519 como factor de riesgo para el desarrollo de ERC [140]. Sin 

embargo, aún no se han asociado estos SNPs con patologías relacionadas con la calcificación 

cardiovascular. 

De entre las investigaciones centradas en genes candidatos llevadas a cabo en nuestro país, 

destacan las realizadas recientemente en la población del estudio NEFRONA (Observatorio Nacional 

de Aterosclerosis en Nefrología): se han asociado 5 SNPs relacionados con proteínas implicadas en 

alteraciones del metabolismo mineral con un incremento en el riesgo de padecer ERC [141], y un 

polimorfismo del gen KL (que codifica la proteína Klotho) con un descenso en el riesgo de progresión 

de la aterosclerosis asociada a la ERC [142]. 

 

1.4. MicroRNAs en la enfermedad renal crónica y la calcificación 

cardiovascular 

Puesto que los miRNAs regulan al menos el 50% de los genes codificantes de proteínas [143], 

estos son cruciales en prácticamente todos los procesos celulares. Por tanto, perfiles de expresión 

anómalos se han asociado con condiciones patológicas de muy diversa índole, como hipertrofia 

cardiaca [144], cáncer [145], infarto de miocardio [146], enfermedad hepática [147] o lupus 

eritematoso sistémico [148], entre otras. Los miRNAs también intervienen en numerosos aspectos de 

la calcificación cardiovascular [149]. Desde el primer estudio al respecto, en el cual se demostró que 

la desregulación del miR-125b conduce a la diferenciación osteoblástica de VSMCs humanas a través 

de la modulación del factor de transcripción Osterix [150], se han llevado a cabo grandes avances. 

Por ejemplo, se ha descrito el incremento en la expresión de cuatro miRNAs en la media arterial de 

ratones con alteraciones del metabolismo óseo y mineral similares a las producidas por la ERC [151, 

152] y, más recientemente, se han identificado cinco miRNAs diferencialmente expresados en 

válvulas aórticas estenóticas procedentes de cirugías de reemplazo [153]. 



Introducción 

Página 21 

Además de expresarse en todos los tejidos, los miRNAs circulan libremente y de forma muy 

estable en el suero y plasma humanos, lo que ha disparado el interés en ellos al convertirlos en 

potenciales biomarcadores mínimamente invasivos [154, 155]. Su estructura química es mucho más 

simple que la de otros biomarcadores, generalmente proteicos, cuya detección es más dificultosa al 

requerir la generación de anticuerpos. Puesto que existen miRNAs específicos de tejido [156], su 

aparición en sangre podría indicar un daño en el tejido correspondiente [157]. Se ha propuesto el uso 

de miRNAs circulantes como biomarcadores de la calcificación cardiovascular: miR-21, miR-27, miR-

34a, miR-126, miR-146a, miR-155 y miR-210 aparecen en varias investigaciones que tienen como 

objetivo buscar miRNAs indicadores de enfermedad en las arterias coronarias, diabetes tipo 2 o ERC, 

siendo el miR-21, el cual participa en el proceso aterosclerótico, el único común a las tres 

enfermedades [149]. Por otro lado, se ha descrito la reducción en los niveles circulantes del total de 

miRNAs, así como de miRNAs específicos, en pacientes con ERC [158]. Particularmente, algunos de 

estos miRNAs podrían estar relacionados con las alteraciones cardiovasculares que sufren estos 

individuos [159]. Además, los niveles plasmáticos del miR-210 son capaces de predecir supervivencia 

en enfermos con daño renal agudo [160]. 

 

1.5. Tratamiento de la calcificación cardiovascular 

Por el momento, el único tratamiento farmacológico dirigido a prevenir la calcificación vascular 

que ha conseguido llegar a la fase de ensayo clínico es el consistente en la administración 

intravenosa de SNF472 [161]. El tratamiento incluye en su formulación mio-inositol hexakisfosfato o 

ácido fítico, un compuesto que ha demostrado ser capaz de evitar la cristalización de fosfatos de 

calcio en forma de hidroxiapatita in vitro [162] y la formación de depósitos minerales en las aortas y 

corazones de ratas a las que se inyectaron dosis suprafisiológicas de vitamina D [163, 164]. A pesar 

de ser bien tolerado por las personas a las que fue administrado y de tener una efectividad 

demostrada, no se ha estudiado su efecto sobre el fenotipo de las VSMCs. 

Un compuesto químico que ya ha sido utilizado en la clínica es la mitramicina, concretamente 

en la enfermedad ósea de Paget u osteítis deformante [165]. Se trata de una enfermedad en la cual 

un incremento en la actividad celular ósea conduce a una elevada fragilidad de los huesos 

acompañada de la formación de nuevo tejido óseo desorganizado [166]. La naturaleza similar a una 

neoplasia de bajo grado de la osteítis deformante y la observación de hipocalcemia en numerosos 

pacientes con cáncer tratados con mitramicina [167] sugirieron la utilidad de este compuesto para el 

tratamiento de la enfermedad. Aunque las dosis necesarias eran más bajas que las empleadas en 

quimioterapia y los efectos secundarios más leves, los bisfosfonatos, alternativa terapéutica más 

potente, acabaron sustituyendo a la mitramicina para este uso [165].  

La mitramicina, ácido aureólico o plicamicina es un antibiótico policétido producido de forma 

natural por cepas de microorganismos del género Streptomyces [168]. Debido a sus propiedades 

antitumorales, se ha usado en el tratamiento de diversos tipos de cáncer, especialmente el de 
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testículo [169]. Su capacidad para unirse reversiblemente al surco menor de la hélice del DNA en 

regiones ricas en G/C bloquea la unión de factores de transcripción a promotores de genes que 

contienen en su secuencia este tipo de regiones [170]. Más concretamente, el factor de transcripción 

SP1 se une a este tipo de secuencias y su sobreexpresión en numerosos tipos de tumores activa 

diversos genes oncogénicos [171]. Sin embargo, el uso de la mitramicina se ha visto reducido como 

consecuencia de los graves efectos secundarios que puede producir [172]. 

La implicación del metabolismo óseo en la osteítis deformante puede llevar a pensar que la 

mitramicina también podría actuar contra la calcificación cardiovascular. De hecho, Zhang y 

colaboradores describen en una publicación reciente la implicación de SP1 (Specificity protein 1) en 

este proceso de forma que el aumento de su expresión en condiciones calcificantes desencadena un 

aumento en la expresión de BMP2 y, consecuentemente, el cambio osteogénico de las VSMCs [173]. 

Sin embargo, aunque la mitramicina es útil para demostrar que la inhibición de SP1 bloquea la 

calcificación, su potencial uso clínico queda anulado por la toxicidad del compuesto, aunque abre la 

puerta al estudio de análogos que mantengan su actividad biológica pero carezcan de los efectos 

secundarios. 

Adicionalmente, se ha planteado el uso de los RNAs de pequeño tamaño para el tratamiento 

de distintas enfermedades humanas [174]. En efecto, el avance en el conocimiento de la implicación 

de los miRNAs en la fisiopatología de las enfermedades también los está haciendo candidatos a servir 

como dianas terapéuticas. Así, el uso de inhibidores de miRNAs basados en ácidos nucleicos 

bloqueados (LNA-anti-miR) inhibe el crecimiento de líneas celulares de cáncer [175] y bloquea 

miRNAs sobreexpresados como consecuencia de infecciones [176]. De hecho, miravirsen, una terapia 

contra la hepatitis C actualmente en fase de ensayo clínico, utiliza esta tecnología para inhibir el miR-

122 [177]. Asimismo, se han podido reducir con mucha eficiencia y especificidad los niveles del miR-

192 en el riñón de ratones diabéticos, y con ellos la fibrosis renal y la proteinuria, apoyando la 

posibilidad de una aproximación traslacional basada en anti-miRNAs para evitar la progresión de la 

ERC en la nefropatía diabética [178]. Adicionalmente, la administración de moléculas que mimetizan 

funcionalmente los miRNAs naturales (mimics, secuencias nucleotídicas cortas artificiales que se 

asemejan a los precursores de los miRNAs o pre-miRNAs) permite la reposición de los miRNAs poco 

expresados y la regulación del RNA mensajero (mRNA) diana tal y como harían los miRNAs 

endógenos [179, 180]. 

 



 

 

2. Hipótesis y objetivos 
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El envejecimiento de la población en los países desarrollados ha provocado un notable 

incremento en la prevalencia de enfermedades de naturaleza no transmisible. Como consecuencia, 

hasta un 10% de la población española tiene disminuida su función renal, pudiendo considerarse 

además un 4% de la población como enfermos con ERC. La falta de biomarcadores precoces del 

descenso en la GFR y de tratamientos contra una de sus complicaciones más importantes, la 

calcificación cardiovascular, pone de manifiesto la necesidad de buscar nuevos métodos de 

diagnóstico y dianas terapéuticas. 

Los miRNAs presentes en la circulación podrían servir como indicadores de las alteraciones que 

se producen en el riñón, los vasos o las válvulas cardiacas, jugando también un papel en los 

mecanismos que regulan la expresión de los genes alterados en estas enfermedades. Por otro lado, 

el genotipo de un individuo para polimorfismos de genes implicados en los procesos de calcificación 

podría ser capaz de predecir la susceptibilidad de pacientes de riesgo, como aquellos con ERC, a 

desarrollar estas alteraciones. 

Se formulan, por tanto, las siguientes hipótesis: 

1. Existen diferencias en el perfil de miRNAs circulantes entre los distintos estadios de la ERC. 

Estas diferencias se relacionan además con el proceso de calcificación vascular y pueden servir 

como dianas terapéuticas del mismo. 

2. Existen numerosas similitudes entre el proceso de calcificación de las arterias, el proceso de 

calcificación cardiovascular más estudiado, y el de las válvulas cardiacas. Mecanismos que 

controlan el primero pueden igualmente dirigir la calcificación de la válvula y viceversa, 

estando en consecuencia ambos procesos producidos por los mismos mecanismos 

moleculares, celulares y genéticos. 

Para confirmar la validez de estas hipótesis, se proponen los siguientes objetivos: 

1. Determinar qué miRNAs se encuentran diferencialmente representados en el plasma de 

pacientes en diferentes estadios de ERC con respecto a controles sanos. 

2. Analizar los niveles de expresión de los miRNAs desregulados por la ERC en una línea celular de 

VSMCs cultivada con concentraciones elevadas de calcio y fosfato, así como con un compuesto 

potencialmente inhibidor de la calcificación. 

3. Estudiar el proceso de calcificación de la válvula aórtica mediante la cuantificación de los 

depósitos de calcio presentes en velos obtenidos mediante cirugía y correlacionar estas 

medidas con los niveles de genes y proteínas que acompañan al cambio osteogénico. 

4. Determinar si los genotipos para polimorfismos de LPA, MMP1 y PALMD de individuos con 

valvulopatías o calcificación vascular asociada a ERC se asocian con el nivel de la calcificación 

de sus válvulas o arterias. 





 

 

3. Pacientes y métodos 
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3.1. Pacientes y recogida de muestras 

3.1.1. Pacientes con enfermedad renal crónica 

Se partió de la población recogida en el estudio NEFRONA [181]. Este proyecto, de naturaleza 

observacional y prospectiva, tiene como objetivo principal evaluar la carga aterosclerótica subclínica 

de pacientes con ERC. Para ello, el proyecto reclutó un total de 2.445 pacientes en distintos estadios 

de la enfermedad procedentes de 81 centros sanitarios de España, así como 559 controles sin ERC. El 

diagnóstico se basó en los criterios detallados por las guías KDIGO [2].  

El proyecto cuenta con numerosos datos de los pacientes incorporados en una base de datos 

anonimizada. Se recogieron variables antropométricas y bioquímicas (Tabla 2), datos específicos de 

la enfermedad renal (en el caso de que el sujeto perteneciera al grupo de ERC), datos de 

comorbilidades y de tratamientos médicos en el momento de la inclusión de todos los individuos 

incluidos en el estudio. A todos ellos se les habían realizado, además, ecografías de las arterias 

femoral y carótida al comienzo del estudio, las cuales se repitieron a los 24 meses en los enfermos 

para valorar su evolución. 

Además de los datos, el proyecto se encargó de recopilar muestras de sangre que se enviaron 

al Biobanco de la Red Temática de Investigación Cooperativa (RETIC) Red de Investigación Renal 

(REDinREN) en la Universidad de Alcalá de Henares para su posterior procesamiento para la 

extracción de plasma y DNA, entre otros productos [182]. 

 
Tabla 2. Características demográficas y clínicas de la población del estudio NEFRONA. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Las variables cualitativas se expresan como frecuencia (%) y las comparaciones entre frecuencias en controles y enfermos se 

analizaron mediante la prueba Chi-cuadrado. Las variables cuantitativas se expresan como media (desviación estándar) y las 

diferencias entre los grupos de controles y enfermos se analizaron mediante la prueba t de Student. 
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3.1.2. Pacientes con valvulopatía aórtica 

Todos los pacientes con valvulopatía aórtica fueron diagnosticados en el Hospital Universitario 

Central de Asturias (HUCA) siguiendo los criterios recogidos en las guías de práctica clínica de la 

American Society of Echocardiography [183, 184] tras el estudio ecocardiográfico de sus válvulas. Se 

muestran en la Tabla 3 los valores de los parámetros ecocardiográficos utilizados para clasificar los 

grados de severidad de la estenosis aórtica. Asimismo, se recogieron diversos parámetros 

antropométricos y clínicos de todos ellos, incluyendo la anatomía de su válvula aórtica. 

 
Tabla 3. Grado de severidad de la estenosis valvular aórtica de acuerdo con parámetros ecocardiográficos. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
En una primera población se estudiaron pacientes derivados al Laboratorio de Imagen del Área 

del Corazón del HUCA por sospecha de valvulopatía entre los años 2008 y 2014 (Tabla 4). Se 

seleccionaron pacientes con diagnóstico de válvula aórtica normofuncionante (13,8%), estenosis 

aórtica (47,1%), insuficiencia aórtica (15,2%) o doble lesión aórtica (23,9%). Todos los pacientes 

firmaron un consentimiento informado tanto para su participación en el estudio como para la cesión 

de sus muestras al Biobanco del Principado de Asturias. Un total de 348 muestras de sangre 

(extraídas precirugía en caso de haberla) fueron remitidas al Biobanco para la separación de plasma y 

DNA y, además, de los 119 pacientes sometidos a reemplazo valvular aórtico se obtuvieron las 

válvulas explantadas (Figura 7), que fueron depositadas en tubos con RNAlater (Ambion) en el propio 

quirófano para preservar el RNA celular antes de ser procesadas en el Biobanco. 

Se utilizó una segunda población de pacientes con valvulopatía aórtica, procedentes también 

del HUCA, pero esta vez con el criterio de incluir a todos los pacientes sometidos a sustitución 

quirúrgica de la válvula aórtica en el citado hospital durante un año (Tabla 5). Los criterios de 

exclusión fueron: pacientes con diagnóstico de endocarditis, pacientes reintervenidos que porten 

prótesis aórticas y pacientes intervenidos de forma urgente. Así, la población de pacientes 

candidatos entre noviembre de 2016 y noviembre de 2017 fue de 308 (72,4% con estenosis, 13,3% 

con insuficiencia y 14,3% con doble lesión). Todos ellos firmaron los consentimientos informados 

requeridos como justificante de la donación de sangre y tejido que realizaron, documentos que 

fueron igualmente enviados al Biobanco. 
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Tabla 4. Características demográficas y clínicas de la primera población de pacientes con valvulopatía aórtica. 
 

 
Las variables cualitativas se expresan como frecuencia (%) y las comparaciones entre frecuencias en los distintos diagnósticos 

se analizaron mediante la prueba Chi-cuadrado o la prueba exacta de Fisher. Las variables cuantitativas se expresan como 

media (desviación estándar) y las diferencias entre los grupos de distinto diagnóstico se analizaron mediante la prueba 

ANOVA. 

 

 
Tabla 5. Características demográficas y clínicas de la segunda población de pacientes con valvulopatía aórtica. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Las variables cualitativas se expresan como frecuencia (%) y las comparaciones entre frecuencias en los distintos diagnósticos 

se analizaron mediante la prueba Chi-cuadrado. Las variables cuantitativas se expresan como media (desviación estándar) y 

las diferencias entre los grupos de controles y enfermos se analizaron mediante la prueba ANOVA. 
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Figura 7. Velos valvulares procedentes de válvulas aórticas reemplazadas quirúrgicamente. Se muestran como 
ejemplo tres velos con diferente grado de degeneración. 
 

 

3.2. Modelo animal de insuficiencia renal crónica 

Se utilizaron también muestras de suero procedentes de un modelo animal de insuficiencia 

renal crónica (IRC) desarrollado en el laboratorio de la UGC Metabolismo Óseo del HUCA [185]. En él 

se emplearon ratas Wistar macho que se mantuvieron en el Bioterio de la Universidad de Oviedo a 

una temperatura controlada y bajo un ciclo de 12 h de luz/oscuridad y a las cuales se les facilitaron 

agua y pienso ad libitum. A la mitad de ellas se les realizaron nefrectomías 7/8 para inducir la IRC, 

manteniéndose el resto como un grupo Sham que se utilizó a modo de control. En la Tabla 6 se 

recogen las características bioquímicas relativas a la IRC de estos animales. 

 
Tabla 6. Parámetros bioquímicos de las ratas cuyos sueros fueron utilizados en este trabajo.  
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Datos presentados como media (desviación estándar). Las comparaciones entre los grupos Sham e IRC se llevaron a cabo 

utilizando la prueba t de Student (* = p < 0,05 vs Sham). 

 

 

3.3. Cultivo celular y modelo in vitro de calcificación vascular  

Se utilizó la línea celular A7r5 de VSMCs embrionarias de rata (CRL-1444; American Type 

Culture Collection) para la realización de todos los experimentos de cultivo celular. Las células se 

cultivaron a 37 °C en una atmósfera humidificada con un 5% de CO2 y se utilizó como medio de 

mantenimiento Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, GE Healthcare Life Sciences) con 4,5 g/L 

de glucosa y sin piruvato de sodio suplementado con 2 mM de L-glutamina (Merck), 100 U/mL de 

penicilina y 100 U/mL de estreptomicina (Lonza), así como con un 10% de suero fetal bovino (GE 

Healthcare Life Sciences). El medio de cultivo se cambió cada 2-3 días. 
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Para la realización de los experimentos, las células se sembraron a una concentración tal que a 

las 24 h su confluencia era de alrededor del 80%, tras lo cual el medio de cultivo se sustituyó por otro 

de idéntica formulación al de mantenimiento pero con un menor contenido de suero fetal bovino 

(5%), el cual sirvió de condición control. En otros dos grupos de células, a este medio se adicionaron 

diferentes concentraciones (10, 100 y 500 nM) de mitramicina o su análogo demicarosil-3D-β-D-

digitoxosil-mitramicina SK (EC-8042, Figura 8), ambos proporcionados por EntreChem S.L. Se incluyó 

además un cuarto grupo de células a cuyo medio se adicionaron volúmenes de DMSO 

(dimetilsulfóxido, Sigma-Aldrich, vehículo en el cual iban disueltos los compuestos) equivalentes a los 

necesarios para aplicar las concentraciones elegidas de mitramicina y EC-8042. Las células se 

recogieron a las 72 h para realizar los diferentes análisis. 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 8. Estructura química del compuesto EC-8042. Se muestran en color rojo los grupos modificados con 

respecto a la molécula de la mitramicina. 

 

 

Una vez elegida la concentración de EC-8042 que produjo los efectos deseados sobre las 

células (100 nM), esta se aplicó a un modelo in vitro de calcificación vascular. En este caso, aparte de 

la condición control, se aplicó a un grupo de células un medio calcificante (CaP) con la misma 

formulación que el control al que se añadieron CaCl2 (Sigma-Aldrich) y NaH2PO4 (Merck) para 

conseguir unas concentraciones finales de calcio y fosfato de 2,7 y 2,0 mM, respectivamente, según 

un modelo descrito [186], frente a 1,8 y 0,9 mM presentes en el DMEM. Se comprobó la capacidad 

de este medio para inducir la formación de depósitos de calcio sobre las células mediante la 

realización de tinciones de Rojo Alizarina (Figura 9). En los experimentos en los que se añadió EC-

8042, los pocillos tratados con CaP se dividieron, pasados 5 días, en tres grupos: en uno se mantuvo 

el medio CaP, a otro se le añadió EC-8042, y a otro un volumen equivalente de vehículo. Las células 

se recogieron a los 9-10 días para realizar los diferentes análisis. 

 

3.4. Análisis de los depósitos de calcio 

3.4.1. Tinción de Rojo Alizarina 

Se llevaron a cabo tinciones de Rojo Alizarina para visualizar los depósitos de calcio formados 

sobre las células en cultivo (Figura 9). Se siguió para ello un protocolo descrito previamente [187], al 

cual se introdujo alguna modificación para realizarlo a temperatura ambiente. Tras lavar las células 

con tampón PBS (Phosphate buffered saline, Sigma-Aldrich), se les aplicó una disolución de 

formaldehído (Merck) al 10% en PBS durante 10 min para fijarlas a las placas de cultivo. 
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Seguidamente, las células se lavaron con agua destilada y se cubrieron durante 5 min con una 

disolución al 2% de Rojo Alizarina S (Sigma-Aldrich) pH = 4,2. Una vez eliminado el exceso de tinción 

con agua destilada, las placas se mantuvieron secas para proceder a su observación. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figura 9. Comprobación de la capacidad del medio CaP para inducir la formación de depósitos de calcio sobre 

las células mediante tinción de Rojo Alizarina. A la izquierda: aspecto de dos pocillos en los cuales se cultivaron 

células A7r5 en condiciones control (en la parte superior de la imagen) y CaP (en la parte inferior). A la derecha, 

junto a cada pocillo: imágenes tomadas con el microscopio de las células en dichas condiciones (aumento: 

100X). 

 

 

3.4.2. Cuantificación del calcio depositado sobre monocapas celulares 

La cantidad de calcio depositado sobre las células sometidas a estímulos calcificantes se 

determinó mediante un método colorimétrico. En primer lugar, tras lavar las células con tampón PBS, 

se les aplicó HCl 0,6 N durante una noche a 4 °C para disolver el calcio, tras lo cual se siguió un 

protocolo basado en el método de la o-cresolftaleína complexona [188, 189] que incluye el uso de un 

compuesto destinado a eliminar posibles interferencias del magnesio y el hierro [190]. Se mezclaron, 

en el siguiente orden, 100 μL de una disolución de hidrocloruro de etanolamina (Sigma-Aldrich) 880 

mM (pH = 11), 5 μL del sobrenadante recogido de cada muestra, y 100 μL de una disolución con  

o-cresolftaleína complexona (Sigma-Aldrich) 0,1 mM y hemisulfato de 8-quinolinol (Sigma-Aldrich)  

11 mM. Tras 5 min de incubación, se midió la absorbancia de cada mezcla a 570 nm con un 

espectrofotómetro Multiskan GO (ThermoFisher). 

La cantidad de calcio de cada muestra se normalizó en función de la proteína total de las 

células sobre las que estaba depositado (μg calcio/mg proteína), que fue extraída con una disolución 

0,1 N de NaOH (Merck) con un 0,1% de SDS (dodecilsulfato sódico, Sigma-Aldrich) [191]. La 

concentración proteica de estos extractos fue determinada mediante el método colorimétrico DC 

Protein Assay (BioRad), utilizando nuevamente el equipo Multiskan GO para medir absorbancia. 
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3.4.3. Cuantificación del contenido en calcio de los velos valvulares 

Se determinó el contenido en calcio de muestras de tejido valvular conservadas en etanol 

mediante microtomografía computarizada (microCT) en un equipo SkyScan 1174 (Bruker) de la 

Unidad de Imagen Preclínica de los Servicios Científico-Técnicos de la Universidad de Oviedo. Las 

imágenes fueron obtenidas utilizando unos parámetros de 50 kV y 800 µA. Se obtuvieron unas 1.300 

imágenes de cada una de las muestras con un paso de rotación de 0,3° y un promedio de marco de 2 

para un escaneo de 180°. El escaneo de cada una de ellas duró entre 10 y 20 min (dependiendo del 

tamaño de la válvula) usando un tiempo de exposición de 6.200 ms. Se realizó la corrección de 

campo plano al principio de cada escaneo. 

Las imágenes obtenidas fueron reconstruidas con el programa NRecon (Bruker, Figura 10). Los 

valores de corrección del coeficiente de atenuación, dureza del rayo, suavizado y artefactos de anillo 

fueron los mismos en todas las muestras. 

El análisis morfométrico en 3D fue realizado mediante el software CTAn (Bruker). El volumen 

de interés fue delimitado manualmente en cada una de las muestras. El umbral que se usó para 

todas ellas fue de 0,74 a 3,39 g/cm3 de BMD (bone mineral density, densidad mineral ósea), 

habiéndose calibrado esta medida con respecto a dos fantomas con 0,25 y 0,75 g/cm3 de 

hidroxiapatita. 

Se consideraron los parámetros BMD y BV/TV (bone volume/tissue volume, volumen 

óseo/volumen de tejido) como medidas de la cantidad de calcio depositado. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 10. Imágenes de los depósitos minerales obtenidas tras el análisis mediante microtomografía 

computarizada (microCT) de los velos valvulares aórticos. A la izquierda se muestra un velo con una calcificación 

menos extensa que el de la derecha, severamente calcificado. 
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3.5. Tinciones histológicas 

Tras la realización del microCT, algunas de las muestras de tejido valvular fueron enviadas al 

Biobanco del Principado de Asturias, donde se descalcificaron con una disolución de ácido fórmico al 

10% para posteriormente incluirse en bloques de parafina. Se realizaron secciones de 5 μm de grosor 

que se colocaron sobre portaobjetos para su posterior análisis histológico. 

3.5.1. Tinción de hematoxilina y eosina 

Los cortes se desparafinaron con xileno (VWR) y se rehidrataron en disoluciones con 

concentraciones decrecientes de etanol (PanReac), tras lo que se aplicó a estos hematoxilina de 

Mayer (5% alumbre potásico, Labkem; 2% ácido acético glacial, Merck; 0,1% hematoxilina, Sigma-

Aldrich; 2·10-4% KIO3, Sigma-Aldrich) durante 5 min. Los cortes se lavaron con agua del grifo hasta 

que la tinción obtuviese un color azulado. A continuación, se aplicó eosina A (Merck) al 1% durante 

1,5 min. Para quitar el exceso de este colorante, se realizaron lavados rápidos con etanol 95% y 

100%, cuyos restos fueron eliminados con xileno. Finalmente, se les aplicó medio de montaje 

Entellan (Merck) para fijar el cubreobjetos. 

3.5.2. Tinción de orceína 

Se realizó una tinción de orceína en las muestras para poder diferenciar fácilmente las fibras 

elásticas del resto de los componentes de la matriz extracelular de las válvulas. La tinción se llevó a 

cabo en la Unidad de Histopatología Molecular en Modelos Animales de Cáncer del Instituto 

Universitario de Oncología del Principado Asturias (IUOPA), siguiendo un protocolo descrito 

previamente [192]. Una vez se desparafinaron e hidrataron los cortes, se les aplicó una disolución 

ácida de orceína en etanol al 70% durante 30 min, cuyo exceso se eliminó mediante un lavado rápido 

en agua destilada. A continuación, los cortes se tiñeron durante 20 s con carmín de índigo en una 

disolución saturada de ácido pícrico. Por último, se diferenciaron las fibras elásticas teñidas con 

orceína mediante una deshidratación prolongada en etanol y se colocó un cubreobjetos. 

 

3.6. Inmunohistoquímicas 

Para la realización de inmunohistoquímicas, los cortes de tejido valvular fueron igualmente 

desparafinados con xileno y rehidratados en disoluciones con concentración decreciente de etanol. A 

continuación se utilizaron reactivos del kit EnVision FLEX High pH (Dako), con lavados intermedios 

con PBS. En caso de necesitarse el desenmascaramiento de los antígenos, los cortes se 

desparafinaron y rehidrataron con el tampón Target Retrieval Solution a 96 °C durante 20 min 

utilizando el equipo PT Link (Dako). Seguidamente, se bloqueó la actividad peroxidasa endógena 

aplicando Peroxidase-blocking reagent durante 5 min y las uniones inespecíficas aplicando albúmina 

de suero bovino (Sigma-Aldrich) al 3% en PBS durante 10 min. Los cortes se incubaron a continuación 

con una dilución del anticuerpo contra la proteína de interés (Tabla 7) durante 30 min, y con un 

anticuerpo secundario Envision/HRP contra ratón y conejo con peroxidasa de rábano (HRP) 
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conjugada durante otros 30 min. Se aplicó también un amplificador de la señal del anticuerpo 

primario (Linker, Dako) durante 15 min cuando fue necesario. Para detectar las proteínas reconocidas 

por los anticuerpos en el tejido valvular, se aplicó una disolución de diaminobencidina (DAB, 

preparada en el momento a partir de DAB+ Chromogen y Substrate Buffer) durante 10 min. Se realizó 

asimismo una contratinción con hematoxilina de Mayer para destacar los núcleos celulares. 

Finalmente, se deshidrataron los cortes y se les colocó un portaobjetos con medio de montaje. 

 
Tabla 7. Anticuerpos y condiciones utilizados en las inmunohistoquímicas. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
Alix: Apoptosis Linked Gene-2 (ALG-2) interacting protein X; CD: Cluster of Differentiation. * anticuerpo prediluido 

comercialmente, al que además se aplicó Linker. 

 

 
Se llevaron a cabo optimizaciones del protocolo anteriormente descrito en el Biobanco del 

Principado de Asturias para cada anticuerpo utilizado. Se ensayaron en cada caso combinaciones de 

diferentes diluciones de anticuerpo y condiciones de desenmascaramiento, empleándose para ello 

controles positivos, es decir, tejidos donde la presencia de la proteína de interés está demostrada. En 

la Figura 11 se muestran las inmunohistoquímicas realizadas en las condiciones que se consideraron 

óptimas. 

La cuantificación del área teñida con DAB se realizó con el programa Fiji [193]. Se tomaron 

para ello imágenes de los portabjetos completos con la resolución de un objetivo 20X con el equipo 

SCN 400 Slide Scanner (Leica) de la Unidad de Histopatología Molecular en Modelos Animales de 

Cáncer del IUOPA. A partir de ellas se obtuvieron capturas equivalentes a imágenes de campos 

aleatorios de un microscopio óptico con el programa SlidePath Gateway (Leica), las cuales generaron 

archivos de imagen con el mismo tamaño. Sobre estos archivos se aplicó el complemento Colour 

Deconvolution [194] para separar el color marrón de la DAB del azul de la hematoxilina. Se generaron 

así imágenes monocromáticas a las que se aplicó un umbral de intensidad con el que se pudieron 

discriminar las áreas de positividad con respecto al fondo. Se obtuvo el valor aproximado del área 

total teñida con DAB en cada muestra calculando la media de las áreas medidas en las capturas. 
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Figura 11. Imágenes representativas de las inmunohistoquímicas realizadas en los controles positivos con las 

que se determinaron las condiciones adecuadas para cada anticuerpo. A: Alix – melanoma; B: BMP2 – pared 

arterial patológica; C: CD31 – apéndice; D: CD63 – placenta; E: CD68 – amígdala. 

 

 

3.7. Cuantificación de los niveles de apoptosis 

El marcaje de las células apoptóticas se llevó a cabo con el FITC Annexin V Detection Kit 

(BioLegend). Se utilizó para ello una suspensión de las células cultivadas en las diferentes condiciones 

en las que se quería determinar el nivel de apoptosis. Puesto que se trabajó con células adherentes, 

estas fueron tripsinizadas y posteriormente sedimentadas por centrifugación junto con aquellas que 

ya se encontrasen en suspensión. Tras realizar dos lavados del pellet con 1 mL de tampón Cell 

Staining Buffer, las células se resuspendieron en 100 μL de tampón Annexin V Binding Buffer a los 

que se añadieron 5 μL de FITC-Annexin V. Tras agitar en vórtex se incubó en oscuridad durante 15 

min. Se realizó un lavado con 1 mL de Annexin V Binding Buffer para eliminar el exceso del fluoróforo 

y se resuspendió el pellet resultante en 400 μL del mismo buffer. 

La adquisición se realizó en un citómetro FACS Aria IIu (BD Biosciences) de la Plataforma de 

Citometría del Instituto de Investigación Sanitaria del Principado de Asturias (ISPA). Se utilizó el 

porcentaje de células marcadas con FITC (isotiocianato de fluoresceína) con respecto al total para 

expresar los niveles de apoptosis provocados por cada condición estudiada. 
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3.8. Cuantificación de exosomas circulantes 

Se utilizó el kit ExoStep Plasma (Immunostep) con modificaciones. El kit se basa en el 

reconocimiento de dos antígenos propios de exosomas. Se realizó un pretratamiento del suero 

mediante dos centrifugaciones de 10 min a 500 g y 2.000 g y una tercera a 14.000 g durante 30 min 

recogiendo el sobrenadante en los tres casos. De esta forma se eliminaron restos celulares y otras 

vesículas de mayor tamaño. El último sobrenadante se diluyó 1:1 con un tampón salino con HEPES y 

2% de BSA y se añadieron 100 µL de una disolución de cuentas microscópicas o beads conjugadas 

con un anticuerpo anti-CD63. La detección se hizo tras la adición de un anticuerpo anti-CD9 

biotinilado y, posteriormente, estreptavidina-ficoeritrina. 

La adquisición se realizó en un citómetro FACS Canto II, 3 láseres configuración 4-2-2 (BD 

Biosciences) del Área de Inmunología del Departamento de Biología Funcional de la Universidad de 

Oviedo. Para expresar la cantidad de exosomas se utilizó el valor de la media de la intensidad de 

fluorescencia (ficoeritrina) de las beads en cada muestra. 

 

3.9. Análisis de la expresión de genes y microRNAs 

3.9.1. Extracción de microRNAs circulantes 

Los miRNAs presentes en el plasma humano se extrajeron con el kit miRNeasy Serum/Plasma 

(Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. En cada extracción se emplearon 250 μL de 

plasma a los cuales se añadieron una cantidad fija del miR-39 de Caenorhabditis elegans (Qiagen) a 

modo de control exógeno (spike-in) y 20 μg glicógeno (Roche) a modo de carrier o portador de los 

miRNAs. 

La concentración de miRNAs en cada muestra fue determinada con un equipo Bioanalyzer 

2100 (Agilent) y un Small RNA Chip (Agilent) en el laboratorio de Biotecnología y Cultivos Celulares de 

los Servicios Científico-Técnicos de la Universidad de Oviedo. 

3.9.2. Secuenciación masiva de microRNAs 

Posteriormente, en el laboratorio de Secuenciación de los Servicios Científico-Técnicos de la 

Universidad de Oviedo se llevó a cabo la secuenciación masiva de los miRNAs circulantes, extraídos 

de las muestras de plasma, mediante el método de alto rendimiento Ion Torrent. Se emplearon 

equipos y reactivos de la casa comercial ThermoFisher siguiendo en todo momento sus 

especificaciones. El protocolo incluye, en primer lugar, la construcción de una biblioteca de 

secuenciación con el AB Library Builder System, proceso por el cual se ligan oligonucleótidos 

adaptadores a los miRNAs y se realiza una retrotranscripción para generar DNA copia de los 

productos de esta hibridación. Seguidamente se lleva a cabo una amplificación clonal de las 

secuencias con el tamaño adecuado mediante una PCR en emulsión en el Ion One Touch 2 System. A 

continuación se procede a la secuenciación de estos fragmentos en el equipo Ion Personal Genome 
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Machine (PGM) utilizándose, en este caso, un chip semiconductor Ion Chip 318. Este sistema tiene 

capacidad para generar hasta 1.500.000 lecturas. Mientras que otros métodos de secuenciación 

emplean nucleótidos modificados químicamente, en este caso el equipo detecta los cambios en el pH 

generados por los protones liberados durante el proceso de polimerización del DNA, el cual tiene 

lugar en micropocillos donde se aplica un único nucleótido a cada secuencia por determinar. 

Finalmente, la información así generada se analizó con el programa Torrent Suite Software, que 

comparó las secuencias obtenidas con las depositadas en la edición 20 de la base de datos miRBase 

(www.mirbase.org) de la Universidad de Mánchester, en la cual están recogidos cerca de 2.000 

miRNAs humanos diferentes. 

3.9.3. Extracción de RNA total 

La extracción de RNA total a partir de suero de rata, monocapas celulares o válvulas aórticas 

humanas se realizó siguiendo un protocolo estándar para el uso de reactivo TRI (Sigma-Aldrich). En el 

caso de los sueros se realizó a partir de 400 μL a los que se añadió una cantidad fija del RNA pequeño 

nuclear (snRNA) 4,5S (Teknokroma) como spike-in. El RNA valvular se extrajo a partir de fragmentos 

de tejido de aproximadamente 1 cm2 que fueron triturados con un homogeneizador de tejidos TH 

(Omni). 

Se utilizó además un espectrofotómetro NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher) para determinar 

la concentración de RNA en las muestras resultantes mediante la medida de la absorbancia a 260 nm 

y su pureza mediante los cocientes entre las absorbancias medidas a 260 y 280 nm, así como a 260 y 

230 nm. 

3.9.4. Retrotranscripción y PCR cuantitativa 

Los niveles relativos de RNAs mensajeros (mRNAs) y miRNAs se determinaron mediante PCR 

cuantitativa. Para ello, se obtuvo el DNA copia a partir de 1 μg o 100 ng de RNA total, 

respectivamente, utilizando el High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems) 

siguiendo las instrucciones del fabricante. A continuación, se utilizaron Fast Start Universal Probe 

Master (Roche) con el fluoróforo ROX, sondas TaqMan con el fluoróforo FAM específicas para cada 

mRNA o miRNA (Tabla 8) y un termociclador Stratagene Mx3005P (Agilent Technologies) para llevar a 

cabo las amplificaciones y registrar las lecturas de ciclos umbral. La fluorescencia de las sondas 

TaqMan fue relativizada con respecto a ROX y la interpretación de los valores así obtenidos se llevó a 

cabo por la comparación de diferencias de ciclos umbral con respecto a un control, descrito como el 

método 2-ΔΔCt [195]. Como normalizador se utilizó GAPDH para los mRNAs, el snRNA 4,5S para 

miRNAs circulantes en suero y la media de los ciclos umbral del snRNA U6 y el RNA pequeño 

nucleolar SNORD87 para miRNAs en células. 
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Tabla 8. Sondas TaqMan utilizadas en la PCR cuantitativa. 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Todos los ensayos son de la casa comercial Applied Biosystems, salvo que se haya indicado lo contrario. 

 

 

3.10. Western Blot 

Se obtuvieron extractos de la proteína total de las monocapas celulares con 

Radioimmunoprecipitation assay buffer (RIPA: 150 mM NaCl; 50 mM Tris-HCl pH 7,4; 1% NP-40; 0,5% 

desoxicolato de sodio; 0,1% SDS; reactivos de Sigma-Aldrich) al que se añadió cOmplete Protease 

Inhibitor Cocktail (Roche). La concentración proteica de estos extractos fue determinada mediante el 

método colorimétrico DC Protein Assay en el equipo Multiskan GO. 

Las proteínas extraídas fueron separadas en función de su peso molecular en geles de 

acrilamida/bisacrilamida (BioRad) al 10% en condiciones reductoras y desnaturalizantes (SDS-PAGE) 

siguiendo un protocolo estándar. Se empleó para ello el buffer de carga Laemmli Sample Buffer 4x 

(200 mM Tris-HCl pH 6,8; 40% glicerol; 20% β-mercaptoetanol; 8% SDS; 0,2% azul de bromofenol; 

todos los reactivos de Sigma-Aldrich). Una vez separadas en el gel, las proteínas fueron transferidas a 

membranas de polifluoruro de vinilideno (PVDF) Hybond P (GE Healthcare) siguiendo también un 

protocolo estándar, tras lo cual se bloquearon con una disolución de leche desnatada en polvo (Santa 

Cruz) al 5% en Tris-buffered saline (TBS: 150 mM NaCl; 50 mM Tris-HCl pH 7,4; reactivos de Sigma-

Aldrich) con Tween-20 (Sigma-Aldrich) al 0,1% (TBS-T) durante una hora para evitar uniones 

inespecíficas de los anticuerpos. A continuación, las membranas se incubaron con diluciones de los 

anticuerpos primarios en leche desnatada al 5% en TBS-T durante 1 hora a temperatura ambiente, 

haciendo lo mismo con los secundarios conjugados con HRP (Tabla 9). 
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Las bandas de proteínas se detectaron por quimioluminiscencia usando Clarity Western ECL 

Substrate (BioRad) y obteniendo imágenes de las mismas con un equipo Chemidoc XRS+ y el 

programa ImageLab (ambos de BioRad). La cuantificación de la intensidad de las bandas se realizó 

con la función Analyze Gels del programa de análisis de imagen Fiji, dividiéndose los valores 

obtenidos para la proteína problema entre los de GAPDH, que se utilizó como control constitutivo. 

 

Tabla 9. Anticuerpos utilizados en el Western Blot. 

 

 
 

 

3.11. Genotipado 

3.11.1. Genotipado por PCR-RFLP 

A partir de DNA genómico obtenido de sangre periférica, se caracterizó el genotipo para tres 

polimorfismos en individuos con valvulopatía aórtica. Los fragmentos de DNA que contenían los 

polimorfismos se amplificaron por PCR utilizando la polimerasa Taq (Biotools) con una mezcla de 

desoxirribonucleótidos trifosfato, oligonucleótidos cebadores y MgCl2 a concentraciones finales de 

200 μM, 1 μM y 2mM, respectivamente. Estas reacciones se llevaron a cabo en un termociclador 

MyCycler (BioRad) siguiendo un programa estándar. Seguidamente, los productos de la PCR se 

digirieron con enzimas de restricción cuya secuencia de corte específica contenía la variante a 

estudiar. Finalmente, los fragmentos se separaron mediante electroforesis en geles de agarosa 

(Sigma-Aldrich) al 2% y se visualizaron con SYBR Safe (Invitrogen) en el equipo Chemidoc XRS+. 

En la Tabla 10 se recogen las secuencias de los oligonucleótidos, temperaturas de anillamiento 

y enzimas de restricción utilizadas para cada uno de los polimorfismos estudiados. En la Figura 12 se 

muestran los patrones de bandas resultantes de la electroforesis posterior a la digestión para cada 

uno de los genotipos. 

3.11.2. Genotipado por PCR cuantitativa 

El genotipado de otros dos polimorfismos se realizó utilizando sondas TaqMan (Applied 

Biosystems, Tabla 11) y TaqMan Genotyping Master Mix (Applied Biosystems) según las 

especificaciones del fabricante, en un termociclador Stratagene Mx3005P. 
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Tabla 10. Parejas de oligonucleótidos usadas en las PCRs para el estudio de los polimorfismos. 

 

 
 
Se muestran subrayadas las bases desapareadas; Ta: temperatura de anillamiento; pb: pares de bases; F=Forward (sentido); 

R=Reverse (antisentido). Todas las enzimas de restricción son de la casa comercial New England BioLabs. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 12. Patrones de bandas resultantes de la electroforesis en gel de agarosa de los fragmentos de DNA 
amplificados por PCR y digeridos con enzimas de restricción para cada genotipo de los tres polimorfismos 
estudiados. 
 

 
Tabla 11. Sondas TaqMan utilizadas en el genotipado por PCR cuantitativa. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

3.11.3. Genotipado masivo 

Las muestras de DNA de la población NEFRONA se enviaron al Centro de Genotipado-

Plataforma de Recursos Biomoleculares y Bioinformáticos (CEGEN-PRB2) del Instituto de Salud Carlos 

III (Nodo de la Universidad de Santiago de Compostela), donde se utilizó la técnica iPLEX GOLD 

MassARRAY (Agena Bioscience, antes Sequenom MassARRAY) y el programa Assay Design v4 para 

determinar los genotipos de diversos polimorfismos. Esta técnica se basa en la amplificación de las 

secuencias que preceden a la variante a estudiar, tras la cual se realiza una extensión de una única 

base correspondiente a aquella que discrimina los alelos. Se obtienen así secuencias que difieren 

solamente en una base, las cuales son identificadas mediante espectrometría de masas. 

Como control de calidad, en el CEGEN se revisaron los datos para cada polimorfismo y se 

eliminaron los que tenían bajo porcentaje de genotipado o que no estaban en equilibrio de Hardy-
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Weinberg. Se comprobó también la consistencia en los resultados para muestras repetidas, dentro 

de la misma placa y entre placas. Además, en cada chip se incluyó un trío de muestras de DNA del 

biorepositorio Coriell, para las que existen datos publicados y con las que se pueden comparar los 

resultados obtenidos y así comprobar la fiabilidad del genotipado. 

 

3.12. Análisis estadístico 

El análisis estadístico de los datos se llevó a cabo con el programa IBM SPSS Statistics (IBM) 

versión 20. La comparación entre frecuencias de variables cualitativas se realizó mediante la prueba 

Chi-cuadrado o la prueba exacta de Fisher cuando la cantidad de datos así lo requería. En el caso de 

las variables cuantitativas, su tratamiento estadístico fue diferente según estas se ajustasen o no a 

una distribución normal, lo cual se comprobó mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Para las 

variables con distribución normal, las comparaciones entre dos grupos se llevaron a cabo con la 

prueba t de Student, y entre más de dos grupos con la prueba ANOVA, con análisis post hoc de 

Bonferroni. Para el resto de variables se usaron las pruebas U de Mann-Whitney y de Kruskal-Wallis, 

respectivamente. Se calculó el coeficiente de correlación de Pearson para determinar la existencia de 

correlaciones entre variables con distribución normal, utilizándose el coeficiente de correlación de 

Spearman para el resto. Los p-valores menores de 0,05 fueron considerados como significativos. 

 



 

 

4. Resultados y discusión 
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4.1. La secuenciación de microRNAs circulantes en plasma de pacientes 

con enfermedad renal crónica no dio resultados óptimos 

Como primera aproximación al estudio de posibles nuevos biomarcadores tempranos y no 

invasivos para el desarrollo de ERC, se llevó a cabo un experimento de secuenciación masiva de 

miRNAs circulantes. Con el objetivo de encontrar un perfil característico de los mismos asociado a la 

pérdida de función renal, se seleccionó una pequeña muestra de 32 individuos de entre los incluidos 

en la población del proyecto NEFRONA: ocho controles sin ERC, ocho en estadio 2-3, ocho en estadio 

4-5 y ocho en diálisis; siendo en todos ellos la etiología una nefropatía glomerular. 

En un primer ensayo se analizaron cuatro muestras, habiéndose agrupado en cada una, tras la 

extracción, el RNA de dos individuos de uno de los cuatro grupos citados. Los resultados de la 

secuenciación no fueron óptimos: solo se consiguieron identificar 120 miRNAs maduros diferentes en 

el grupo control y unos 80 en los distintos grupos de ERC y, además, se registró un total de 3.304 

lecturas en la muestra control, descendiendo esta cifra hasta alrededor de 1.000 en el resto de 

muestras. A pesar de tratarse de un número muy reducido de lecturas, este último dato concuerda 

con la observación de que los niveles generales de miRNAs se ven reducidos con la ERC [158]. 

También se obtuvo un número extremadamente bajo de lecturas del miR-39 de C. elegans, el cual 

fue añadido exógenamente para ser usado a modo de normalizador. Aunque en sucesivos ensayos se 

introdujeron modificaciones sobre el protocolo recomendado por la casa comercial y se probaron 

otros métodos, no se consiguieron mejorar los resultados. Puesto que estos datos no permiten llevar 

a cabo una comparación de la abundancia de los miRNAs detectados entre las diferentes muestras, 

solamente podemos describir cuáles están presentes en los plasmas analizados. En la Tabla 12 se 

recogen los 30 miRNAs para los que se registró un mayor número de lecturas en cada una de las 

cuatro muestras. 

Una investigación realizada en 2011 demostró que una notable proporción de los miRNAs 

circulantes identificados hasta entonces como biomarcadores del desarrollo de tumores sólidos 

proceden de las células sanguíneas [196]. Puesto que este hallazgo tiene una repercusión muy 

importante sobre la interpretación de los resultados de estudios de secuenciación masiva como el 

que nos ocupa, comprobamos si los miRNAs presentes en nuestras muestras estaban recogidos en la 

literatura como procedentes de estas células. Efectivamente, muchos de los miRNAs para los que se 

registró un mayor número de lecturas pueden provenir de los glóbulos rojos: let-7a-5p, let-7f-5p, 

miR-16-5p, miR-22-3p, miR-92a-3p, miR-451a y miR-486-5p. Los eritrocitos son, de hecho, las células 

que más RNAs pequeños aportan a la circulación [197, 198]. Asimismo, el miRNA procedente de 

células de origen mieloide miR-223 también estaba presente. 

Entre los miRNAs que no proceden de este tipo de células se encuentran algunos implicados en 

procesos relacionados con la ERC o la calcificación vascular: por ejemplo, miR-9 altera el equilibro 

entre fosfato y pirofosfato en condrocitos [199] e inhibe la proliferación de las VSMCs y la formación 

de una “neoíntima” en las arterias [200], miR-34a suprime la autofagia en células del riñón [201] y 
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promueve la calcificación [202], miR-155 regula la sintasa de ácido nítrico endotelial [203] y sus 

niveles en circulación se asocian a enfermedad de las arterias coronarias [204], y los niveles de miR-

423-5p, que interviene en la vía de señalización del TGF-β, se han visto reducidos en plasma de 

pacientes con ERC, en un modelo animal de fibrosis renal y en cultivos in vitro de células renales 

tratadas con TGF-β1 [205]. Es importante mencionar que entre los miRNAs que pueden ser liberados 

por las células sanguíneas también hay algunos que intervienen en la fisiología de las VSMCs, lo cual 

requeriría determinar su origen exacto. Así, miR-22 interviene en la modulación del fenotipo de las 

VMSCs [206] y miR-223 es un potencial biomarcador del daño que las concentraciones elevadas de 

fosfato producen en las mismas [207]. 

 

Tabla 12. MicroRNAs que produjeron un mayor número de lecturas en cada muestra analizada mediante 

secuenciación masiva. 
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Es difícil identificar la causa exacta de la ineficacia del protocolo seguido para registrar un 

número de lecturas que permitiese analizar los cambios en la cantidad en la que se presentan los 

miRNAs en las distintas muestras. El kit miRNeasy aparece mencionado en numerosas ocasiones en 

la literatura científica como una opción óptima para obtener cantidades suficientes de miRNAs a 

partir de suero o plasma [208-210], aunque se han propuesto modificaciones como su uso junto con 

colector de vacío para poder emplear un mayor volumen de muestra [211], la adición de moléculas 

de RNA que actúen a modo de carriers o portadores de los miRNAs [212, 213], o la realización previa 

de una ultracentrifugación [214]. Por otro lado, el uso de plasma en lugar de suero es más adecuado 

pues la presencia de miRNAs liberados durante la coagulación, a pesar de incrementar el 

rendimiento de la extracción, puede alterar el auténtico perfil de los mismos en la circulación [215]. 

Quizás una excesiva manipulación de los productos de la extracción, que tuvieron que pasar por dos 

laboratorios adicionales a aquel en el cual se procesaron los plasmas, pudo contribuir a la 

degradación del RNA. Dado que no se disponía de otro tipo de muestras con que probar más 

métodos para extraer el RNA, se abandonó el uso de técnicas de secuenciación masiva para detectar 

cambios en los niveles de miRNAs circulantes. 
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4.2. Los niveles circulantes de miR-29b y miR-30c se encuentran 

desregulados en un modelo animal de insuficiencia renal crónica 

Puesto que no se pudo obtener ningún resultado concluyente del análisis de los plasmas 

humanos, se decidió adoptar una estrategia diferente para abordar el objetivo de encontrar un perfil 

de expresión diferencial de miRNAs asociado a la ERC. Así, se optó por estudiar los niveles de miRNAs 

circulantes en muestras de suero procedentes de un modelo animal de IRC desarrollado en el 

laboratorio de la UGC Metabolismo Óseo del HUCA [216].  

En este caso, en lugar de buscar miRNAs diferencialmente expresados mediante métodos de 

secuenciación masiva, se estudió la expresión de miRNAs candidatos elegidos tras la realización de 

consultas bibliográficas. Se seleccionaron dos miRNAs (miR-29b y miR-30c) involucrados tanto en 

procesos fibróticos como de diferenciación osteoblástica, los cuales juegan un papel clave en el 

camino hacia la fase terminal de la ERC así como en sus complicaciones más frecuentes. 

Concretamente, el miR-29b participa en la fibrosis renal inducida por TGF-β y su mediador Smad3, 

quienes regulan negativamente la expresión del miRNA en el riñón [217]. Además, contribuye de 

forma positiva a la regulación de la diferenciación osteoblástica impidiendo la traducción de 

numerosos genes inhibidores del proceso y modulando la expresión de proteínas de la matriz 

extracelular [218]. Por su parte, el miR-30c reduce los niveles de mRNA y proteína del factor de 

crecimiento del tejido conectivo (CTGF, connective tissue growth factor), viéndose la expresión del 

miRNA reducida en el tejido renal fibrótico [219]. También participa en la diferenciación 

osteoblástica, en este caso regulándola de forma negativa, pues inhibe la expresión proteica de 

RUNX2 [220]. 

En el análisis de los sueros de los dos tipos de ratas que constituyen el modelo animal se 

detectaron incrementos significativos en los niveles de ambos miRNAs en las muestras del grupo al 

que se indujo la IRC con respecto a las del grupo Sham (alrededor de tres veces en el caso del miR-

29b y alrededor de dos en el caso del miR-30c) (Figura 13). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 13. Niveles de miR-29b y miR-30c en el suero de ratas con insuficiencia renal crónica con respecto a un 

grupo Sham. Se representan las medias y las desviaciones estándar. Se utilizó la prueba t de Student para 

comparar los valores del nivel de expresión de los microRNAs (p vs. Sham: * < 0,05; ** < 0,01). 
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Se ha descrito previamente en nuestro laboratorio que los niveles de expresión en el tejido 

cardiaco del miR-29b y el miR-30c se ven disminuidos en estas ratas con IRC, cambios que irían a 

favor de un aumento en la expresión de genes diana profibróticos [185]. Se pudo demostrar además, 

mediante el análisis de distintos marcadores como el área teñida por Rojo Sirio y la expresión génica 

de colágeno y CTGF, que los animales nefrectomizados presentaban, en efecto, fibrosis cardiaca. 

Aunque con los resultados conocidos hasta ahora no es posible determinar a qué tipo celular se debe 

la desregulación de los miRNAs estudiados, se comprobó que los cambios producidos en el corazón 

se correlacionan con los cambios en sentido inverso en el suero. Los niveles circulantes de miR-29b y 

miR-30c podrían, por tanto, utilizarse como biomarcadores del proceso de fibrosis. El origen de las 

discrepancias entre lo observado en la circulación y en el tejido podría ser debido a la eliminación 

activa de estos miRNAs de los órganos en los cuales esté teniendo lugar la fibrosis mediante su 

internalización en vesículas extracelulares como los exosomas, que posteriormente se secretarían a 

distintos fluidos biológicos [221]. 

Tanto el miR-29b como el miR-30c han aparecido propuestos en sendos estudios recientes 

como potenciales biomarcadores para la nefropatía diabética [222, 223]. A pesar de que las citadas 

investigaciones utilizan orina en lugar de suero como fluido en el cual analizar la expresión de los 

miRNAs, los cambios detectados en sus niveles van en la misma dirección que los presentados en 

este apartado. En el caso del miR-29b, su aumento en la orina de pacientes con nefropatía diabética 

es atribuido a su producción por células del riñón, en particular las células endoteliales del 

glomérulo, las cuales liberan el miRNA al medio al ser cultivadas con TGF-β añadido exógenamente 

[222]. Por el contrario, una investigación anteriormente mencionada y otras posteriores y con 

objetivos similares, detectaron descensos de la expresión de este miRNA en tejidos procedentes de 

modelos animales de fibrosis renal [217, 224, 225]. Adicionalmente, nuestro laboratorio describió un 

aumento en la expresión del miR-29b en VSMCs cultivadas con suero urémico o concentraciones 

elevadas de calcio y fosfato, así como en las aortas de ratas nefrectomizadas y con dieta rica en 

fosfato, aunque estos hallazgos no se correlacionaron con niveles circulantes [226]. En cuanto al miR-

30c, el incremento de sus niveles en los exosomas aislados a partir de la orina en pacientes con 

nefropatía diabética no se atribuye a ningún tipo celular concreto [223]. 
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4.3. El compuesto EC-8042 atenúa el cambio osteogénico en un modelo 

in vitro de calcificación vascular, posiblemente a través de la regulación 

de microRNAs 

Recientemente se han sintetizado numerosos análogos de la mitramicina (mitrálogos) con el 

fin de encontrar un compuesto con la misma o mejor actividad antitumoral y toxicidad reducida, es 

decir, con una mayor ventana terapéutica [227]. Uno de estos mitrálogos es el compuesto EC-8042, 

el cual posee una toxicidad entre 16 y 32 veces menor que la mitramicina manteniendo su 

bioactividad en el rango del compuesto original [228]. Se ha demostrado también su potencial 

utilidad en el tratamiento del cáncer de ovario [229], mama [230] o sarcomas [231]. Es, por tanto, un 

buen candidato para tratar de desarrollar un tratamiento farmacológico dirigido a prevenir la 

calcificación cardiovascular. 

4.3.1. EC-8042 a la concentración 100 nM inhibe la transcripción de genes diana de SP1 

sin modificar los niveles de RNA mensajero y proteína del mismo, así como sin provocar 

muerte celular por apoptosis, en células de músculo liso vascular 

Puesto que el compuesto EC-8042 aún no se ha utilizado en modelos de enfermedades 

distintas al cáncer, no hay constancia en la literatura de ningún ensayo en el cual se haya aplicado a 

VSMCs. Por ello, en primer lugar se realizaron una serie de experimentos destinados a elegir la dosis 

adecuada del compuesto para frenar el proceso de calcificación vascular sin provocar daños a las 

células. Con este objetivo, se cultivó una línea de VSMCs de rata con tres concentraciones diferentes 

del mitrálogo y de mitramicina en el rango de las ya utilizadas para inhibir la calcificación con esta 

última [173], así como con volúmenes equivalentes de vehículo. Se buscaba también de esta manera 

comparar la efectividad del compuesto original con la de EC-8042. 

Tras la aplicación del tratamiento, las células mantuvieron una confluencia muy similar a la del 

control con la exposición a la concentración más baja de los compuestos (10 nM) (Figura 14). Sin 

embargo, estos provocaron una disminución importante de la cantidad de células a partir de una 

determinada concentración (100 nM en el caso de la mitramicina, y 500 nM en caso de EC-8042). Por 

tanto, en el caso del mitrálogo, 100 nM podría ser la máxima dosis de entre las ensayadas que no 

provoca efectos tóxicos a las células. Además, las diferencias observadas con respecto a la 

mitramicina sugieren una ventana terapéutica para EC-8042 en torno a la concentración 100 nM, 

razón que llevó a realizar análisis encaminados a confirmarlo. 

4.3.1.2. EC-8042 100 nM no provoca un aumento de la muerte celular por apoptosis 

Se determinó el porcentaje de células apoptóticas presentes en cada una de las condiciones 

descritas anteriormente mediante la detección por citometría de flujo de las células marcadas con 

anexina V-FITC. 
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Figura 14. Aspecto al microscopio de las células A7r5 cultivadas con diferentes concentraciones de EC-8042 y 
mitramicina, así como con volúmenes equivalentes de vehículo. Aumento: 40X. 
 

 
Mientras que ninguno de los compuestos produjo cambios en los niveles de apoptosis con 

respecto al control o al vehículo a la concentración 10 nM, esto no fue así para las concentraciones 

100 y 500 nM (Figura 15). Se detectó un 75% de células apoptóticas entre las cultivadas con 

mitramicina a las mencionadas concentraciones, mientras que con EC-8042 solamente se alcanzaron 

porcentajes tan elevados a 500 nM, lo cual se corresponde con las observaciones al microscopio de la 

confluencia de las células (Figura 14). Estos resultados podrían deberse a la acción directa de los 

compuestos, pues la mitramicina es capaz de inducir apoptosis en algunas líneas celulares 

neoplásicas a través de la activación de caspasas [232]. Sorprendentemente, Zhang y colaboradores 

describieron la reducción por parte de la mitramicina a la concentración 100 nM de los niveles de 

apoptosis provocados por un medio calcificante en la misma línea celular que la utilizada en los 

experimentos aquí presentados [173]. Asimismo es curioso que EC-8042 a 100 nM no solo no 

provocase un incremento en la apoptosis de las VSMCs, sino que además redujese el porcentaje de 

células muertas por este mecanismo. Adicionalmente, se detectaron cambios en el tamaño y 

complejidad interna o granularidad de las células bajo el efecto de las condiciones que produjeron 

efectos tóxicos sobre las mismas (Figura 16). 

Los resultados recogidos en este apartado serían, por tanto, una justificación adicional a los 

cambios en la confluencia de las células en cultivo para elegir la concentración 100 nM de EC-8042 

como la más adecuada para aplicar a las VSMCs con el objetivo de evitar el cambio osteogénico bajo 

estímulos calcificantes. 
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Figura 15. Efecto de EC-8042 y mitramicina a diferentes concentraciones sobre la muerte por apoptosis de las 

células A7r5. Resultados procedentes de tres experimentos independientes. Se representan las medias y las 

desviaciones estándar. Se utilizó la prueba t de Student para realizar las comparaciones (p vs. Control: * < 0,05; 

** < 0,01; *** < 0,001; **** < 0,0001. p vs. Vehículo: # < 0,05; ### < 0,001; #### < 0,0001. p vs. Mitramicina: $$$$ < 

0,0001). 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Tamaño y complejidad interna de las células A7r5 cultivadas con los diferentes tratamientos a la 

concentración 100 nM. FSC: forward scatter, parámetro indicador del tamaño celular. SSC: side scatter, 

parámetro indicador de la complejidad interna o granularidad celular. Los puntos azules representan las células 

viables; los morados, las apoptóticas; y los negros, los restos celulares. 
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4.3.1.1. EC-8042 100 nM bloquea la transcripción de COL1A1 sin alterar la de SP1 

Se determinaron, mediante PCR cuantitativa, los niveles de expresión del mRNA del factor de 

transcripción SP1 en las células cultivadas bajo las condiciones ya mencionadas. El compuesto EC-

8042 produjo un descenso significativo en la expresión de SP1 a la concentración 500 nM con 

respecto al control y el vehículo, el cual se corresponde con aproximadamente un 30% de los niveles 

de expresión del control, pero no produjo ningún cambio a la concentración de 100 nM (Figura 17). 

La mitramicina, en cambio, produjo un descenso significativo de entre el 40 y el 50% tanto a la 

concentración 100 nM como a 500 nM. Las condiciones que produjeron un descenso significativo en 

la expresión de SP1 son aquellas a las que se observó una reducción importante del número de 

células en cultivo (Figura 14), así como un incremento en la muerte por apoptosis (Figura 15). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 17. Efecto de EC-8042 y mitramicina a diferentes concentraciones sobre la expresión de SP1 medida por 

PCR cuantitativa en las células A7r5. Resultados procedentes de tres experimentos independientes realizados 

por triplicado. Se representan las medias y las desviaciones estándar. Se utilizó la prueba t de Student para 

llevar a cabo las comparaciones (p vs. Control: *** < 0,001; **** < 0,0001. p vs. Vehículo: ## < 0,01; ### < 0,001; 
#### < 0,0001. p vs. Mitramicina: $ < 0,05; $$ < 0,01). 

 

 
Seguidamente se determinaron, también por PCR cuantitativa, los niveles de expresión del 

mRNA del colágeno tipo I alfa 1 (COL1A1). El gen que codifica esta proteína es una diana de SP1, ya 

que se ha descrito la presencia de secuencias ricas en G/C en su promotor a las cuales es capaz de 

unirse SP1 para regular positivamente su actividad transcripcional [233]. Además, se trata de un gen 

comúnmente expresado por las VSMCs, pues los diferentes tipos de colágeno son los componentes 

más abundantes de la matriz extracelular sintetizada por estas células en las paredes arteriales [234].  

Las tres concentraciones de EC-8042 ensayadas produjeron cambios significativos en los 

niveles del mRNA de COL1A1 (Figura 18). Aunque la concentración más baja produjo un aumento 

significativo con respecto al control, pero no con respecto al vehículo, los cambios en la expresión de 

COL1A1 fueron significativos con respecto a ambos a 100 y 500 nM. Mientras que la concentración 

más alta redujo un 85% los niveles del mRNA con respecto al control, la concentración 100 nM 

produjo un descenso de alrededor del 30%. Con la mitramicina sucedió algo similar a lo descrito para 
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SP1: mientras que el descenso en la expresión fue moderado a la concentración más baja, este fue 

muy notable a las dos concentraciones restantes, produciéndose una reducción de los niveles del 

mRNA de COL1A1 de aproximadamente un 85% con respecto a los del control. Se produjo un ligero 

incremento en la expresión de COL1A1 con el volumen de vehículo correspondiente a la 

concentración 10 nM, aunque no se observaron cambios significativos al aplicar los otros dos 

volúmenes de DMSO. En este caso, las condiciones que producen un mayor descenso en los niveles 

de expresión de COL1A1 se corresponden con aquellas en las que se observó un efecto tóxico para 

las células (Figuras 14 y 15), no asociándose a ningún efecto sobre la confluencia celular o la muerte 

por apoptosis el descenso más moderado registrado a 100 nM. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 18. Efecto de EC-8042 y mitramicina a diferentes concentraciones sobre la expresión de COL1A1 medida 

por PCR cuantitativa en las células A7r5. Resultados procedentes de tres experimentos independientes 

realizados por triplicado. Se representan las medias y las desviaciones estándar. Se utilizó la prueba t de Student 

para llevar a cabo las comparaciones (p vs. Control: * < 0,05; *** < 0,001; **** < 0,0001. p vs. Vehículo: ### < 

0,001; #### < 0,0001. p vs. Mitramicina: $$$$ < 0,0001). 

 

 
Por lo tanto, los efectos del compuesto EC-8042 sobre la transcripción de genes en las VSMCs 

son dependientes de la concentración al igual que sucede con la mitramicina [173], produciéndose 

con el mitrálogo a 100 nM una inhibición de la expresión de dianas de SP1 como COL1A1 sin afectar 

al factor de transcripción, la cual no parece repercutir sobre la viabilidad celular. Por consiguiente, el 

efecto producido por EC-8042 a la concentración 100 nM podría ser útil a la hora de bloquear la 

transcripción dependiente de SP1 de genes osteogénicos durante la calcificación vascular. 

La reducción de la expresión de COL1A1 por parte de la mitramicina y su análogo EC-8042 se 

explica por el mecanismo de acción de estos compuestos, es decir, su unión a regiones ricas en G/C 

tales como aquellas a las que se une el factor de transcripción SP1 para regular la expresión de sus 

genes diana. Los compuestos se unen al sitio al que se uniría SP1, impidiendo así que tenga lugar la 

activación de la transcripción promovida por este. 
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En principio, no se esperaría que la reducción observada en los niveles del mRNA de SP1 se 

interpretase por esta explicación. Sin embargo, se ha descrito la presencia de secuencias SP1 en el 

promotor del gen que codifica esta proteína, lo cual provoca su autorregulación positiva [235]. Los 

compuestos estarían, por tanto, bloqueando este fenómeno. El menor efecto de los mismos en este 

caso podría explicarse por la compleja regulación transcripcional de SP1. Se trata de una proteína 

expresada de forma ubicua y con multitud de genes diana, en cuya expresión intervienen también 

otros miembros de la familia specificity protein [236]. 

4.3.1.2. EC-8042 100 nM no altera los niveles proteicos de SP1 

A continuación, se comprobaron también los efectos del mitrálogo sobre la expresión de SP1 a 

nivel proteico mediante Western Blot. El compuesto EC-8042 a la concentración 500 nM provocó una 

reducción del 60% de los niveles de proteína SP1 con respecto a los de las células cultivadas con un 

volumen equivalente de vehículo (Figura 19). En cambio, la expresión proteica de SP1 se mantuvo 

similar a la del grupo tratado con vehículo con las dos concentraciones restantes. Asimismo, se 

determinó que la mitramicina a 100 nM reducía los niveles de proteína SP1, confirmando las 

diferencias observadas a esta concentración a nivel de mRNA. En realidad, todos estos resultados 

concuerdan con los datos obtenidos mediante PCR cuantitativa (Figura 17). Se puede descartar, por 

tanto, que las concentraciones ensayadas del compuesto EC-8042 o la mitramicina hayan provocado 

la degradación de SP1 dependiente de proteasoma como se ha descrito previamente [232]. 

Por último, contrastando estos resultados con los de los apartados anteriores se puede ver 

cómo las condiciones en las que se detectaron aumentos en el porcentaje de células apoptóticas 

(Figura 15) acompañadas de reducciones en la confluencia de las VSMCs en cultivo (Figura 14) son, 

además, aquellas en las que se inhibió la transcripción de SP1 y se redujeron sus niveles proteicos. 

Efectivamente, la reducción de la expresión de la proteína SP1 en células tratadas con RNAs de 

interferencia se ha visto acompañada de descensos en la viabilidad y tasas elevadas de apoptosis 

mediada por caspasas [232]. Por tanto, la mitramicina a las concentraciones 100 y 500 nM y el 

análogo a 500 nM provocarían los incrementos observados en el porcentaje de células apoptóticas 

por este mecanismo, siendo entonces el mantenimiento del mensajero y proteína del factor de 

transcripción SP1 con EC-8042 a 100 nM una garantía para el uso terapéutico del mitrálogo.  
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Figura 19. Efecto de EC-8042 a diferentes concentraciones sobre los niveles proteicos de SP1 en las células 

A7r5. A: bandas representativas del Western Blot. B: cuantificación de la intensidad de las bandas. Resultados 

procedentes de tres experimentos independientes realizados por triplicado. Se representan las medias y las 

desviaciones estándar. Se utilizó la prueba t de Student para llevar a cabo las comparaciones (p vs. Vehículo: # < 

0,05; ### < 0,001. p vs. Mitramicina: $ < 0,05). 

 

 

4.3.2. EC-8042 es capaz de prevenir los cambios en los niveles de expresión de RUNX2 y 

TGF-β3 de las VSMCs en condiciones calcificantes, probablemente a través de la regulación de 

miRNAs osteogénicos en lugar de dianas de SP1 

Una vez elegida una concentración del mitrálogo con la que tratar las VSMCs, se pasó a aplicar 

este compuesto a un modelo in vitro de calcificación vascular. Puesto que en un paciente con 

calcificación en sus arterias (o con riesgo elevado de tenerla) el estímulo necesario para que esto se 

produzca ya estaría presente antes de recibir un tratamiento, el compuesto no se aplicó desde el 

momento en el cual se comenzó a tratar la línea celular de VSMCs con medio calcificante. El 

mitrálogo se administró a partir de la mitad del tiempo necesario para que las células adquiriesen un 

fenotipo osteogénico. Se aplicó también al modelo un volumen equivalente de DMSO para descartar 

la influencia del vehículo. 
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Los experimentos de calcificación se finalizaron cuando se observaron cambios morfológicos 

en las VSMCs al microscopio (Figura 20). Como se puede ver, las células presentaron en todas las 

condiciones en las cuales había un estímulo calcificante un aspecto diferente a las cultivadas con 

medio control. Sin embargo, su confluencia en las condiciones CaP y CaP + Vehículo era menor que 

en la condición en la cual se añadió EC-8042 al medio CaP. Esto sugiere que el mitrálogo fue capaz de 

contrarrestar, al menos en parte, el efecto tóxico que producen el calcio y el fosfato sobre las VSMCs.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 20. Morfología al microscopio de las células A7r5 cultivadas con las diferentes condiciones aplicadas al 
modelo de calcificación. Las imágenes se tomaron en el momento en el que se finalizó el experimento. Aumento: 
40X. 
 

 
Se cuantificó a continuación el calcio depositado sobre las células cultivadas con las diferentes 

condiciones. La concentración elevada de calcio y de fosfato provocó un incremento significativo del 

calcio depositado con respecto al control en todos los casos en los cuales estaba presente (entre 130 

y 230 μg Ca/mg proteína total, frente a 3 μg Ca/mg proteína total, Figura 21). En cambio, la adición 

del mitrálogo al estímulo calcificante no consiguió equiparar la cantidad de calcio depositada a la de 

las células con medio control, siendo el depósito de calcio en la condición CaP + EC-8042 similar al de 

la condición CaP. Además, esta tendencia no se corresponde con las marcadas diferencias 

morfológicas que se podían observar al microscopio entre las células tratadas con el mitrálogo y el 

resto de las cultivadas con medio calcificante (Figura 20), por lo que la acción de EC-8042 sobre las 

VSMCs parece ser independiente de la formación de depósitos de calcio. 

Al contrario de lo aquí descrito, Zhang y colaboradores documentaron la capacidad de la 

mitramicina para reducir significativamente la cantidad de calcio depositado por VSMCs cultivadas en 

condiciones calcificantes [173]. En la citada investigación, el compuesto no solo redujo drásticamente 
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la cantidad de calcio depositado, sino que además consiguió que la magnitud de los depósitos se 

asemejase más a la del grupo control que a la de un grupo tratado solamente con el estímulo 

calcificante. No obstante, es importante mencionar que en la antedicha publicación este estímulo es 

diferente (β-glicerofosfato) y la mitramicina se añadió desde el inicio del experimento de 

calcificación, pues en ese caso no se querían emular los efectos de una posible terapia contra la 

calcificación vascular. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 21. Efecto del compuesto EC-8042 en la cantidad de calcio depositado sobre las células A7r5 cultivadas 

con medio calcificante. Resultados procedentes de tres experimentos independientes realizados por triplicado. 

Se representan las medias y las desviaciones estándar. Se utilizó la prueba t de Student para llevar a cabo las 

comparaciones (p vs. Control: ** < 0,01; *** < 0,001). 

 

 
Posteriormente se analizaron los cambios a nivel génico que puede ejercer el compuesto EC-

8042 en las células sometidas a estímulo calcificante. En primer lugar, se analizaron los niveles de 

expresión de tres promotores de la diferenciación osteoblástica y del cambio osteogénico asociado a 

la calcificación vascular: BMP2, Osterix y RUNX2. Mientras que no se pudo detectar el mRNA de 

BMP2 con el método utilizado (datos no mostrados), los niveles de expresión de Osterix y RUNX2 sí 

pudieron ser determinados. Así, el compuesto EC-8042 fue capaz de prevenir el aumento en la 

expresión de RUNX2 producido por el estímulo osteogénico (Figura 22), como ya está descrito con la 

mitramicina [173]. En este caso, se pasó de un incremento en los niveles del mRNA con respecto al 

control de alrededor de 2,5 o 3 veces con CaP o CaP + Vehículo a uno de aproximadamente 1,5 veces, 

una diferencia que ya no fue estadísticamente significativa. Sin embargo, los niveles de expresión de 

Osterix parecieron responder únicamente a las concentraciones elevadas de calcio y fosfato y no se 

vieron afectadas por la exposición a EC-8042. 

A continuación, se analizaron los niveles de expresión de la histona deacetilasa 4 (HDAC4) y la 

isoforma 3 del TGF-β (TGF-β3), también por PCR cuantitativa. Ambas proteínas actúan como 

inhibidoras de la diferenciación osteoblástica: TGF-β3 es capaz de reprimir la actividad 

transcripcional de RUNX2 con la mediación de Smad3 [237], proceso en el cual colaboran histona 
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deacetilasas como HDAC4 [238]. Mientras que, al igual que sucedió con Osterix, los descensos en la 

expresión de HDAC4 solo respondieron al estímulo calcificante, el compuesto EC-8042 fue capaz de 

equiparar los niveles del mRNA de TGF-β3 a los medidos en la condición control, contrarrestando el 

descenso del 40% producido por el medio CaP (Figura 23). 

 

 

Figura 22. Efecto de EC-8042 sobre la expresión de promotores de la diferenciación osteoblástica medida por 

PCR cuantitativa en las células A7r5 cultivadas con medio calcificante. Resultados procedentes de tres 

experimentos independientes realizados por triplicado. Se representan las medias y las desviaciones estándar. 

Se utilizó la prueba t de Student para llevar a cabo las comparaciones (p vs. Control: * < 0,05; ** < 0,01; *** < 

0,001. p vs. CaP: ## < 0,01. p vs. CaP + Vehículo: $ < 0,05). 
 

 

 
Figura 23. Efecto de EC-8042 sobre la expresión de inhibidores de la diferenciación osteoblástica medida por 

PCR cuantitativa en las células A7r5 cultivadas con medio calcificante. Resultados procedentes de tres 

experimentos independientes realizados por triplicado. Se representan las medias y las desviaciones estándar. 

Se utilizó la prueba t de Student para llevar a cabo las comparaciones (p vs. Control: *** < 0,001; **** < 0,0001. p 

vs. CaP: ## < 0,01. p vs. CaP + Vehículo: $$ < 0,01). 

 

 
Se determinaron también los niveles del mRNA de la alfa actina de músculo liso (ACTA2), 

clásico marcador de VSMCs cuya expresión se ve reducida en las células calcificadas, en las VSMCs 

cultivadas con las cuatro condiciones ya mencionadas. EC-8042 es capaz de prevenir parcialmente el 

descenso del 50% en la expresión de ACTA2 provocado por las concentraciones elevadas de calcio y 

fosfato (Figura 24), de nuevo como ya se ha descrito para la mitramicina [173]. 
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Figura 24. Efecto de EC-8042 sobre la expresión del marcador de VSMCs ACTA2 medida por PCR cuantitativa 

en las células A7r5 cultivadas con medio calcificante. Resultados procedentes de tres experimentos 

independientes realizados por triplicado. Se representan las medias y las desviaciones estándar. Se utilizó la 

prueba t de Student para llevar a cabo las comparaciones (p vs. Control: * < 0,05; *** < 0,001; **** < 0,0001. p vs. 

CaP: # < 0,05. p vs. CaP + Vehículo: $$ < 0,01). 

 

 
Se analizaron después los niveles de expresión de SP1 y de su diana COL1A1. Curiosamente los 

niveles del mRNA de SP1 no se vieron alterados ni por el estímulo calcificante ni por el compuesto 

EC-8042 (Figura 25). Estos resultados contradicen lo descrito por Zhang y colaboradores en la única 

publicación de la que tenemos constancia que haya utilizado mitramicina para bloquear la 

calcificación [173], por la ausencia tanto de un incremento en la expresión de SP1 en condiciones 

calcificantes, como de la inhibición del mismo por parte del mitrálogo en las VSMCs. Es asimismo 

sorprendente que el mitrálogo no solamente no reduzca la expresión de COL1A1 en el modelo de 

calcificación como se esperaría a la vista de los resultados publicados, sino que además esta aumente 

con EC-8042 con respecto a CaP, condición que produjo un descenso del 60% en los niveles del 

mRNA. 

Los datos mostrados hasta ahora estarían indicando, por un lado, que EC-8042 es capaz de 

prevenir, al menos parcialmente, el cambio osteogénico producido en las VSMCs sometidas a un 

estímulo calcificante como son las altas concentraciones de calcio y fosfato. Los cambios en la 

expresión de genes relacionados con este cambio fenotípico de las células coincide además con las 

diferencias en su morfología y confluencia observadas al microscopio: una menor confluencia y 

morfología en “valle y colina” con el medio CaP y CaP + Vehículo, y una mayor confluencia y 

morfología más similar a la del control con el medio CaP al que se añadió EC-8042. Esto convertiría a 

EC-8042 en candidato para ser utilizado a modo de terapia contra la calcificación vascular, pues la 

expresión de marcadores osteogénicos como RUNX2 y la morfología en “valle y colina” de las VSMCs 

se ha observado en asociación con una fase presenescente de estas células en modelos in vitro de 

envejecimiento vascular [239]. En caso de utilizarse con este propósito, no obstante, EC-8042 debería 

complementarse con otros métodos capaces de eliminar los depósitos minerales para evitar también 

la rigidez que estos provocan en los vasos de los pacientes con calcificación. 
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Por otro lado, los datos recogidos en este apartado indican también que los niveles de 

expresión del factor de transcripción SP1 no parecen influir en el cambio hacia un fenotipo 

osteoblástico de las VSMCs en el proceso de calcificación de las arterias. Esta observación, a pesar de 

haber sido documentada por una publicación científica reciente, es llamativa por el hecho de que, 

hasta entonces, la sobreexpresión de SP1 se había visto asociada a enfermedades de naturaleza 

neoplásica, las cuales implican hiperproliferación, y no un cambio fenotípico como el que se produce 

durante la transdiferenciación de las VSMCs hacia osteoblastos. 

 

 
Figura 25. Efecto de EC-8042 sobre la expresión de SP1 y su diana COL1A1 medida por PCR cuantitativa en las 

células A7r5 cultivadas con medio calcificante. Resultados procedentes de tres experimentos independientes 

realizados por triplicado. Se representan las medias y las desviaciones estándar. Se utilizó la prueba t de Student 

para llevar a cabo las comparaciones (p vs. Control: **** < 0,0001. p vs. CaP: # < 0,05. p vs. CaP + Vehículo: $$ < 

0,01). 

 

 
Finalmente, se analizaron también los niveles de expresión de los miRNAs que resultaron 

desregulados en el modelo animal de IRC. Tanto la expresión del miR-29b como la del miR-30c se 

vieron afectadas por la adición al medio de cultivo de concentraciones elevadas de calcio y fosfato 

(Figura 26). Los niveles de ambos miRNAs se vieron alterados por el medio CaP en la dirección que 

favorece el cambio osteogénico (aumento de alrededor del 60% sobre los niveles del control para el 

miR-29b y descenso del 30% sobre los niveles del control para el miR-30c). Por tanto, hay miRNAs 

cuya expresión se ve desregulada tanto por la ERC como por la calcificación vascular. Sin embargo, 

puesto que el estímulo en las ratas es diferente al aplicado a las células (no se les había 

proporcionado una dieta con alto contenido en fósforo a los animales) los cambios que los miRNAs 

sufren en cada modelo pueden ir en sentido opuesto. Además, la expresión de los dos miRNAs se vio 

modificada por el compuesto EC-8042, haciendo el mitrálogo que el miR-29b redujese sus niveles de 

expresión hasta equipararse al control y el miR-30c los aumentase, llegando a prevenir el cambio 

provocado por la condición CaP. 

Más concretamente, en relación al miR-29b, estos resultados confirmarían la implicación del 

mismo en la calcificación vascular in vitro ya descrita por nuestro grupo [226]. También podrían 

explicar el descenso en la expresión de COL1A1 con CaP y la recuperación parcial de sus niveles de 
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expresión con EC-8042, pues este tipo de colágeno no solamente ve disminuidos sus niveles 

proteicos con el miRNA, sino que la estabilidad de su mRNA se ve asimismo afectada [218]. 

Sin embargo, todos estos datos son insuficientes para establecer una relación causa-efecto 

entre la aplicación del compuesto y la regulación a la baja de la expresión del miR-29b y la regulación 

al alza del miR-30c, lo cual daría a los miRNAs la categoría de dianas terapéuticas. Además, sería 

necesario llevar a cabo un estudio que permitiese correlacionar los niveles circulantes de los miRNAs 

con los celulares, así como determinar si las VSMCs son capaces de liberarlos al ambiente 

extracelular para poder afirmar definitivamente que también sirven como biomarcadores. 

 

 

Figura 26. Efecto de EC-8042 sobre la expresión de miR-29b y miR-30c medida por PCR cuantitativa en las 

células A7r5 cultivadas con medio calcificante. Resultados procedentes de tres experimentos independientes 

realizados por triplicado. Se representan las medias y las desviaciones estándar. Se utilizó la prueba t de Student 

para llevar a cabo las comparaciones (p vs. Control: * < 0,05; ** < 0,01. p vs. CaP: # < 0,05; ## < 0,01. p vs. CaP + 

Vehículo: $ < 0,05; $$$ < 0,001). 

 

 
Por tanto, aunque sería necesario realizar más experimentos para determinar cuál es el 

mecanismo exacto por el cual el compuesto EC-8042 atenúa el cambio osteogénico de las VSMCs, los 

datos recogidos en la presente Tesis Doctoral parecen indicar que el mitrálogo actúa a través de la 

regulación de miRNAs implicados en este proceso, encontrándose entre ellos, al menos, el miR-29b y 

el miR-30c. Es importante destacar que miR-29b también promueve la calcificación de las VICs [240], 

lo cual abre la puerta al traslado de nuestros resultados a otros tipos de calcificación ectópica, como 

por ejemplo la que ocurre en las válvulas cardiacas. 

Para comprobar si la regulación de estos dos miRNAs por parte del mitrálogo podría producirse 

por la unión del compuesto a regiones ricas en G/C como las que reconoce SP1, se buscó la presencia 

de este tipo de secuencias en los promotores de los genes que codifican los miRNAs. Se obtuvieron 

para ello las secuencias de referencia de las regiones 3.000 pares de bases aguas arriba del inicio de 

la transcripción del gen Mir29b1 y las dos copias del gen Mir29b2 (en los cromosomas 1 y 13, 

respectivamente), que producen el miRNA maduro miR-29b-3p en la rata, y Mir30c1, que produce el 

miR-30c-5p en este animal, en el navegador del genoma de la Universidad de California en Santa Cruz 
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(https://genome.ucsc.edu/) [241]. En efecto, la base de datos de JASPAR 2018 

(http://jaspar.genereg.net/) [242] identificó al menos un sitio consenso de unión de SP1 en cada una 

de las regiones promotoras analizadas (Figura 27). 

Sin embargo, y a la vista de nuestros resultados, aunque es probable que EC-8042 se esté 

uniendo a tales secuencias, el efecto que ejerce sobre la transcripción de los miRNAs regulados por 

las mismas no puede deberse al bloqueo de la unión de la proteína SP1 al DNA. Esta regulación 

transcripcional quizás esté mediada por algún otro factor de transcripción, activador o represor, 

capaz de reconocer las mismas secuencias que SP1. Algunos autores han descrito que Osterix, 

miembro de la familia specificity protein y también conocido como SP7, ejerce sus funciones 

mediante la unión a regiones ricas en G/C [243-246], aunque recientemente se ha sugerido que este 

actúa de forma diferente, uniéndose a regiones ricas en A/T a través de la formación de complejos 

con proteínas de la familia DLX [247]. Además, se han identificado una serie de miRNAs controlados 

por Osterix entre los cuales se encuentran algunos que tienen a RUNX2 como diana [248]. Por otro 

lado, factores de transcripción tipo Krüppel (KLFs), pertenecientes a la misma familia que SP1 y SP7, 

regulan el cambio osteogénico de las VSMCs inducido por concentraciones elevadas de fosfato [249, 

250], pudiendo asimismo estar participando en la regulación de la expresión génica que hemos 

observado en nuestros experimentos. Es necesario, en consecuencia, continuar realizando 

experimentos encaminados a dilucidar la manera por la que EC-8042 atenúa el cambio osteogénico 

de las VSMCs durante la calcificación si se quisiese desarrollar una tratamiento farmacológico basado 

en este compuesto. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 27. Posición de los sitios consenso de unión del factor de transcripción SP1 en los promotores de los 
genes Mir29b1, Mir29b2 (en los cromosomas 1 y 13) y Mir30c1 de R. norvegicus. pb= pares de bases. 
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4.4. La calcificación de las válvulas aórticas podría estar dirigida por 

exosomas producidos por los macrófagos, viéndose además la cantidad 

de estas vesículas incrementada en la circulación de los pacientes con 

calcio en sus velos 

Aparte de las células de las paredes arteriales, las células de otros tejidos blandos también ven 

modificado su fenotipo a uno con características similares a las de las células del hueso a la par que 

se produce el depósito de calcio. Como ya se explicó en la introducción, la válvula aórtica sufre estos 

cambios patológicos bajo determinadas circunstancias como pueden ser la edad avanzada o la ERC. 

Se recogen a continuación una serie de experimentos realizados con el objetivo de estudiar con 

mayor profundidad este proceso. 

4.4.1. La cuantificación de la extensión de los depósitos minerales presentes en los 

velos valvulares por medio de parámetros de histomorfometría ósea es indicativa de su grado 

de degeneración tisular 

4.4.1.1. Hay una elevada correlación entre BMD y BV/TV en las válvulas a pesar de existir 

diferencias en la distribución de sus valores 

Con el objetivo de estudiar el proceso de calcificación de la válvula aórtica, se cuantificó la 

extensión de los depósitos de calcio de velos procedentes de cirugías de reemplazo mediante 

microCT [251]. Esta técnica se ha aplicado previamente a válvulas extirpadas, permitiendo así 

demostrar la similitud entre los depósitos presentes en las mismas y el hueso [252] o la existencia de 

un mayor número de estos en las válvulas estenóticas de anatomía tricúspide que en las bicúspides 

[253]. Asimismo, se ha demostrado la correlación de las medidas que pueden obtenerse a partir de 

microCT con la evaluación ecocardiográfica de la severidad de la estenosis [253, 254]. En nuestro 

caso se tuvieron en cuenta dos variables: la densidad mineral ósea (BMD) y el ratio volumen 

óseo/volumen de tejido (BT/TV), parámetros clásicamente utilizados en el campo de la 

histomofometría ósea para determinar la calidad del tejido óseo [255]. Mientras que BMD es 

indicativa de la densidad promedio a la cual se presenta la hidroxiapatita en el volumen total del 

velo, BV/TV indica qué proporción de este volumen es ocupada por el mineral. 

Puesto que las muestras estudiadas proceden de 57 pacientes con diversos tipos de 

valvulopatía aórtica, no únicamente estenosis severas, se esperaba conseguir una colección de 

muestras que fuese representativa de todo el espectro posible de calcificación de la válvula aórtica. 

Por ello, y antes de comenzar a trabajar con las mencionadas variables, se determinó si la 

distribución de las medidas tomadas para las mismas se ajustaba a la normal, para lo cual se hicieron 

sendas representaciones de los valores de BMD y BV/TV frente a los que tomaría una distribución 

normal estándar, es decir, cuyo valor promedio es cero (Figura 28). Este tipo de gráfico se denomina 

gráfico cuantil-cuantil o QQ-plot, y permite observar con facilidad cuánto se acerca la distribución de 

un determinado conjunto de datos a una distribución ideal. 
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La elevada frecuencia de ceros con los que cuenta la variable BMD impide que su distribución 

pueda considerarse normal, mientras que la variable BV/TV se ajusta bastante mejor a este tipo de 

distribución. Además, y como consecuencia del límite de sensibilidad con el que el tomógrafo es 

capaz de medir la densidad de hidroxiapatita, los valores que alejan a BMD de la normalidad son 

ceros absolutos en lugar de valores muy pequeños próximos al cero. Por tanto, la normalización de la 

variable por medio de una transformación de sus valores (por ejemplo, log [x+1]) no facilitaría su 

manejo estadístico, pues lo único que conseguiría sería desplazar la cola de ceros a otro punto del eje 

de ordenadas. 

 

 

Figura 28. Ajuste a la distribución normal estándar de los valores registrados para BMD y BV/TV de los velos 

valvulares aórticos. Cada punto de los gráficos representa el velo de un paciente. La proximidad entre los puntos, 

así como la posición de los mismos con respecto a la línea discontinua, indican la similitud existente entre la 

distribución de los datos y una campana de Gauss centrada en el valor 0. Se muestra también la significación 

estadística (p-valor) del ajuste a la distribución normal según el test de Kolmogorov-Smirnov. 
 

 
Se comprobó a continuación que existe una correlación positiva entre BMD y BV/TV (Figura 

29). Esto restaría importancia al hecho de que BMD no siga una distribución normal, pudiendo servir 

como justificante para realizar el mismo tratamiento estadístico de los datos con las dos variables 

cuando se maneje la muestra completa. 

Por otro lado, es importante destacar el hecho de que la línea de tendencia resultante cruce el 

eje de abscisas, es decir, que el modelo de regresión lineal no contemple la existencia de válvulas con 

ausencia total de un volumen correspondiente a depósitos de calcio (BV/TV = 0) entre las extirpadas 

y, por tanto, enfermas. Esto indica también que hasta que los depósitos no alcanzan un determinado 

volumen (alrededor del 1,5% del total del velo), la BMD es tan pequeña que el tomógrafo no es capaz 

de detectarla. Según esta hipótesis, una vez hayan alcanzado este tamaño mínimo, la densidad media 

de hidroxiapatita en las válvulas irá incrementando de manera proporcional al volumen de sus 

depósitos. Podría deducirse de esto que la calcificación en las válvulas tiene un origen disperso, 

afectando a la BMD solamente cuando los núcleos donde se haya depositado hidroxiapatita cobren 

una cierta entidad. Es necesario, no obstante, corroborar la validez de esta hipótesis mediante la 

correlación de las medidas de BMD y BV/TV con los cambios ocurridos en el tejido. 
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Figura 29. Correlación entre las variables BMD y BV/TV. Cada punto del gráfico representa un velo de un 

paciente. La línea discontinua se corresponde con el modelo de regresión lineal que explica la relación de los 

valores que toman las variables. Se muestra la significación estadística de la correlación (p-valor), así como el 

valor del coeficiente de correlación de Spearman (ρ). 

 

 

4.4.1.2. BV/TV aumenta de manera paralela a la progresión de la degeneración del tejido 

valvular, mientras que BMD solamente discrimina las válvulas más calcificadas del resto 

Se seleccionaron los 20 velos situados en los extremos del espectro de calcificación de acuerdo 

con los dos parámetros de histomorfometría ósea (10 de entre los más calcificados y 10 de los menos 

calcificados) para determinar si existe una relación entre estas medidas y los cambios sufridos por el 

tejido valvular aórtico durante la calcificación. Una vez incluidos en parafina y realizados los cortes, 

se realizó una tinción de orceína de las muestras seleccionadas para seguidamente realizar una 

gradación de la degeneración tisular de los velos con respecto a las pautas descritas por Warren y 

Yong [87], ya mencionadas en la introducción, atendiendo principalmente a los componentes de la 

matriz extracelular. Como se observa en la Figura 30, las válvulas a las cuales se asignó el grado 1 de 

la escala mantenían intacta la característica estructura en tres capas de su matriz extracelular. Las 

clasificadas como de grado 2 presentaban, en cambio, algún depósito en la capa fibrosa, aunque sus 

dimensiones no llegaban a afectar a las demás capas. En los velos de las válvulas de grado 3, el 

tamaño de los depósitos era tal que estos provocaban un engrosamiento notable de las capas fibrosa 

y esponjosa, aunque no llegaban a afectar al tejido elástico, que aun así se veía deformado y 

desplazado. Por último, en los velos de las válvulas en el último estadio de degeneración (grado 4) la 

capa ventricular también se veía afectada, pudiendo encontrarse en ellos algún punto en el cual se 

perdía la continuidad de las fibras de elastina a lo largo del eje longitudinal del velo. 
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Figura 30. Estado de la matriz extracelular de cuatro válvulas aórticas correspondientes a cada estadio de la 

escala de Warren y Yong. Los componentes de la matriz extracelular de las válvulas se diferenciaron gracias a la 

tinción de orceína: las fibras elásticas muestran un tono morado; el colágeno, azul; y la matriz que soportaba el 

mineral depositado en los velos, un tono verdoso. Esto permite localizar la capa ventricular en el lado izquierdo 

de cada imagen. La flecha indica un punto de ruptura de las fibras elásticas en esta capa. Las imágenes fueron 

tomadas con los mismos aumentos. 

 

 

Puesto que siguiendo este criterio se obtuvo un número muy reducido de válvulas en los dos 

primeros grados de la escala, probablemente como consecuencia del carácter patológico de todas las 

muestras, los velos se agruparon en tres grupos para que hubiese un número similar de muestras en 

cada uno de ellos (6, 7 y 7).  

Se encontraron diferencias significativas entre los tres grados de degeneración del tejido con 

respecto a la extensión de sus depósitos de calcio (BMD: la mediana para el grado 1-2 fue 0,0; para el 

grado 3 fue también 0,0 y para el grado 4 fue 129,1 mg/cm3. BVTV: la mediana para el grado 1-2 fue 

0,2; para el grado 3 fue 1,5 y para el grado 4 fue 9,0%. Figura 31). Sin embargo, y atendiendo a las 

diferencias estadísticas entre parejas de grupos, mientras que los tres grados son diferentes con 

respecto a BV/TV, la diferencias globales en la BMD solamente se deben a las diferencias entre el 

grado 4 y el resto de grupos. Por ello, los velos podrían agruparse en dos categorías según su BMD, 

tal y como se muestra en la Figura 32. Podría decirse entonces que la cuantificación de la extensión 

de los depósitos de calcio mediante BV/TV es más útil a la hora de clasificar los velos en relación a la 

progresión de la calcificación, pues fue capaz de discriminar los grupos en los cuales se dividieron las 

muestras mejor que BMD. Además, estos datos otorgan validez a los parámetros de 

histomorfometría ósea a la hora de asignar un valor numérico a la extensión de los depósitos de 

calcio en el tejido blando, ya que los valores aportados por las dos variables elegidas en esta Tesis 

Doctoral guardan relación con lo sucedido en el tejido valvular. 
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Figura 31. Valores de BMD y BV/TV según el grado de degeneración del tejido valvular evaluado mediante la 

escala de Warren y Yong. Cada punto del gráfico indica el valor de la variable en el velo de un paciente. Se 

representan la mediana y el rango intercuartílico. Se muestra la significación estadística (p-valor) de las 

diferencias entre los tres grupos según la prueba de Kruskal-Wallis. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 32. Valores de BMD para los dos grados de degeneración del tejido según los estadios de Warren y Yong 

agrupados. Cada punto del gráfico indica el valor de la variable en el velo de un paciente. Se representan la 

mediana y el rango intercuartílico. Se muestra la significación estadística (p-valor) de las diferencias entre los dos 

grupos según la prueba U de Mann-Whitney. 

 

 
La distinta forma en que BMD y BV/TV se relacionan con la degeneración de la matriz 

extracelular viene a confirmar lo que sugería la distribución comentada en el apartado anterior, es 

decir, un posible origen disperso de la calcificación en las válvulas. Este podría ser uno de los 

aspectos similares entre la calcificación de las válvulas y las arterias, pues se ha descrito en 

numerosas ocasiones la presencia de microcalcificaciones en las paredes arteriales, las cuales pueden 

estar compuestas por cristales con un tamaño de solamente unos pocos nanómetros, como se ha 

observado en la túnica media de arterias procedentes de pacientes en diálisis [256]. Estas 

calcificaciones de pequeño tamaño también se encuentran en las lesiones ateroscleróticas, 

incluyendo las más tempranas, donde preceden al incremento en la expresión de proteínas 

reguladoras de la calcificación [257]. 
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4.4.2. Proteínas indicadoras de diferenciación osteoblástica, neovascularización, 

inflamación y presencia de exosomas están presentes en las regiones próximas a los 

depósitos de calcio de los velos valvulares 

Para profundizar en el estudio de los cambios que se producen en el tejido valvular durante el 

transcurso de la CAVD, se localizaron mediante inmunohistoquímica proteínas representativas de 

diferentes procesos celulares que acompañan a la formación de los depósitos de calcio en las 

válvulas. Se utilizaron con este motivo los mismos 20 velos seleccionados en el apartado anterior, los 

cuales también se tiñeron con hematoxilina y eosina para facilitar la observación de la morfología 

general del tejido. 

Como se puede ver en la Figura 33, los depósitos de calcio (columna central, muestra de grado 

3 de Warren y Yong) se presentaron como regiones con una matriz extracelular compacta y amorfa, 

de gran afinidad para la eosina, en contraposición a la matriz de naturaleza fibrilar y organizada en 

capas del resto del velo. Los depósitos eran, además, mayoritariamente acelulares. En las válvulas sin 

depósitos detectables (columna de la izquierda, muestra de grado 1 de Warren y Yong) o en las 

regiones libres de los mismos de las válvulas en estado más avanzado de degeneración se observó 

una escasa positividad para todas las proteínas seleccionadas. En las válvulas con depósitos, por el 

contrario, se pudo observar la colocalización de todas las proteínas estudiadas en regiones vecinas a 

los depósitos de calcio, estando presentes algunas de ellas en cantidades muy abundantes. 

Se aplicó a estas muestras un anticuerpo contra BMP2, proteína de conocida implicación en el 

cambio osteogénico asociado a los diferentes tipos de calcificación cardiovascular. En la segunda fila 

de la Figura 33 se puede observar cómo la mayoría de la positividad para BMP2 se detectó en grupos 

de células adyacentes a los depósitos. 

Se localizó asimismo CD31 (Cluster of Differentiation 31), clásico marcador de células 

endoteliales y que, por tanto, permite distinguir los vasos neoformados de otras estructuras 

similares. En la tercera fila de la Figura 33 se aprecia cómo en ocasiones no se detectó CD31 ni 

siquiera en los bordes de los velos, aunque esta ausencia podría deberse al procesamiento de las 

muestras en lugar de al daño del endotelio, pues este está formado por una monocapa de células. Se 

observaron también acúmulos de vasos neoformados en las zonas próximas a los depósitos. 

Se hizo igualmente en estos 20 velos una inmunohistoquímica para detectar CD68, 

comúnmente empleado como marcador de macrófagos, células presentes en los infiltrados 

inflamatorios de las válvulas (cuarta fila de la Figura 33). Se pudo observar algo de positividad para 

esta proteína en las regiones no mineralizadas, aunque se presentó de forma muy dispersa. En 

cuanto a las zonas cercanas a los depósitos, la tinción positiva para CD68 fue muy abundante en 

células que formaban acúmulos situados alrededor de las zonas con neovascularización. El hecho de 

que el grueso del marcaje para esta última proteína no colocalizase con las zonas con mayor 

concentración de tinción para BMP2 podría indicar que las células que expresan el marcador 

osteogénico son VICs y no procederían, por tanto, del sistema inmune. 
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Por último, se localizaron en los velos valvulares CD63 y Alix, reconocidos marcadores de 

vesículas extracelulares [258]. Mientras que CD63 pertenece a la familia de las tetraspaninas, 

proteínas transmembrana presentes en estas vesículas e implicadas en la transducción de señales, 

Alix participa en la biogénesis de los exosomas [259]. Ambas proteínas se detectaron en las mismas 

regiones en las cuales se detectó el marcador de macrófagos, aunque su tinción positiva fue mucho 

más escasa (quinta y sexta filas de la Figura 33). 

La actividad osteogénica, la neovascularización y la presencia de infiltrados inflamatorios en las 

válvulas aórticas patológicas son fenómenos bien caracterizados de la CAVD, como ya se mencionó 

en la introducción. Gracias a los resultados aquí descritos hemos podido demostrar la ocurrencia 

simultánea de todos ellos en las mismas regiones del tejido valvular. La presencia de BMP2 corrobora 

la necesidad de la vía de señalización mediada por la familia de las BMPs para el desarrollo de la 

calcificación de la válvula aórtica, la cual se ha verificado al inactivar genéticamente uno de sus 

receptores en un modelo animal y al cultivar VICs in vitro junto con un inhibidor específico [260]. En 

cuanto a la neovascularización, se ha demostrado la presencia de células progenitoras endoteliales 

en el tejido valvular patológico que promueven el remodelado del mismo y contribuyen a que el 

proceso de neovascularización tenga lugar [261, 262]. Además, se ha descrito previamente una 

estrecha relación de la inflamación con los vasos neoformados en las válvulas, favoreciendo estos 

últimos la llegada de los monocitos al tejido donde se transformarán en macrófagos [98].  

Adicionalmente, nuestros resultados corroboran la implicación de las vesículas extracelulares 

en la calcificación de las válvulas. Aunque esto ya era conocido [263], en una investigación reciente 

se ha conseguido demostrar la colocalización de la proteína capaz de unir calcio anexina A6, 

enriquecida en los exosomas producidos por VICs cultivadas in vitro bajo estímulos calcificantes, con 

zonas de acumulación de vesículas en la matriz extracelular [264]. Asimismo, se sabe que los 

macrófagos infiltrados en las lesiones ateroscleróticas tienen la capacidad de secretar vesículas 

identificadas como exosomas [53], proceso que nosotros hemos localizado en el tejido valvular. 

Todo esto podría estar indicando, por un lado, que los macrófagos juegan un papel importante 

en la calcificación de las válvulas, accediendo al tejido valvular desde la circulación a través de los 

vasos neoformados para secretar vesículas a la matriz extracelular que influyen sobre el fenotipo de 

las VICs. Por otro lado, también indicaría que el cambio osteogénico de las VICs estaría dirigiendo la 

formación de los nidos de calcificación. De hecho, BMP2, junto con el calcio y la PTH, es capaz de 

inducir la sobreexpresión de PiT-1 [265], transportador de fosfatos presente en las membranas de las 

vesículas procalcificantes. 

 

Figura 33 (en la página siguiente). Imágenes representativas de las inmunohistoquímicas de proteínas 

implicadas en la enfermedad de la válvula aórtica calcificada. En la columna de la izquierda se recogen imágenes 

de una válvula en el grado 1 de la escala de Warren y Yong; en el centro, una región próxima a un depósito de 

calcio de una válvula en el grado 3; y a la derecha, un mayor aumento de la región mostrada en la columna 

central. Las flechas indican la situación de la región mostrada a más aumentos. El asterisco señala la posición 

del depósito de calcio. 
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4.4.3. Los niveles de expresión de BMP2 en el tejido valvular no se correlacionaron con 

la calcificación de los velos, pero sí con los niveles de expresión de MGP 

Tras comprobar que BMP2 estaba presente en el tejido valvular, se decidió estudiar la 

correlación entre el grado de calcificación de las válvulas y la expresión de su mRNA determinada por 

PCR cuantitativa. Se extrajo para ello RNA de 22 válvulas elegidas de forma aleatoria de entre 

aquellas que contaban con la medida de la extensión de sus depósitos de calcio mediante microCT. 

Se analizaron también por PCR cuantitativa los niveles de expresión de MGP, uno de los más 

reconocidos e importantes inhibidores endógenos de la calcificación en los tejidos blandos [266] que 

ejerce sus funciones, en parte, gracias a la inhibición de BMP2 [267]. 

No hubo correlación entre la expresión de los genes y las dos variables indicativas de la 

cantidad de calcio depositada en las válvulas (Figura 34). Esto quizás pueda deberse al hecho de que 

los velos de los cuales se extrajo el RNA no eran los mismos en los que se realizaron el microCT y las 

inmunohistoquímicas, puesto que el tratamiento de las muestras requerido por estas técnicas las 

inhabilita para la correcta conservación del RNA. De hecho, se ha descrito la presencia de depósitos 

de calcio en diferentes estadios de desarrollo en cada uno de los velos de una válvula tricúspide 

[268], fenómeno que pudo haberse dado en los individuos cuyas válvulas fueron utilizadas en estos 

experimentos. De todas formas, también ha podido ocurrir que la proteína que aparece en el tejido 

valvular se haya sintetizado en otra localización y llegue a la válvula a través de los vasos 

neoformados. Como consecuencia, no se ha podido establecer una relación entre BMD y BV/TV y los 

niveles de expresión de genes implicados en la CAVD a pesar de la correspondencia con los cambios 

producidos a nivel tisular que demostraron los valores medidos para estas variables. 

Seguidamente, para aumentar el tamaño muestral y tratar de ver correlación entre la 

expresión de BMP2 y MGP, se amplió la muestra con otras 14 válvulas procedentes de la segunda 

población de pacientes con valvulopatías. Se pudo observar una correlación positiva entre los niveles 

de expresión de ambos genes, la cual tiene además una elevada significación estadística (Figura 35). 

A pesar de la contradicción que puede suponer el detectar niveles elevados de un inhibidor de 

la calcificación como MGP en muestras que también muestran una expresión elevada de un 

promotor del cambio osteogénico como BMP2, se han descrito previamente resultados similares. Se 

ha detectado en numerosas ocasiones un incremento en la expresión de MGP en placas 

ateroscleróticas en las paredes de las arterias [269-271], el cual se ha explicado por la existencia de 

un desfase entre la síntesis de la proteína y la γ-carboxilación de la misma, proceso que la vuelve 

biológicamente activa [257]. De hecho, se han detectado concentraciones elevadas de MGP en 

lesiones calcificadas de la pared aórtica de ratas envejecidas que, como consecuencia de sus bajos 

niveles de γ-carboxilación, no eran capaces de unir BMP2 para contrarrestar su actividad [272]. Por 

tanto, al igual que sucede en las arterias, la calcificación de las válvulas podría verse favorecida por la 

falta de γ-carboxilación de la MGP y, de hecho, se han detectado diferencias entre los niveles de la 

proteína descarboxilada en el plasma de individuos sanos y en el de pacientes con estenosis aórtica 

severa [273]. 
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Figura 34. Correlación de los niveles de expresión de BMP2 y MGP en el tejido valvular con las variables BMD y 

BV/TV. Cada punto del gráfico representa el velo de un paciente. Se muestra la significación estadística de la 

correlación (p-valor), así como el valor del coeficiente de correlación de Pearson (r). 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 35. Correlación entre los niveles de expresión de BMP2 y MGP en el tejido valvular. Cada punto del 

gráfico representa el velo de un paciente. La línea discontinua se corresponde con el modelo de regresión lineal 

que explica la relación de los valores que toman las variables. Se muestra la significación estadística de la 

correlación (p-valor), así como el valor del coeficiente de correlación de Pearson (r). 
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4.4.4. El área ocupada por los macrófagos en los velos valvulares se asocia con la 

extensión de la calcificación 

Para comprobar si, como las inmunohistoquímicas sugieren, los macrófagos están dirigiendo el 

proceso de mineralización, se decidió estudiar la asociación entre los mismos y la extensión de los 

depósitos de calcio presentes en las válvulas. Se cuantificó la tinción para CD68 como medida 

indicativa de la cantidad de macrófagos presentes en el tejido, pero también indirectamente como 

estimación de la cantidad de exosomas al colocalizarse el marcaje para CD68 con el de CD63 y Alix. 

No hay diferencias significativas en el área teñida entre los tres grados de degeneración, aunque sí se 

aprecia una tendencia a un aumento a medida que aumenta el grado de degeneración rozando la 

significación (mediana grado 1-2: 1,0%; grado 3: 1,8% y grado 4: 1,8 %. Figura 36). 

 
 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 36. Relación entre el área con tinción positiva para CD68 y el grado de degeneración del tejido valvular 

evaluado mediante la escala de Warren y Yong. Cada punto del gráfico representa el velo de un paciente. Se 

han representado la mediana y el rango intercuartílico. Se muestra la significación estadística (p-valor) de las 

diferencias entre los grupos según la prueba de Kruskal-Wallis. 

 

 
Se determinó a continuación si existía una correlación entre el área teñida mediante esta 

inmunohistoquímica y los parámetros de histomorfometría ósea y se vio que tanto BMD como BV/TV 

se correlacionan positivamente con el porcentaje del área con marcaje para CD68, aunque la 

significación estadística fue mayor con la primera variable (Figura 37). 

Por tanto, los macrófagos, y por extensión la inflamación, podrían estar dirigiendo la 

mineralización en la CAVD. De hecho, es sabido que estas células son capaces de agravar la 

calcificación aterosclerótica y de las válvulas aórticas a través de la secreción de citoquinas 

inflamatorias como IL-6 o TNF-α, así como de favorecer la degradación y el remodelado de la matriz 

extracelular mediante la síntesis de diversas enzimas proteolíticas [274]. Además, como ya se ha 

mencionado, se ha descrito la presencia de exosomas derivados de macrófagos en placas 

ateroscleróticas. Adicionalmente, gracias a estudios in vitro, se ha podido determinar que las 

vesículas liberadas por estas células cuentan con la capacidad para nuclear hidroxiapatita [53]. 

Asimismo, y gracias a la observación mediante microscopía electrónica de geles de colágeno a los 
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que se añadieron vesículas extracelulares procedentes de VSMCs cultivadas en condiciones 

osteogénicas, se pudo determinar que la agregación de estas vesículas origina calcificaciones [275]. 

Por estas razones, los exosomas derivados de macrófagos ya se han postulado como un factor que 

favorece la progresión de la calcificación [274] y se ha llegado a afirmar que la agregación de 

vesículas extracelulares derivadas de ellos resultaría en la acumulación de mineral en las placas 

ateroscleróticas [276]. 

 

 

Figura 37. Correlación del área con tinción positiva para CD68 con BMD y BV/TV en el tejido valvular. Cada 

punto del gráfico representa el velo de un paciente. La línea discontinua se corresponde con el modelo de 

regresión lineal que explica la relación de los valores que toman las variables. Se muestra la significación 

estadística (p-valor) de la correlación, así como el valor del coeficiente de correlación de Spearman (ρ). 

 

 

4.4.5. La cantidad de exosomas circulantes en el suero de los pacientes con valvulopatía 

aórtica se asocia con la presencia de depósitos de calcio en sus válvulas 

Los resultados descritos en los apartados anteriores sugieren un papel central para los 

macrófagos en la progresión de la calcificación en las válvulas, el cual quizás tenga que ver con su 

capacidad para secretar vesículas extracelulares. Debido a la importancia que tendría este proceso, 

las vesículas extracelulares liberadas a la circulación podrían ser utilizadas como biomarcadores de la 

progresión de la CAVD. Por ello, se decidió cuantificar la cantidad de exosomas circulantes presentes 

en pacientes con valvulopatía aórtica. 

En primer lugar, se probó el método elegido para detectar los exosomas en suero y plasma con 

el objetivo de determinar cuál de los dos tipos de muestras proporcionaba los mejores resultados. 

Este método se basa en la unión de las vesículas a beads o cuentas microscópicas capaces de captar 

exosomas mediante su unión a anticuerpos específicos anclados a su superficie. Una vez atrapados, 

los exosomas son cuantificados mediante la detección de la fluorescencia emitida por fluoróforos 

conjugados a otros anticuerpos específicos contra proteínas exosomales. Los valores de intensidad 

de fluorescencia detectados mediante citometría de flujo en suero estaban más concentrados en 

torno a un valor central, mientras que los valores detectados en plasma presentaban una mayor 
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dispersión (Figura 38). Estas diferencias pueden ser debidas a uniones inespecíficas de las beads con 

partículas presentes en el plasma que no están en el suero, fluido que en general tiene menos 

residuos. Por lo tanto, la fluorescencia detectada en el suero es más representativa de la cantidad de 

exosomas en la circulación. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 38. Diferencias entre la medición de la fluorescencia generada por las beads en muestras de plasma y 

suero procedentes de un mismo individuo. En los gráficos de la izquierda se representa el tamaño y complejidad 

de las partículas o eventos detectados por el citómetro. Cada punto representa un evento, FSC (forward scatter) 

indica su tamaño y SSC (side scatter), su complejidad. Se muestran en rojo aquellos eventos que fueron 

identificados como beads. En los gráficos de la derecha se representa el número de beads (Count) detectadas 

para cada valor de intensidad de fluorescencia registrado por el citómetro (PE, abreviatura de ficoeritrina, 

fluróforo de detección). 

 

 
Dado que la primera población de pacientes con valvulopatía aórtica solo tenía muestras de 

plasma, se utilizaron las muestras de suero de los individuos pertenecientes a la segunda población 

de pacientes. Por tanto, no se pudo analizar una posible asociación de la cantidad de exosomas en la 

circulación con los valores de BMD y BV/TV. A pesar de ello, se llevó a cabo un pequeño estudio 

piloto en muestras procedentes de 16 pacientes, 7 con calcificación escasa y 9 con calcificación 

extensa en sus válvulas, graduada según las observaciones del cirujano durante el reemplazo de las 

mismas. Puesto que no se observaron diferencias significativas en la cantidad de exosomas 

circulantes entre los dos grupos de pacientes (p = 0,478 según la prueba t de Student), se decidió 

clasificarlos siguiendo criterios más objetivos. Así, los pacientes se dividieron en tres grupos según la 

severidad de su estenosis atendiendo a criterios ecocardiográficos y, adicionalmente, en dos grupos 

según presentasen o no depósitos de calcio en el tejido detectables mediante observación al 

microscopio de secciones histológicas teñidas con orceína. Solamente se encontraron diferencias 

significativas en la cantidad de exosomas con respecto a la presencia de depósitos de calcio (media 
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de 1.700 en muestras sin depósitos frente a 6.118 en muestras con depósitos, en unidades relativas 

de fluorescencia), pudiendo observarse, no obstante, un incremento en la cantidad de exosomas 

circulantes con el aumento en la severidad de la estenosis, el cual puede no haber llegado a ser 

estadísticamente significativo como consecuencia del reducido número de muestras (Figura 39). 

 

 

Figura 39. Cantidad de exosomas presentes en el suero de pacientes con valvulopatía aórtica en función de la 

presencia de depósitos de calcio en sus velos y de la severidad de su estenosis. Cada punto de los gráficos 

representa el velo de un paciente. Se ha representado la media como una barra horizontal. Se muestra la 

significación estadística (p-valor) de las diferencias entre los grupos según la prueba t de Student (gráfico de la 

izquierda) o la prueba ANOVA (gráfico de la derecha). 

 

 
Se ha demostrado la liberación de vesículas extracelulares por parte de diversos tipos celulares 

en enfermedades de tipo neurodegenerativo [277] y autoinmune [278], así como en diversas 

manifestaciones de enfermedad cardiovascular [279]. Más concretamente, los niveles de vesículas de 

origen endotelial en la circulación se han asociado con factores de riesgo cardiovascular como la 

hipertensión o la dislipemia [280], y las vesículas procedentes tanto de células endoteliales como de 

monocitos ven incrementados sus niveles en la circulación de pacientes con cardiomiopatía periparto 

[281]. A pesar de la similitud de estas investigaciones con los resultados aquí recogidos, sería 

necesario realizar una caracterización de los exosomas detectados en el suero de estos pacientes 

para determinar el origen de los mismos y poder así confirmar su utilidad como biomarcadores del 

proceso de calcificación de las válvulas aórticas. Los exosomas, además, contienen miRNAs que 

podrían ser estudiados para identificar los diferencialmente expresados en ERC o en valvulopatía 

aórtica y que podrían convertirse en biomarcadores de estas enfermedades. 
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4.5. Polimorfismos de los genes MMP1 y LPA se asocian con la 

calcificación de la válvula aórtica y de la túnica íntima de las arterias 

Los procesos de calcificación del aparato cardiovascular están regulados por numerosos genes 

cuyas variantes podrían otorgar mayor o menor susceptibilidad a desarrollar depósitos de calcio a los 

individuos portadores. Por ello se ha estudiado el efecto sobre la calcificación de válvulas y arterias 

de SNPs de los genes MMP1, LPA y PALMD en las poblaciones objeto de este estudio. 

4.5.1. Los polimorfismos -1607 y -519 de MMP1 se asocian con la extensión de la 

calcificación valvular 

Dada la conocida implicación de las MMPs en la calcificación cardiovascular, se estudió la 

asociación de tres polimorfismos funcionales del gen MMP1 (-1607 1G>2G, -519 A>G y -340 T>C) con 

la extensión de la calcificación de la válvula aórtica medida por microCT. Se genotiparon para ello los 

45 individuos de los cuales se disponía de DNA de entre los 57 de la primera población cuyos velos 

fueron analizados mediante microCT. Los individuos homocigotos para los alelos 1G-1607, G-519 y T-340 

tenían una menor cantidad de calcio depositado en sus válvulas según ambas variables, aunque las 

diferencias entre los valores medios de las mismas para los tres genotipos de cada polimorfismo solo 

fueron estadísticamente significativas en el caso de -1607 y BV/TV (Figura 40). 

 

 

 
Figura 40 (continúa en la página siguiente). 
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Figura 40. Valores de BMD y BV/TV para cada genotipo de los polimorfismos -1607, -519 y -340 de MMP1. Cada 

punto de los gráficos representa el velo de un paciente. Se ha representado la media como una barra horizontal. 

Se indica también el p-valor resultante de la comparación de los valores de las medias para cada genotipo 

mediante la prueba ANOVA. 

 

 
Más adelante se comprobó, mediante un análisis post hoc (prueba de Bonferroni), que 

únicamente presentaban diferencias significativas los homocigotos para el alelo 1G-1607 frente a los 

homocigotos para el alelo 2G-1607 con respecto a BV/TV (p = 0,042), siendo los valores medios de esta 

variable en los heterocigotos similares a los de los homocigotos para el alelo 2G-1607. Se propuso, por 

tanto, un modelo de herencia recesiva para explicar el efecto del alelo 1G-1607, el cual se aplicó 

igualmente a los alelos que produjeron un efecto equivalente en los otros dos polimorfismos. 

Tras agrupar a los individuos según este modelo de herencia genética se pudo comprobar que 

los homocigotos para los alelos 1G-1607 y G-519 presentaban una cantidad significativamente menor de 

calcio en sus velos valvulares según BMD y BV/TV que el resto de los individuos (Figura 41). Además, 

para el polimorfismo -1607, estas diferencias significativas se mantuvieron para los niveles de BV/TV 

tras el ajuste por sexo, edad, presencia de válvula aórtica bicúspide y filtrado glomerular (p = 0,021), 

conservándose la tendencia, aunque sin llegar a ser significativa, para los niveles de BMD (p = 0,073). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 41 (continúa en la página siguiente). 
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Figura 41. Valores de BMD y BV/TV para los genotipos de los polimorfismos -1607, -519 y -340 de MMP1 según 

un modelo de herencia recesiva. Cada punto de los gráficos representa el velo de un paciente. Se ha 

representado la media como una barra horizontal. Se indica también el p-valor resultante de la comparación de 

los valores de las medias para cada genotipo mediante la prueba t de Student. 

 

 
Para comprobar si, además de presentar esta asociación con el nivel de calcificación de la 

válvula, los polimorfismos se asociaban con el diagnóstico clínico de los pacientes, se amplió el 

genotipado a más individuos de la primera población de pacientes con valvulopatía aórtica. En este 

caso se tuvieron en cuenta solo aquellos cuya anatomía valvular era tricúspide para evitar el sesgo 

que puede producir esta variable sobre el número de pacientes que desarrollan estenosis. Así, se 

consideraron 114 pacientes, un 28,4% de los cuales tenían válvulas aórticas normofuncionantes, un 

8,6% presentaban insuficiencia, un 49,1% estenosis y un 12,9% una doble lesión aórtica. 

No se encontraron diferencias estadísticamente significativas entre las frecuencias genotípicas 

para cada diagnóstico en ninguno de los tres polimorfismos de MMP1 estudiados (Tabla 13). No 

obstante, aplicando el modelo de herencia recesiva sí que se vieron diferencias significativas en la 

frecuencia de genotipos del polimorfismo -1607 entre los individuos con válvulas normofuncionantes 

e insuficientes (p = 0,034) y entre aquellos que presentaban insuficiencia y estenosis (p = 0,025). Sin 

embargo, las frecuencias genotípicas para este polimorfismo en los individuos con válvulas 

normofuncionantes no diferían de las de los individuos que presentaban estenosis (p = 0,816), lo cual 

indicaría una posible asociación entre el polimorfismo -1607 y el desarrollo de insuficiencia valvular 

aórtica, pero no de estenosis. 
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Tabla 13. Frecuencias genotípicas según el diagnóstico clínico de valvulopatía para los polimorfismos -1607,  
-519 y -340 de MMP1 en individuos con válvulas tricúspides. 
 

 
Los datos se expresan como frecuencia (%) y las comparaciones entre frecuencias en los distintos diagnósticos se analizaron 

mediante la prueba exacta de Fisher. 

 

 
Finalmente, y para poner en contexto estas asociaciones, se comprobó que las frecuencias 

obtenidas en nuestra población se asemejasen a las registradas para otras poblaciones europeas. Se 

contrastaron para ello los datos obtenidos mediante el genotipado de 221 individuos pertenecientes 

a la primera población de pacientes con valvulopatías con los depositados en la base de datos Single 

Nucleotide Polymorphism Database (dbSNP, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/) para poblaciones 

europeas. Se tuvieron en cuenta los datos relativos a individuos europeos derivados de 1000 

Genomes Project [282] y Genome Aggregation Database (gnomAD) [283] y se vio que no hay 

diferencias significativas entre la frecuencia del alelo minoritario (minor allele frequency, MAF) de los 

polimorfismos -1607, -519 y -340 hallada en los pacientes del HUCA y la de otros grupos de 

individuos de origen europeo (Tabla 14).  

 
Tabla 14. Frecuencia del alelo minoritario de los polimorfismos -1607, -519 y -340 de MMP1 en pacientes con 

valvulopatías y otras dos poblaciones europeas. 

 

 

 

 

Las frecuencias se expresan como porcentajes y las comparaciones entre frecuencias absolutas para las distintas poblaciones 

se analizaron mediante la prueba Chi-cuadrado. MAF = frecuencia del alelo minoritario. 

 

 
Aunque no existen otros estudios en los cuales se hayan asociado estos polimorfismos con 

calcificación de la válvula aórtica, sí lo han hecho con otras afecciones cardiovasculares. Se ha 

observado un incremento significativo del riesgo de padecer aterosclerosis en la arteria carótida en 
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portadores del alelo 2G-1607 [284] y una mayor proporción del mismo entre individuos que habían 

sufrido un ictus isquémico [285]. Asimismo, el alelo G-519 se vio asociado con un aumento en el grosor 

íntima-media de la arteria carótida en una población con hipertensión [286]. Se ha encontrado 

también una frecuencia significativamente menor de un haplotipo en cuya composición intervienen 

alelos de los polimorfismos -1607, -519 y -340 entre los individuos con válvulas aórticas bicúspides 

[287]. Por tanto, cambios en la actividad transcripcional de MMP1 provocados por variantes 

genéticas en su promotor podrían estar modulando estos procesos cardiovasculares. Además, resulta 

interesante que los mismos tres alelos asociados en este trabajo con menor depósito de calcio en la 

válvula (1G-1607, G-519 y T-340) ejercen un efecto protector frente al infarto de miocardio precoz en 

hombres fumadores [288]. Concretamente, esta combinación de alelos está descrita como de baja 

actividad transcripcional y asociada a menores niveles de MMP1 en placa aterosclerótica [137, 138]. 

En consecuencia, una menor actividad de esta enzima podría ser beneficiosa frente al desarrollo de 

patologías cardiovasculares. 

En el contexto de la CAVD, la protección ejercida por una menor actividad MMP1 puede ser 

debida a la capacidad de la proteína para degradar varios tipos de colágeno [289], componente 

estructural mayoritario de las válvulas. La interacción entre las VICs y la matriz extracelular que las 

sustenta es fundamental en la fisiología valvular, pudiendo afectar al fenotipo de las células [290]. De 

hecho, se han descrito diferencias en la mineralización y en los niveles de expresión de marcadores 

de cambio osteogénico como RUNX2 en VICs cultivadas in vitro sobre diferentes componentes de la 

matriz [291], así como un incremento en la mineralización acompañado de un aumento en la 

expresión de osteocalcina y fosfatasa alcalina en velos sometidos a degradación enzimática del 

colágeno [292]. Por tanto, en los individuos con menos MMP1, las fibras de colágeno de sus velos 

sufrirían menos alteraciones bajo los estímulos iniciadores de la enfermedad, una mayor proporción 

de VICs mantendría su fenotipo quiescente y la formación de depósitos de calcio se vería menos 

favorecida que en aquellos con una mayor actividad de la enzima. 

4.5.2. El polimorfismo rs10455872 del gen LPA no se asocia con la extensión de la 

calcificación valvular, pero sí con la presencia de calcificación aterosclerótica en pacientes 

con enfermedad renal crónica 

4.5.2.1. El polimorfismo rs10455872 no se asocia con las medidas valvulares de BMD y BV/TV 

Como se mencionó anteriormente, los estudios de genotipado masivo GWAS permiten 

identificar genes implicados en un proceso biológico. Es el caso del gen LPA en la CAVD. Nos 

propusimos confirmar la asociación del polimorfismo rs10455872 de LPA con calcificación valvular en 

nuestra población. Para ello se genotiparon los 45 individuos de la primera población de pacientes 

con valvulopatías de los cuales se disponía de DNA y datos de microCT de sus velos. No se 

encontraron diferencias significativas en la cantidad de calcio depositado en las válvulas aórticas 

atendiendo a los valores medios para BMD y BV/TV entre los individuos con cada genotipo del 

polimorfismo rs10455872 (Figura 42). Además, los únicos dos homocigotos para el alelo de riesgo 

para la calcificación de acuerdo con el GWAS citado en la introducción (G) presentaban cantidades 

muy dispares de calcio depositado en sus velos, no pudiéndose identificar ni siquiera una tendencia.  
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Figura 42. Valores de BMD y BV/TV para cada genotipo del polimorfismo rs10455872 de LPA. Cada punto de los 

gráficos representa el velo de un paciente. Se ha representado la media como una barra horizontal. Se indica 

también el p-valor resultante de la comparación de los valores de las medias para cada genotipo mediante la 

prueba ANOVA. 

 

 
Seguidamente, para comprobar si existía alguna asociación entre el polimorfismo y el 

diagnóstico clínico, se genotiparon todos los individuos pertenecientes a las dos poblaciones de 

pacientes con valvulopatía aórtica cuya anatomía valvular era tricúspide y presentaban insuficiencia 

o estenosis. Se consideraron así 332 individuos, de los cuales un 13% había sido diagnosticado de 

insuficiencia y un 87% de estenosis aórtica. 

No se encontraron diferencias significativas entre las frecuencias genotípicas del polimorfismo 

para cada diagnóstico (Tabla 15). Por tanto, los resultados del mencionado GWAS no se han replicado 

en la población asturiana, ni utilizando las variables de histomorfometría ósea derivadas del microCT 

como indicativo de la cantidad de calcio depositada en los velos valvulares, ni tampoco agrupando a 

los pacientes según su diagnóstico. 

 
Tabla 15. Frecuencias genotípicas según el diagnóstico clínico de valvulopatía para el polimorfismo rs10455872 
de LPA en individuos con válvulas tricúspides. 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

Los datos se expresan como frecuencia (%) y las comparaciones entre frecuencias en los distintos diagnósticos se analizaron 

mediante la prueba exacta de Fisher. 

 

 
Se comprobó también si las frecuencias alélicas del polimorfismo en la población estudiada en 

esta Tesis Doctoral diferían de las halladas en otras poblaciones europeas de referencia. Las 

frecuencias alélicas halladas en nuestra población son significativamente diferentes a las de una de 

las dos poblaciones europeas utilizadas como referencia (gnomAD, Tabla 16). 
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Tabla 16. Frecuencia del alelo minoritario del polimorfismo rs10455872 de LPA en individuos con valvulopatías y 

en otras dos poblaciones europeas. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
Las frecuencias se expresan como porcentajes y las comparaciones entre frecuencias absolutas para las distintas poblaciones 

se analizaron mediante la prueba Chi-cuadrado. MAF = frecuencia del alelo minoritario. 

 

 
Existe otro estudio reciente en una población de más de 40.000 individuos en el cual sí se 

replicaron los resultados del GWAS original, confirmándose la asociación del SNP rs10455872 con la 

estenosis aórtica [293]. Puesto que en estos dos trabajos se emplearon varias poblaciones de 

individuos de distinta procedencia geográfica, las divergencias en la constitución genética de la 

población asturiana y la europea recopilada en la base de datos gnomAD probablemente no sean la 

causa de las discrepancias entre nuestros resultados y los de otros autores. Estas pueden ser debidas 

al pequeño tamaño de nuestra población o a diferencias en las variables clínicas consideradas. 

Mientras que los mencionados estudios dividen a los sujetos en controles sanos y pacientes con 

estenosis aórtica, en nuestro caso no se consideraron pacientes con válvula aórtica completamente 

normal, pues todos ellos habían acudido a una consulta de cardiología por sospecha de valvulopatía. 

Para incluir este tipo de controles en el estudio hubiera sido necesario realizar ecocardiografías a 

personas sanas o analizar mediante microCT válvulas procedentes de autopsias donde se haya 

descartado valvulopatía. 

4.5.2.2. El polimorfismo rs10455872 se asocia con la presencia de calcificación en las arterias 

carótida y femoral de pacientes con enfermedad renal crónica 

Lp(a) también participa en el desarrollo de aterosclerosis, lo cual llevó a estudiar la asociación 

entre el polimorfismo rs10455872 de LPA y la presencia de calcificación en la carótida y la femoral en 

la población del proyecto NEFRONA. Se genotiparon con este objetivo 1.961 individuos a los que se 

les habían realizado ecocardiografías de ambas arterias al comienzo del estudio. Con el objetivo de 

poder comparar la extensión de la calcificación entre los diferentes genotipos, se creó una variable 

basada en las observaciones clínicas realizadas a los pacientes. Así, estos se dividieron en tres 

categorías: pacientes a los cuales no se les detectó calcificación, pacientes a los que se les detectó 

calcificación en algún campo de la arteria carótida o de la arteria femoral, y pacientes a los que se 

detectó calcificación en algún campo de ambas arterias. De esta forma se incluyó un 81,7% de los 

individuos en la primera categoría, un 14,3% en la segunda, y un 4,0% en la tercera. Se encontraron 

diferencias significativas entre las frecuencias genotípicas presentadas por los individuos incluidos en 

cada una de las categorías (Tabla 17). Hay más frecuencia de homocigotos para el alelo G, 

identificado como de riesgo para el desarrollo de CAVD, entre los pacientes con calcificación en las 

dos arterias examinadas. 
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Tabla 17. Frecuencias genotípicas para el polimorfismo rs10455872 de LPA en la población NEFRONA según la 

presencia de calcificación en las arterias carótida y femoral al inicio del estudio. 

 

 
Los datos se expresan como frecuencia (%) y las comparaciones entre frecuencias en los distintos diagnósticos se analizaron 

mediante la prueba exacta de Fisher. 

 

 
Puesto que los individuos a los cuales se les realizaron ecocardiografías al inicio del estudio 

incluyen a los controles, se decidió comprobar también si esta asociación se mantenía teniendo en 

cuenta solamente a los pacientes con ERC. Para ello se analizaron los enfermos a los que se les 

habían hecho ecocardiografías también a los 24 meses del comienzo del estudio para ver la 

progresión de su calcificación. Se compararon entonces las frecuencias genotípicas del polimorfismo 

rs10455872 entre los mismos tres grados de calcificación. Se incluyeron ahora 757 individuos, un 

79,7% de los cuales no presentaba calcificación, teniendo el 15,9% calcificación en algún campo de la 

carótida o la femoral, y el 4,5% calcificación en ambas arterias. De nuevo se encontró un mayor 

porcentaje de individuos homocigotos para el alelo G entre los incluidos en la tercera categoría 

siendo, como consecuencia, las diferencias entre las frecuencias genotípicas estadísticamente 

significativas (Tabla 18). 

 
Tabla 18. Frecuencias genotípicas para el polimorfismo rs10455872 de LPA en la población NEFRONA según la 

presencia de calcificación en las arterias carótida y femoral a los 24 meses del inicio del estudio. 

 

 
Los datos se expresan como frecuencia (%) y las comparaciones entre frecuencias en los distintos diagnósticos se analizaron 

mediante la prueba exacta de Fisher. 

 

 
Por tanto, hemos observado una asociación entre el polimorfismo rs10455872 de LPA y la 

calcificación en la túnica íntima de las arterias, la cual es más clara entre los pacientes con ERC. No es 

la primera vez que se encuentra una asociación entre este polimorfismo y la aterosclerosis: 

recientemente se observó una mayor probabilidad de presentar lesiones en las arterias coronarias 

entre los portadores del alelo G [294], así como una asociación del SNP con eventos relacionados con 

la enfermedad de las arterias coronarias independientemente de la reducción farmacológica de los 
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niveles de LDL [295]. Todos estos datos, unidos al hallazgo de que los niveles elevados de Lp(a) se 

asocian con infarto de miocardio y mortalidad en la población con ERC [296], apuntan a la posible 

utilidad del genotipado de los pacientes para el polimorfismo rs10455872 a la hora de clasificarlos 

según su susceptibilidad a desarrollar calcificación, lo cual podría servir de gran ayuda durante el 

manejo clínico de individuos con tan elevado riesgo cardiovascular. 

Se comprobó además que no existían diferencias entre las frecuencias alélicas de la población 

del estudio NEFRONA y dos poblaciones europeas de referencia (Tabla 19), apoyando la validez de 

nuestros resultados no solo para la población española, sino también para otras poblaciones de raza 

blanca. 

 
Tabla 19. Frecuencia del alelo minoritario del polimorfismo rs10455872 de LPA en el estudio NEFRONA y en 

otras dos poblaciones europeas.  

 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

Las frecuencias se expresan como porcentajes y las comparaciones entre frecuencias absolutas para las distintas poblaciones 

se analizaron mediante la prueba Chi-cuadrado. MAF = frecuencia del alelo minoritario. 

 

 

4.5.3. El polimorfismo rs6702619 del gen PALMD no se asocia con la extensión de la 

calcificación de la válvula aórtica 

Por último, y de manera análoga a lo realizado con el polimorfismo del gen LPA, nos 

propusimos confirmar la asociación del polimorfismo rs6702619 de PALMD con valvulopatía en 

nuestra población. Se genotiparon igualmente los 45 individuos de la primera población de pacientes 

con valvulopatías de los cuales se disponía de DNA y valores de BMD y BV/TV valvulares. No se 

observaron diferencias en la cantidad media de calcio depositado en los velos valvulares según los 

parámetros de histomorfometría ósea entre los tres genotipos (Figura 43). 

A continuación, se comprobó si existía asociación entre el polimorfismo y el diagnóstico clínico. 

Se genotiparon de nuevo individuos con anatomía valvular tricúspide y diagnóstico de estenosis o 

insuficiencia pertenecientes a las dos poblaciones de pacientes del HUCA. En una primera evaluación, 

en la cual se determinó el genotipo un total de 192 individuos (un 18,3% con válvulas insuficientes y 

un 81,2% con válvulas estenóticas), no se pudo observar ningún tipo de asociación significativa ni de 

tendencia (Tabla 20), por lo que no se continuaron genotipando más individuos. 

Se comprobó también si las frecuencias alélicas eran similares a las de otras poblaciones 

europeas. En la Tabla 21 se muestran las halladas en nuestra población y en otras dos de referencia, 

presentando diferencias estadísticamente significativas en sus frecuencias la del proyecto gnomAD. 
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Figura 43. Valores de BMD y BV/TV para cada genotipo del polimorfismo rs6702619 de PALMD. Cada punto de 

los gráficos representa el velo de un paciente. Se ha representado la media como una barra horizontal. Se indica 

también el p-valor resultante de la comparación de los valores de las medias para cada genotipo mediante la 

prueba ANOVA. 

 

 
Tabla 20. Frecuencias genotípicas según el diagnóstico clínico de valvulopatía para el polimorfismo rs6702619 

de PALMD en individuos con válvulas tricúspides. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Los datos se expresan como frecuencia (%) y las comparaciones entre frecuencias en los distintos diagnósticos se analizaron 

mediante la prueba Chi-cuadrado. 

 

 
Tabla 21. Frecuencia del alelo minoritario del polimorfismo rs6702619 de PALMD en individuos con valvulopatías 

y en otras dos poblaciones europeas.  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Las frecuencias se expresan como porcentajes y las comparaciones entre frecuencias absolutas para las distintas poblaciones 

se analizaron mediante la prueba Chi-cuadrado. MAF = frecuencia del alelo minoritario. 

 

 
El pequeño tamaño muestral y la falta de individuos completamente sanos nuevamente 

podrían suponer una importante limitación de este trabajo que ha podido influir en que no se 

repliquen los resultados del GWAS en el que se descubrió la implicación de rs6702619. A pesar de 

esto, puesto que no existen estudios que repliquen la asociación y aún se desconoce cuál es la 

función de la proteína codificada por el gen PALMD y qué papel juega en la CAVD, resulta difícil 

determinar la causa de la falta de asociación del polimorfismo con la calcificación valvular en nuestra 

población. 





 

 

5. Conclusiones 
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1. Existe un perfil diferencial de expresión de microRNAs asociado a la pérdida de función renal 

en un modelo animal de insuficiencia renal crónica que implica, al menos, al miR-29b y al 

miR-30c, los cuales participan en procesos fibróticos y de diferenciación osteoblástica. 

 

 

2. El mitrálogo EC-8042 es candidato a ser utilizado como tratamiento de la calcificación 

cardiovascular en pacientes con enfermedad renal crónica, pues es capaz de atenuar el 

cambio osteogénico de las células de músculo liso vascular sometidas a altas concentraciones 

de calcio y fosfato a través de la regulación de miR-29b y miR-30c. 

 

 

3. La extensión de la calcificación en la válvula aórtica se correlaciona con el grado de 

degeneración del tejido, en el cual los depósitos minerales aparecen asociados a cambio 

osteogénico, neovascularización, inflamación y producción de exosomas. 

 

 

4. La calcificación de la válvula aórtica, de manera análoga a la calcificación de la túnica íntima 

arterial, podría estar dirigida por la producción de exosomas por parte de los macrófagos. 

Una vez se confirme su procedencia, la detección de niveles altos de exosomas en circulación 

serviría como biomarcador de la enfermedad en pacientes con estenosis, pues su cantidad 

podría ser un reflejo del avance de la calcificación en el tejido. 

 

 

5. Variantes genéticas de MMP1 influyen en el desarrollo de la enfermedad de la válvula aórtica 

calcificada, pudiendo utilizarse por tanto para predecir la susceptibilidad a padecer la 

enfermedad en individuos con factores de riesgo. Del mismo modo, el polimorfismo 

rs10455872 de LPA podría servir para predecir el riesgo de desarrollar calcificación en las 

arterias de pacientes con enfermedad renal crónica. 
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